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Kurzfassung

Die S-Transnitrosylierungs-Reaktion zwischen S-Nitroso-Substanzen (RSNO) und Thiolen wird
als das grundlegende Prinzip angesehen, mit der auf Stickstoffmonoxid (NO) zurtickgehende bio-
logische Aktivitaten in vivo reguliert werden. S-Nitroso-Albumin (SNALB) hat mit etwa 200 nM
die héchste Konzentration aler S-Nitroso-Substanzen im Humanplasma. Niedermolekulare S-Ni-
troso-Substanzen wie S-Nitroso-Cystein (SNC) und S-Nitroso-Glutathion (GSNO) sollen in vivo
durch S-Transnitrosylierung aus SNALB und den entsprechenden niedermolekularen Thiolen ge-
bildet werden und die biologischen Aktivitdten von SNALB wie Vasodilatation und Inhibition der
P éttchenaggregation vermitteln. Der Mechanismus der Bildung und der Entfaltung der biologi-
schen Aktivitét von S-Nitroso-Substanzen, der Mechanismus der S-Transnitrosylierungs-Reaktion
und der Metabolismus von S-Nitroso-Substanzen in vivo sind bisiang noch nicht hinreichend unter-
sucht worden. In der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung der Gas-Chromatographie-Mas-
senspektrometrie sowie der hochauflsenden Fissigchromatographie empfindliche, akkurate und
| nterferenz-freie M ethoden zur Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen entwickelt und angewendet.

Die S-Transnitrosylierungs-Reaktion beruht auf der heterolytischen Spaltung der S-NO-Gruppe
und verlauft ohne die Bildung von oxidierten Thiolen und NO. S-Transnitrosylierungs-Reak-
tionen laufen sowohl in vitro as auch in vivo im Blut ab. Die Ermittlung von Gleichgewichts-
Konstanten von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen ergab, dal3 S-Nitroso-Homocystein die am
meisten bevorzugte und SNC die am wenigsten bevorzugte S-Nitroso-Substanz ist. Humane
Erythrozyten besitzen ein spezifisches Transport-System fir SNC. SNC wird in Erythrozyten zu
biologisch inaktivem Nitrat und zu biologisch aktivem GSNO metabolisiert. Durch das Transport-
System fur SNC regulieren Erythrozyten den Metabolismus von S-Nitroso-Substanzen. Cystein
und seine S-Transnitrosylierungs-Reaktion zu SNC spielen eine zentrale Rolle fur die Regulie-
rung, den Metabolismus und die biologische Funktion von S-Nitroso-Substanzen. Die NO-Syn-
thase- (NOS-) katalysierte Reaktion von L-Arginin zu NO und L-Citrullin fuhrt in Gegenwart von
Glutathion zur Bildung von GSNO. Sein Anteil an den Produkten der NOS liegt bel 2 % der NO-
Synthese. Asymmetrisches Dimethlylarginin (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der NOS, wel-
cher bel vielen Erkrankungen wie z.B. Arteriosklerose erhoht ist. Enzymkinetische Untersuchun-
gen ergaben, dald ADMA ein nicht-kompetitiver Inhibitor der NO-Synthase ist und schon unter
physiologischen Bedingungen die NOS hemmt.

Schlagworte: S-Transnitrosylierung, S-Nitroso-Substanzen, asymmetrisches Dimethylarginin



Abstract

The S-transnitrosylation reaction between S-nitroso compounds and thiols is regarded as the
basic principle by which nitric oxide- (NO-) related biological activities are regulated in vivo.
S-nitrosoalbumin is the most abundant S-nitroso compound in human plasma and its concen-
tration is about 200 nM. Low molecular weight S-nitroso compounds, i.e. S-nitrosocysteine
(SNC) and S-nitrosogluthathione (GSNO), are reported to be generated in vivo by S-trans-
nitrosylation reaction between SNALB and the corresponding thiols and to mediate the bio-
logical activities of SNALB such as vasodilation and inhibition of platelet aggregation. The
mechanism of formation and mediation of biological activities of S-nitroso compounds and
also the mechanism of the S-transnitrosylation reaction are still insufficiently explored. In the
present work, sensitive, accurate and interference-free methods for the quantification of
S-nitroso compounds were developed and applied. They are based on gas chromatography-

mass spectrometry and high-performance liquid chromatography.

The S-transnitrosylation reaction is based on the heterolytic cleavage of the S-N bond of the
S-nitroso compounds. It is not accompanied by formation of oxidized thiols and NO. S-trans-
nitrosylation reactions occur in vitro and in vivo in the blood. The determination of equilibrum
constants of several S-transnitrosylation reactions showed homocystein as the most preferred
and SNC as the most potent S-nitrosylating compound. Human erythrocytes possess a specific
transport system for SNC. SNC is metabolized in human erythrocytes to biologicaly inactive
nitrate and to biologically active GSNO. Erythrocytes regulate the metabolism of S-nitroso
compounds via the specific transport system for SNC. Plasma cysteine which can be
converted to SNC by S-transnitrosylation reaction with other S-nitroso compounds is
apparently the key physiological thiol for the regulation of transport, metabolism and
biological functions of S-nitroso compounds. In the presence of GSH, neuronal NO-Synthase
(nNOS) catalyzes the conversion of L-arginine to GSNO which amounted to about 2 % of the
total NO metabolites. Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is an endogenous inhibitor of
NOS that aready inhibits NOS at physiological concentrations. Accelerated plasma
concentrations are associated with several diseases e.g. arteriosclerosis. Enzyme kinetics
indicate that ADMA is a non-competitive inhibitor of NOS.

Keywords. S-transnitrosylation reaction, S-Nitroso compounds, asymmetric dimethylarginine
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1 EinfUhrung 1

1 Einflhrung

1.1 Bedeutung des endothelium-derived relaxing factor, von NO und
S-Nitroso-Substanzen

Im Jahre 1980 entdeckten Furchgott et al., dal3 isolierte Blutgeféfde von Kaninchen durch
Gabe des Neurotransmitters Acetylcholin dilatieren. Dieser Effekt trat jedoch immer nur dann
auf, wenn das Endothel dieser Blutgefélie nach ihrer Pr8paration noch intakt war. Diese
Beobachtung fuhrte zu dem Schlul3, dal3 nicht Acetylcholin selbst auf die glatte Gefal3mus-
kulatur als Dilatator wirkt, sondern eine aus den Endothel zellen stammende, durch Acetylcho-
lin freigesetzte Substanz. Diese Substanz konnte jedoch nicht isoliert und identifiziert werden,
was darauf hindeutete, dald sie sehr reaktiv und kurzlebig ist. Sie wurde als endothelium-
derived relaxing factor (EDRF) bezeichnet [1].

Die vasodilatatorische Eigenschaft von Glyceryltrinitrat (GTN) ist schon sehr lange bekannt. So
hat schon Alfred Nobel selbst gegen seine Angina Pectoris GTN eingenommen. Murad et al.
berichteten 1983, dal3 die vasodilatatorische Aktivitdt von organischen Nitraten auf eine NO-
Freisetzung zurlickgeht, die wiederum zur Bildung des second messengers cyklisches Guano-
sinmonophosphat (cGMP) fuhrt [2]. Ignarro et al. fanden 1986 heraus, dal3 EDRF ebenfalls zur
cGMP-Bildung fihrt [3]. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte schliefdich im Jahre 1987 beweisen,
dal3 EDRF und NO identische chemische und pharmakol ogische Eigenschaften haben [4].

Der vasodilatatorische Effekt von NO-Donoren wie GTN und Natriumnitroprussid (SNP) ist ab-
hangig von der Anwesenheit reduzierter Thiole [5]. Es wurde angenommen, dal3 NO-Gruppen ent-
haltende Intermediate von Thiolen, namlich S-Nitroso-Substanzen (allgemeine Formel: R-S-N=0),
verantwortlich fUr die Entfaltung der biologischen Aktivitét von solchen NO-Donoren sind [5].

Im Jahre 1992 berichteten Stamler et al., dal3 EDRF in menschlichem Plasma vorwiegend in
Form von S-Nitroso-Albumin (SNALB), und zwar in Konzentrationen von 7 £ 5 uM vor-
kommt [6]. Spéater postulierten Stamler et al., dal3 die Aktivitét von SNALB durch nieder-
molekulare reduzierte Thiole wie Cystein (Cys) und Glutathion (GSH) vermittelt wird [7].
S-Nitroso-Substanzen (RSNO) sind némlich in der Lage, Thiole (RSH) zu S-nitrosylieren,
wodurch aus den Thiolen andere S-Nitroso-Substanzen entstehen. Diese Reaktion (RSNO +
R"SH = RSH + R"SNO) wird als S-Transnitrosylierung bezeichnet.



1 EinfUhrung 2

Neben der Vasodilatation ist eine seit langem bekannte Eigenschaft von NO und S-Nitroso-
Substanzen die Inhibition der Aggregation von Blutplattchen. Auch diese Eigenschaft wird —
wenigstens zum Teil — durch die Aktivierung der |6slichen Guanylat-Cyclase (SGC), also tber
die Bildung von cGMP in den Pl&ttchen, vermittelt [8,9,10].

Endothelzellen [11] und auch Pléattchen [12] produzieren NO Uber ein Enzym, die NO-Syn-
thase (NOS). Es konvertiert L-Arginin zu Citrullin und NO. In der Gegenwart von Glutathion
wurde in vitro die Bildung von S-Nitroso-Glutathion (GSNO) als Produkt der NOS iden-
tifiziert [13,14] .

S-Nitroso-Substanzen sind nicht nur potente NO-Donoren, sondern besitzen per se eine biolo-
gische Aktivitéat. Schon 1990 publizierten Kowaluk und Fung [15], daf3 S-Nitroso-Substanzen
unabhangig von ihrer NO-Freisetzung biologische Aktivitéten entfalten. Die Arbeitsgruppe
von Stamler machte die Entdeckung, dal3 S-Nitroso-Substanzen auch Nitrosonium- (NO*)
bzw. Nitroxyl- (NO")-Donoren sind [16]. S-Nitroso-Substanzen sind nach Stamler et al. in der
Lage, Proteine zu S-nitrosylieren (an reduzierten Cystein-Gruppen) und konnen so die

Eigenschaften der Proteine beeinflussen [17].

1.2 Chemievon NO und S-Nitroso-Substanzen

S-Nitroso-Substanzen, auch Thionitrite genannt, sind die Schwefel-Analoga der besser unter-
suchten Alkylnitrite. Uber die Chemie von S-Nitroso-Substanzen ist vieles noch unbekannt
[18]. S-Nitroso-Substanzen konnen durch die Reaktion von Thiolen mit salpetriger Saure, Di-
stickstofftrioxid (N,O,) oder Alkylnitriten hergestellt werden [19].

RSH + HONO ® RSNO + H,0

RS + RONO ® RSNO + RO~

Es gilt lange als gesichert, dal3 S-Nitroso-Substanzen zu den korrespondierenden Disulfiden
und NO homolytisch zerfallen:

2RSNO ® 2NO + RSSR
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Diese Reaktion kann photochemisch [20] oder thermisch [21] hervorgerufen werden. Ferner
ist mittlerweile auch eine Metallionen-katalysierte Variante dieser Reaktion bekannt [22]: In
der Abwesenheit von Kupfer-lonen sind L ésungen von S-Nitroso-Substanzen verhatnismalig
stabil. Allerdings sind sogar Kupfer-lonen-Konzentrationen von 107/ M ausreichend, um die
Zersetzung von S-Nitroso-Substanzen erheblich zu beschleunigen. Heute geht man davon aus,
dai’ nicht Cu2*, sondern Cul* der wirkliche Katalysator dieser Reaktion ist [23]. Das Cu?* soll
dabei durch Reaktion von Thiolen in der Lésung zu Cul* reduziert werden. Die Thiole kom-
men als Verunreinigung in Spuren vor und sollen auch bei der Zersetzung von S-Nitroso-Sub-
stanzen entstehen. Ob Cul* eine biologische Rolle bei der NO-Freisetzung aus endogenen
S-Nitroso-Substanzen zukommt, ist zur Zeit noch nicht aufgeklart. Allerdings wurde von
Grodge et al. [24,25] die Beobachtung gemacht, dal3 Cul* die antiaggregierende Wirkung von
S-Nitroso-Substanzen auf Plattchen herabsetzt. Dal?3 Protein-gebundenes Cu2* zu einer NO-
Freisetzung aus S-Nitroso-Substanzen fihrt, ist bekannt [26].

Trotz der Instabilitét von S-Nitroso-Substanzen konnten wenigstens zwei, namlich S-Nitroso-
N-Acetylpenicillamin (SNAP) [27] und GSNO [28], in kristalliner Form prapariert und cha-
rakterisiert werden. Von SNAP ist bekannt, dal3 es sich bei Temperaturen Uber 150°C unter
NO-Freisetzung zersetzt [29]. In Losung haben S-Nitroso-Substanzen Absorbtions-Maximain
den Regionen von 330-350 und 550-600 nm [30,31,32]. Diese Eigenschaft wurde u.a. genutzt,

um ihre Zersetzung zu untersuchen.

Die Reaktivitdt von NO héngt von der Elektronenkonfiguration des 2p-p antibindenden
Orbitals von NO ab [33]. Die Gegenwart eines einzelnen Elektrons in diesem Orbital fuhrt
nicht zu einer hohen Reaktivitat mit Thiolen (R-SH). Eine Reaktion mit Thiyl-Radikalen ist
allerdings moglich. Der Verlust eines Elektrons fihrt zu NO*, das eine hohe Elektrophilie
besitzt. NO* weist eine hohe Reaktivité mit den meisten physiologisch vorkommenden Thi-
olen auf. Auf der Reaktion von NO* mit Thiolen basieren auch die Synthese-Methoden von
S-Nitroso-Substanzen. Ein weiteres Elektron im 2p-p-Orbital (NO") kann zur gesteigerten Re-
aktionsfahigkeit mit relativ elektropositiven Thiolen fihren, vor allem in der Gegenwart von
Eisen- oder anderen Ubergangsmetall-lonen [16,33,34]. Es wurde berichtet, da3 die NO-
Synthase auch Lachgas (N,O) und Hydroxylamin (NH,OH) Uber die Bildung von NO

produziert [13]. Ferner kann die NOS-katalysierte Coproduktion von NO und Superoxid
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(O,7) zur Bildung von Peroxynitrit (ONOO") fihren. Dies ist eine potente nitros(yl)ierende

Spezies.

Die Reaktion von NO mit Sauerstoff zu Distickstofftrioxid (N,O,) ist unter physiologischen
Bedingungen relativ langsam (Geschwindigkeitskonstante k » 6,6 - 10° M2 s'1) [35]. Die ni-
trosierende Spezies 1&f3 sich hier als NO*--NO," formulieren. Diese Reaktion kann um den
Faktor 300 beschleunigt sein, wenn sie im hydrophoben Zentrum biologischer Membranen
stattfindet [36]. Die Reaktion von NO mit Superoxid ist hingegen auf3erordentlich schnell (k »
7 - 10° M1 s1) und somit Diffusions-limitiert [37]. Sowohl Amine als auch Sulfhydryl-
Gruppen reagieren sehr schnell mit N,O; und ONOO" [13,36,38,39]. Die Thiol-Nitro-

sylierung ist unter physiologischen Bedingungen bevorzugt [40]. Die Resktivitat von N,Oq

und ONOO- gegentiber Kohlenstoffzentren ist noch niedriger als die gegentiber Aminen.

Nitronium-lonen (NO,") reagieren im Gegensatz zu NO™ bevorzugt mit elektronenreichen

Kohlenstoffzentren in aktivierten Aromaten. So reagiert NO,* mit Tyrosin unter physiolo-

gischen Bedingungen, besonders in Gegenwart von Kohlendioxid, zu 3-Nitrotyrosin
[37,41,42]. Die S-Nitrosylierung von Thiolen mit NO kann durch Elektronen-Transfer in Ei-

sen-Nitrosyl-Gruppen in vitro erleichtert werden [34].

1.3 Methoden zur Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen

Eine verlaldiche Bestimmung von endogenen S-Nitroso-Substanzen in biologischen FlUssig-
keiten gestaltet sich als sehr schwierig. Die Ursache liegt zum einen darin, dal3 vor allem nie-
dermolekulare S-Nitroso-Substanzen recht instabil sind. Ubergangsmetall-lonen, insbeson-
dere Cu?*- oder Cul*-lonen, wirken sich extrem destabilisierend aus [22,23]. Andererseits
konnen S-Nitroso-Substanzen unter bestimmten Bedingungen sehr leicht gebildet werden: In
Gegenwart von Thiolen kommt es bereits unter fast pH-neutralen Bedingungen (pH £ 6) zu
einer merklichen artifiziellen Bildung von S-Nitroso-Substanzen aus ubiquitéar vorkommen-
dem Nitrit. Da physiologische S-Nitroso-Substanzen in sehr geringen Konzentrationen im
Plasma und anderen biologischen Flussigkeiten vorkommen kodnnen, kann die artifizielle
Bildung dieser Substanzen die endogene Bildung sogar tbersteigen. Jede analytische Methode
Zur quantitativen Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen sollte daher kritisch in Bezug auf In-

terferenzen untersucht werden.
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In Tab. 1 sind die im folgenden beschriebenen Methoden zur Bestimmung von NO und S-Ni-

troso-Substanzen zusammengestel|t.

Tab.1.  Methoden zur Bestimmung von NO und S-Nitroso-Substanzen.
Substanz/Substanzklasse | Methode Literatur
S-Nitroso-Substanzen Spektrophotometrie (340 bzw. 540 nm) [30,31,32]

Direkt oder nach Trennung durch HPLC (high performance liquid | [14,43,44]
chromatography)
NO und Chemilumineszenz [45]
S-Nitroso-Substanzen in Kombination mit photolytischer Spaltung der S-NO-Bindung,
2.T. nach Trennung durch HPLC [6]
S-Nitroso-Substanzen Kapillar-Elektrophorese [46]
Niedermolekulare Direkte Bestimmung mittels ESI-MS [47,48,49,50]
S-Nitroso-Substanzen
NO und Clark-Elektrode, dektrochemische Detektion von NO, nach NO-Frei- | [12,51,52]
GSNO setzung aus GSNO mittels Cu'* [14,53]
NO Reaktion von Oxyhdmoglobin mit NO zu Methdmoglobin, | [54]
colorimetrisch
NO Reaktion mit Thioprolin und Analyse as tert-Butyldimethylsilyl- | [55]
trifluoroacetamid-Derivat
Nitrit Griess-Methode, Kupplung von Nitrit und aromatischen Aminen | [56]
und zu Diazo-Farbstoffen, spektrophotometrisch.
S-Nitroso-Substanzen Zersetzung der S-Nitroso-Substanzen zu Nitrit und seine Bestim-
mung nach Griess (Saville-Methode) [57]
Nitrit und Als Pentafluorobenzyl-Derivat mittels GC-MS. [58]
SNALB Isolierung von SNALB mittels HiTrapBlue Sepharose (Affinitéts | [59,60,61]
chromatographie),
Zersetzung von SNALB zu Nitrit und seine Bestimmung als
Pentafluorobenzyl-Derivat
Nitrat Nach der Derivatisierung mit Aromaten zu Nitroaromaten mittels | [62,63]
GC-MS

Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegende Diplomarbeit [59] und die auf ihr basierenden
Publikationen sind fett gedruckt.

Eine direkte Bestimmung von endogenen S-Nitroso-Substanzen in biologischen Flissigkeiten
ist aufgrund ihrer recht kleinen Absorption in den Bereichen um 340 bzw. 540 nm (molarer
Extinktionskoeffizient e » 800 bzw. 20 M- cml) nicht moglich.

Die photolytische Spaltung der S-NO-Bindung mit anschlief3ender Detektion des freigesetzten
NO mittels Chemilumineszenz stellt eine Methode zur Quantifizierung von S-Nitroso-Sub-
stanzen dar. Auf diesem Prinzip basieren die ersten von Stamler et al. publizierten Daten tGiber
endogen im menschlichen Plasma vorhandenes SNALB [6]. Diese Methode hat grof3e Bedeu-
tung zur Bestimmung von NO als Luftschadstoff erlangt. Mit ihr kdnnen NO-K onzentrationen
bis 1013 M detektiert werden [45,64]. Die Bestimmung der Konzentration von SNALB im
Human-Plasma [6] erfolgte ohne eine vorherige Isolierung von SNALB, d.h. durch direkte In-

jektion von Plasma-Proben in die Photolyse-Zelle. Daten zur Zuverlassigkeit zu moglichen
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Interferenzen bel der Bestimmung von SNALB im Plasma mittels Chemilumineszenz liegen

nicht vor.

Eine Moglichkeit der direkten Detektion von S-Nitroso-Substanzen ist die hochaufldsende
Kapillar-Elektrophorese bel Spannungen von 10 bis 30 kV und Verwendung von dinnen
fused silica Kapillaren. Diese Methode hat den Vorteil, dal3 der Aufwand der Proben-Vorbe-
reitung sehr gering ist, die erreichte Auflosung grof3 und die benétigten Probenvolumina
klein sind. Mittels Kapillar-Elektrophorese ist eine Trennung von Thiolen, Disulfiden und
S-Nitroso-Substanzen mdéglich [46]. Nachteile dieser Methode bestehen unter anderem darin,
dal? sie nicht empfindlich genug zur Detektion von S-Nitroso-Substanzen in physiologischen

Konzentrationen ist.

Eine weitere Md6glichkeit fur die Bestimmung intakter S-Nitroso-Substanzen in in vitro-
Untersuchungen ist die Kombination von HPLC und UV-Detektion bei Wellenldngen um 340
nm. Die Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen ist hier nur im mikromolaren Bereich mog-
lich [43]. Der Nachteil dieser Methoden besteht in der Gefahr einer artifiziellen Bildung von
S-Nitroso-Substanzen aus Thiolen und Nitrit, da Eluenten niedrigen pH-Wertes benétigt
werden [14,43]. Schon im Injektor kdnnen aus Thiolen und Nitrit die entsprechenden S-Nitro-

so-Substanzen gebildet werden.

Mittels Electrospray-lonisation-Massenspektrometrie (ESI-MS) konnen intakte S-Nitroso-
Substanzen gemessen werden [47,48,49,50]. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode
zur Struktur-Aufkl&rung von niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen verwendet. Eine Mes-
sung von SNALB in Gegenwart von Albumin ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich.
Der Unterschied von SNALB und Albumin in der Molekllmasse ist zu gering. Diese Metho-
de konnte in der Zukunft zur direkten Quantifizierung von niedermolekularen S-Nitroso-Sub-
stanzen nach ihrer chromatographischen Auftrennung eine Bedeutung erlangen. Sie erlaubt
die Verwendung von authentischen, 1°N-markierten S-Nitroso-Substanzen als interne Stan-
dards.

Wie auch die bereits diskutierte Chemilumineszenz-Methode basieren die weiteren analy-
tischen Methoden fir S-Nitroso-Substanzen auf der Freisetzung von NO und dessen direkter
oder indirekter Analyse, z.B. as Nitrit oder Nitrat.
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Eine auch in der vorliegenden Arbeit angewendete Methode zur Messung von NO in wali3-
rigen Losungen ist die elektrochemische Detektion, z.B. mit einer sogenannten Clark-Elek-
trode. Sie ist im Prinzip eine modifizierte Sauerstoff-Elektrode und besteht aus einem Platin-
draht, an dem die Oxidation von NO stattfindet und einem Silberdraht als Gegenelektrode
[51]. An der Elektrode liegt ein konstantes Potential an. Das wesentliche Prinzip dieses Sen-
sors ist, dal3 NO durch eine gasdurchlassige Membran diffundiert und an der Elektrode oxi-
diert wird. Die frei werdenden Elektronen liefern einen elektrischen Strom, der zur NO-Kon-
zentration im Mef3gefal proportional ist. Die NO-Konzentration an der Elektrode ist nicht al-
lein von der NO-Konzentration im Reaktionsgefdl3, sondern auch von der Diffusionsge-
schwindigkeit durch die Membran abhangig. Diese ist wiederum abhéngig von der Tempe-
ratur und von den Verunreinigungen an der Membran, z.B. durch ausgefallene Proteine. Des-
halb ist diese Methode in biologischen Flissigkeiten sehr stéranfélig. Bei dem in der vorlie-
genden Arbeit verwendeten Modell von WPI war die Empfindlichkeit der einzelnen Elektro-
den unterschiedlich. Ferner nahm die Empfindlichkeit mit der Zeit stark ab. Mittels einer
Clark-Elektrode wurde GSNO, das zur Detektion mit Cul*-lonen zu NO zersetzt wird [14],
als Produkt der NOS gemessen.

Malinski und Taha [52] entwickelten eine sehr kleine Elektrode (0,2-1 mm Durchmesser), bel
der NO mittels polymerem Metalloporphyrin oxidiert wird. Diese Sensoren haben schnelle
Reaktionszeiten (10 ms) und ein Detektiondlimit von 1 - 10 -8 M. Mit einer solchen Elektrode
konnten Malinski und Taha in vitro den Transport von NO von Endothelzellen zum glatten
Gefdldmuskel verfolgen [52] und die NO-Freisetzung bei der Pléttchenaggregation [12]
demonstrieren. Derartige Elektroden sind noch nicht kommerziell erhdtlich.

NO kann in vitro am einfachsten colorimetrisch durch Konvertierung von Oxyhamoglobin zu
Methdmoglobin bestimmt werden. Auf diesem Verfahren basiert auch eine Methode zur Be-
stimmung der NO-Synthase-Aktivitét [54]. Fur eine akkurate Bestimmung von S-Nitroso-
Substanzen ist diese Methode ungeeignet.

Mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) kann NO direkt oder vorzugs-
weise indirekt nach Reaktion mit Thioprolin und anschlief3ender Analyse als tert-Butyl-
dimethylsilyltrifluoroacetamid-Derivat bestimmt werden. Diese Methode wurde zur Validie-
rung der Chemilumineszenz-Methode zur Bestimmung von NO in Atemluft verwendet [55].
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Sie konnte auch zur Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen geeignet sein. Es existieren

dartber allerdings noch keine Publikationen.

Eine weitere Mdglichkeit der Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen, auf die in den meisten
Fallen auch in der vorliegenden Arbeit zuriickgegriffen wurde, besteht in der Umwandliung
der S-Nitroso-Gruppe zu Nitrit. In Analogie zur Saville-Methode [57] kann die quantitative
Zersetzung von S-Nitroso-Substanzen mittels Hg?*-lonen erreicht werden. Quecksilber hat
eine hohe Affinitat zu sulfidischem Schwefel, so dal die S-N-Bindung geschwacht wird und
schliefdlich unter Anlagerung von Wasser salpetrige Saure freigesetzt wird (Abb. 1).

Ho
O=N—S +Hg® == O=N—Sg
| |
R R
®
o Hg H o Hy
N s N A
0 N\—,Se — ®0—N + S
H/ | H/ |
R R

)

HONO —= H'+NO,

Abb. 1.  Reaktionsschema der Nitrit-Bildung aus S-Nitroso-Substanzen in Gegenwart von
HgCl,,. Nach [57].

Mit der Saville-Methode wird also nicht allein die S-Nitroso-Konzentration, sondern die Sum-
me von S-Nitroso- und Nitrit-Konzentration bestimmt. Eine weitere Moglichkelt der Zerset-
zung von S-Nitroso-Substanzen zu Nitrit besteht in der Verwendung von Kupfer-lonen. Das
durch die Spaltung der S-Nitroso-Gruppe freigesetzte NO reagiert in sauerstoffhaltigen walri-
gen L6sungen rasch zu Nitrit weiter [35]:

4NO+0,+2H,0® 4H"+4NO,

Die einfachste und dteste Methode zur Nitrit-Bestimmung ist die Griess-Methode [56]. Sie
beruht auf der Reaktion von Nitrit im Sauren zum Nitrosyl-Kation und dessen Kupplung mit
aromatischen Aminen zu Diazoniumverbindungen, deren Kupplung mit einem weiteren aro-

matischen Amin zu Diazofarbstoffen fihrt. Diese kénnen spektrophotometrisch gemessen
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werden. Als Amin dient bel der Griess-Analytik z. B. Sulfanilsdure, als aromatisches Amin
z.B. N-(1-Naphthyl)ethylendiamin. Detaillierte Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe [43]

zeigten, dai’ die Griess-Methode in biologischen Proben zu zahlreichen Interferenzen neigt.

Die Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen nach ihrer Zersetzung mittels HgCl, zu Nitrit

kann am besten mittels GC-M S [58] erfolgen. Bei dieser Methode werden Nitrit und Nitrat als
Pentafluorobenzyl-Derivate (PFB-NO, bzw. PFB-ONO,) gemessen. Im Massenspektrometer

entstehen im negative ion chemical ionization- (NICl)-Modus Fragmente mit dem Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis (m/z) von 46 (Nitrit) bzw. 62 (Nitrat). Unter Verwendung von 1°N-mar-
kierten Substanzen as interne Standards gelingt eine zuverldssige, Interferenz-freie und
hochempfindliche Quantifizierung von Nitrit und Nitrat in allen biologischen Flissigkeiten
[43]. Bei der Nitrat-Bestimmung nach Reduktion des Nitrats zu Nitrit ist eine Interferenz
durch GSNO mdglich. Diese Interferenz tritt bel der Nitrit-Bestimmung nicht auf [65]. Sie
spielt jedoch aufgrund der im Vergleich zu Nitrat vernachlassigbaren endogenen Konzentra-

tion von GSNO im Plasma keine Rolle.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit [59] wurde eine Methode zur Bestimmung von SNALB in
menschlichem Plasma entwickelt. Sie beruht auf der selektiven Extraktion von SNALB mit-
tels Affinitétschromatographie (HiTrapBlue Sepharose), der anschlieffenden Zersetzung der

S-Nitroso-Gruppe von SNALB und des internen Standards SI°NALB mittels HQgCl, zu Nitrit

und dessen Derivatisierung mit PFB-Bromid [60,61]. Sie wurde in der vorliegenden Arbeit
weiterentwickelt und wird daher detailliert im Methoden-Teil beschrieben. Auf demselben
Ansatz basierend wurde in der vorliegenden Arbeit eine Methode fir die niedermolekularen
S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO [66] entwickelt. Sie wurde auch zur in vivo- und in
vitro-Bestimmung der NO-Synthase-Aktivitét eingesetzt (s. Methodenteil).

Eine alternative GC-M S-Methode zur Bestimmung von Nitrat und Nitrit beinhaltet die Oxida-
tion von Nitrit zu Nitrat und die Derivatisierung von Nitrat mit Benzol oder anderen Aro-
maten zum Nitrobenzol bzw. Nitroaromaten. Sieist auch zur Bestimmung von Nitrat in biolo-
gischen Flissigkeiten wie Plasma, Blut oder Urin angewendet worden [62,63]. Die Methode
hat den Nachteil, dal3 die Derivatisierung in Gegenwart von konz. Schwefel séure durchgefihrt
werden mul3. Es wurde gezeigt, dal3 diese Methode zur Nitrat-Bestimmung in Plasma unge-
eignet ist, da ein breites Spektrum von Nitroso-Verbindungen zu Interferenzen fuhrt [67]. Ein
weiterer entscheidender Nachteil dieser Methode besteht darin, dal3 Nitrit erst nach Konvertie-
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rung zu Nitrat bestimmt werden kann. Das ist insbesondere bei der Bestimmung der Nitrit-
Konzentrationen im Plasma und Urin von Nachteil, da sowohl im Blut als auch im Urin die
Nitrat-Konzentrationen um 1-2 Grofienordnungen hoher sind als die Nitrit-Konzentrationen

(Beispiel: Nitrat im Plasma: ca. 30 uM, Nitrit im Plasma: ca. 1 pM).

Zur Nitrit-Bestimmung muf3 von den mit dieser Methode erhaltenen Mef3werten die sehr hohe
Nitrat-Konzentration abgezogen werden, was zu einem erheblichen Mef3fehler fuhrt oder gar
eine Quantifizierung unmoglich macht. Die Methode zur Nitrit- und Nitrat-Bestimmung als
PFB-Derivate mittels GC-MS ist dagegen weniger anfalig auf Interferenzen [43,65], und Nitrit
kann direkt bestimmt werden. Bel der Bestimmung von Nitrat macht sich das gleichzeitig
mitbestimmite Nitrit deutlich weniger bemerkbar und kann bel der Bestimmung von endogenem

Nitrat sogar vernachlassigt werden.

Der gravierendste Nachteil bei der Verwendung von Nitrit als Mef3parameter fir S-Nitroso-
Substanzen ist das ubiquitér vorhandene Nitrit. Esist unbedingt erforderlich, alle verwendeten
Losungen und Reaktionsgefélde auf ihren Nitrit-Gehalt hin zu untersuchen. Der Beitrag von
Nitrit aus Reagenzien und Wasser zum GC-MS-Meldsignal bei der Bestimmung von SNALB

im Human-Plasma kann erheblich sein [59].

Neuschwander-Tetri und Roll [68] haben gezeigt, dal reduziertes Glutathion (GSH) spezi-
fisch und empfindlich mittels HPL C und fluorometrischer Detektion nach Derivatisierung mit
orto-Phthaldialdehyd (OPA) gemessen werden kann. Da GSH mittels N-Ethylmaleimid elimi-
niert und anschliefend GSNO durch Reaktion mit einem UberschuR eines Thiols quantitativ
in GSH umgewandelt werden kann, ist es moglich, GSNO mit Hilfe dieser Methode in niedri-

gen Konzentrationen zu bestimmen (s. Methodenteil).

14 Biologische Aktivitat und klinische Bedeutung von S-Nitroso-Substanzen

In Abb. 2 sind die wichtigsten biologischen Aktivitéten von S-Nitroso-Substanzen dargestellt.
Die biologischen Aktivitdten von S-Nitroso-Substanzen kdnnen zum einen tber ihre Wirkung
als NO-Donoren entfaltet werden, zum anderen aber auch durch sie selbst, das heildt Gber

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen.



1 EinfUhrung 11

Reversible S-Transnitrosylierung von
niedermolekularen Thiolen,

freien Proteinen,
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Abb. 2. Biologische Aktivitdten von S-Nitroso-Substanzen auf der Basis ihrer Eigenschaft
as NO-Donoren bzw. as S-Transnitrosylierungs-Reaktionen.

Synthetische S-Nitroso-Substanzen sind, wie auch NO selbst, biologisch aktiv as Vasodilata-
toren [69,70]. Dabei gibt es einen Unterschied beziliglich der Effekte auf Venen und Arterien
[71]: S-Nitroso-Substanzen haben einen deutlich stérkeren vasodilatatorischen Effekt auf
Arterien als auf Venen (s.u.) Es ist bekannt, dal’3 keine offensichtliche Korrelation zwischen
der NO-Produktion in vitro und dem vasodilatatorischen Effekt dieser Substanzen existiert
[72,73]. Kowaluk und Fung [15] schlugen vor, dal3 die NO-Produktion in vivo aus RSNO
durch eine externe vaskulare Membran katalysiert wird. Der genaue Mechanismus ist jedoch
nicht bekannt.

Im Gegensatz zu GTN wirken S-Nitroso-Substanzen als VV asodilatatoren, ohne dal3 dabel eine
Toleranzentwicklung auftritt [74,75]. Der Grund der Toleranzentwicklung bei der Therapie
mit organischen Nitraten wie GTN ist noch nicht vollstandig aufgeklart. An dem
Mechanismus der Toleranzentwicklung koénnten Thiole beteiligt sein [76]. Eine Reihe von
NO-Donoren wurde in vivo am Menschen auf ihre relative Potenz und arterioventse
Selektivitat untersucht [71]. GSNO wurde als dquipotent im Vergleich zu GTN an Arteriolen,
aber 10-fach weniger potent an Venen befunden. Auch besitzt GSNO eine geringere Veno-
selektivitat als SNP oder SIN-1 (3-(4-Morpholinyl)-sydnonimin), was mit Vergleichen von
SNAP mit diesen NO-Donoren Ubereinstimmt. Verschiedene arterioventse Profile unter NO-
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Donoren sind von grof3em klinischem Interesse. Vor alem die gewebespezifischen regionalen
Unterschiede in der NO-Freisetzung aus verschiedenen S-Nitroso-Substanzen sind vielver-

sprechende Eigenschaften dieser Substanzen fir ihre Fortentwicklung zu Medikamenten.

Die zwelte entscheidende Eigenschaft von S-Nitroso-Substanzen ist ihre Wirkung auf Blut-

Plattchen: Sie wirken der Plattchenaggregation und -Adhé&sion entgegen [8,9,10].

Ein wesentlicher Vorteil von S-Nitroso-Substanzen bei der antiaggregatorischen Therapie ge-
genuber der Gabe von organischen Nitraten wére, dal3 S-Nitroso-Substanzen weniger starke
Vasodilatatoren, dafir aber wesentlich potentere Antiaggregatoren sind [64]. Eine Reihe von
hoch- und niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen wurde auf ihre antiaggregatorische
Wirkung hin untersucht. Sie haben einen potenten, z.T. cGMP-abhangigen Effekt [64]. Fir
GSNO wurde gezeigt, dal3 es die Adhdsion von Pléttchen an fibrill&rem Collagen und an
menschlichen Endothelzellen in vitro inhibiert, ebenso wie die ADP-induzierte Pléattchenaggre-
gation in vivo bei Ratten [77]. Diese Effekte von GSNO scheinen die Anwesenheit der
g-Glutamyltranspeptidase [78] vorauszusetzen. Auch andere Substanzen wie S-Nitrosocystein
(SNC) [79], SNitroso-N-acetylcystein (SNAC) [80], SNAP [78] oder das hochmolekulare
SNALB [81] besitzen antiaggregatorische Eigenschaften. Untersuchungen mit dem selektiven
Inhibitor der 16dlichen sGC ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3]quinoxalin-1-on) [82] fuhrten zu
dem Ergebnis, dal’ auch cGMP-unabhangige Mechanismen bel der Hemmung der Plétchen-
aggregation durch S-Nitroso-Substanzen involviert sind [47]. GSNO ist ein sehr potenter Hemmer
der Plétchenaggregation. Fir die Aktivitét von S-Nitroso-Substanzen beziiglich der antiaggre-
gatorischen Eigenschaften wurde folgende Reihenfolge ermittelt: GSNO > NO > SNAP[77].

Gabe von NO-Gas in die Atemluft fihrte neben der Wirkung auf die glatte Gefal3muskulatur
auch zu einer Muskel-Relaxation in der Lunge [83]. Letztere Eigenschaft ist fir die Behand-

lung von Asthma aulRerst interessant. Da NO aber mit L uftsauerstoff zum hoch-toxischen NO,

reagiert, wére die Gabe von geeigneten S-Nitroso-Substanzen, die erst am Wirkort NO freiset-
zen oder direkt wirken, ein interessanter alternativer Therapieansatz. S-Nitroso-Substanzen
haben unabhangig von ihrer NO-Freisetzung bronchiodil atatorische Eigenschaften, die offen-
bar stéarker sind als die von NO selbst. So haben Patienten mit schwerem Asthma eine deutlich
verringerte GSNO-K onzentration in der BronchialflUssigkeit (s.u.) und hohe ausgeatmete NO-

Konzentrationen [84].
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Eine weitere biologische Aktivitdt von S-Nitroso-Substanzen beruht auf ihrer Fahigkeit zur
reversiblen Modifizierung von Proteinen durch S-Transnitrosylierungs-Reaktionen an redu-
zierten Cysteinyl-Thiol-Gruppen und damit moglicherweise zur Signal-Transduktion. In der
Tat ist heute bekannt, daf?3 durch S-Nitrosylierung von Proteinen diese aktiviert oder auch des-
aktiviert werden konnen, dhnlich wie bel der Protein-Phosphorylierung. Durch diese Reak-
tionen wird z.B. die Inhibition von post-translationalem Protein-Transport vermittelt wie im
Falle der Translokation der p47PhoX-Untereinheit der NADPH-Oxidase zur Zell-Membran von
Neutrophilen [85] zur transcribtionalen Regulation durch IkB-Nitrosylierung [86]. Ferner
werden wahrscheinlich metabolische Prozesse durch S-Nitrosylierung reguliert, wie z.B. die
Aktivierung des Hexose-Monophosphat-Wegs [87]. Von Interesse ist auch, dal3 GSNO und
andere S-Nitroso-Substanzen Enzyme zu inhibieren vermogen, die mit der Antwort auf oxi-
dativen Stref3 in eukariotischen Zellen assoziiert werden wie z.B. die Glutathion-Peroxidase
[88,89], Glutathion-Reduktase [90], Glutathion-S-Transferasen [91] und die g-Glutamyl-
cystein-Synthase [92].

S-Transnitrosylierungen finden auch zwischen hochmolekularen (z.B. SNALB) und nieder-
molekularen Thiolen statt. Man geht davon aus, dal3 hochmolekulare S-Nitroso-Substanzen
wie SNALB im Plasma as NO- bzw. S-Nitroso-Reservoirs dienen [7]. Fir niedermolekulare
S-Nitroso-Substanzen wie das reaktive und biologisch ausgesprochen aktive SNC wird
hingegen angenommen, dal3 sie as Mediatoren zur Vermittlung der biologischen Aktivitéten
dienen. NO hat in vivo eine Halbwertzeit von 0,1 s [93], wdhrend SNALB wesentlich
langlebiger ist. Es konnte von Stamlers Arbeitsgruppe gezeigt werden, dal3 Co-Injektion von
SNALB und Cystein in Kaninchen zu einer Verstéarkung und Verkirzung der vasodilatato-
rischen Wirkung von SNALB fuhrte [7]. Dieser Effekt wurde der intermedidren Bildung von
SNC durch die S-Transnitrosylierungs-Reaktion von SNALB mit Cystein zugeschrieben, das
SNC aber nicht explizit nachgewiesen. Auch fur den Wirkmechanismus des NO-Donoren
NOC7 wurde die Beteiligung von SNALB und dessen S-Transnitrosylierungs-Reaktion mit
Cystein gezeigt [94]. SNC und SNALB wurden in dieser Arbeit nicht einzeln quantifiziert,
sondern hamodynamische Effekte gemessen. Bei Ratten mit verminderter Albumin-Konzen-
tration im Plasma dauerte die blutdrucksenkende Wirkung von NOC7 deutlich kirzer an als
bei gesunden Ratten. Die Co-Injektion von Cystein flhrte zu einer verstérkten und verkirzten
Blutdrucksenkung durch NOC?7.



1 EinfUhrung 14

Albumin hat eine einzige Sulfhydryl-Gruppe, lokalisiert an Cys-34 [95], und ist im Plasma
das Thiol mit der héchsten endogenen Konzentration von ca. 300 uM [95]. Die haufigsten
niedermolekularen Thiole im Plasma sind Cystein (ca. 10 uM) und GSH (ca. 5 uM) [ 96]. Es
ist daher denkbar, dal3 die Umwandlung von SNALB durch seine Reaktion mit Cystein zu
SNC bzw. durch Reaktion mit GSH zu GSNO auch endogen abl auft.

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen sind nach Untersuchungen mittels Spektrophotometrie
relativ schnelle und reversible Reaktionen [30,31,32]. Aufgrund der geringen Empfindlichkeit
der verwendeten Analytik (s.0.), mufdten diese Untersuchungen bel unphysiologisch hohen
Konzentrationen der S-Nitroso-Substanzen durchgefiihrt werden. Bel einigen Experimenten
mufte zusitzlich SNC mit Cu?* entfernt werden, um die Konzentration der anderen S-Nitro-
so-Substanz bestimmen zu koénnen. Die zu bestimmende S-Nitroso-Substanz kann bel der
Entfernung von SNC alerdings selbst z.T. mit Cu2* reagieren. Ferner konnten nur S-Transni-
trosylierungs-Reaktionen erforscht werden, an denen lediglich zwei S-Nitroso-Substanzen
beteiligt waren. Die Spektrophotometrie ist auch nicht dazu geeignet, S-Transnitrosylierungs-

Reaktionen in Zellsystemen zu untersuchen.

Als letztes sei die antimikrobielle Cytotoxizitdt von S-Nitroso-Substanzen genannt. Diese
Eigenschaft ist schon seit mehr as 10 Jahren bekannt [97]. Zum Beispiel konnte gezeigt
werden, dal3 die Salmonellen-Art Salmonella typhimurium einen spezifischen Metabolismus-
Weg entwickelt hat, um durch die Hochregulation der Homocystein-Produktion eine Protek-
tion gegen S-Nitroso-Substanzen zu erreichen [98]. Es ist ebenfalls bekannt, dal3 S-Nitroso-

Substanzen wie GSNO eine Apoptose hervorrufen kénnen [99].

1.5 Endogenes Vorkommen und M etabolismus von S-Nitroso-Substanzen

Grof3es Interesse an S-Nitroso-Substanzen entstand durch die Entdeckung, dal3 sie natirlich
im Plasma und anderen Korperfllssigkeiten vorkommen. So wurde endogenes GSNO zuerst
in Atemwegen von gesunden Menschen in einer Konzentration von 250 nM entdeckt [100].
Die GSNO-Konzentrationen waren bel Patienten mit Lungenentziindung deutlich hoher
(4 M) und bel Patienten mit Asthma sehr niedrig (65 nM) [84]. Im Gehirn-Gewebe von
Ratten konnte GSNO ebenfalls gemessen werden [49,101].
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Die Arbeitsgruppe von Stamler publizierte zunéchst Plasma-SNALB-Konzentrationen von
7+5 UM [6]. Nach neueren Angaben von Stamler (1997) betrégt die Konzentration von
SNALB in Plasma, das 2-3 Wochen gelagert wurde, nur 0,25-1 pM. Die SNALB-Konzentra-
tion in frischem Plasma soll jedoch hoher sein (personliche Mitteilung an Butler und Rhodes
in [64]). Untersuchungen im Rahmen der dieser Arbeit zugrundeliegenden Diplomarbeit [59]
an gesunden Probanden zeigten, dal3 SNALB in frischem Plasma hochstens in Konzentra-
tionen um 200 nM vorliegt. Seit der Entdeckung von SNALB in Plasma im Jahre 1992
erschienen keine weiteren Publikationen Uber die Existenz von endogenem SNALB oder
seine Bildung in vivo mit Ausnahme von denen, die auf eigene Arbeiten zurtickgehen [61].

SNC wurde im Plasma von Gesunden in der Gréf3enordnung von 300 nM [64] gemessen,
wobel einige Plasma-Proben tberhaupt keine S-Nitroso-Substanzen enthielten. GSNO wurde
von Leone [64] im Human-Plasma in Konzentrationen von 120-180 nM mit Hilfe einer auf
der HPLC basierenden Methode gemessen. In Erythrozyten wurde S-Nitroso-Hamoglobin
(SNHb) von Stamlers Arbeitsgruppe gemessen [102]. Die SNHb-Konzentrationen betrugen
300 nM in Erythrozyten aus arteriellem Blut und nur 30 nM in Erythrozyten aus ventsem
Blut. Es wurde die Annahme formuliert, dal3 Hamoglobin in der Lunge S-nitrosyliert wird,
und zwar entweder durch Reaktion mit NO, das aus S-Nitroso-Substanzen wie GSNO gebil-

det wurde, oder durch S-Transnitrosylierung mit S-Nitroso-Substanzen.

Die Reaktion von NO mit Hamoglobin zu SNHb findet nach dieser Annahme zunéchst unter
Bildung von Eisen-Nitrosylhdmoglobin statt, das durch seine Oxygenierung eine allosterische
Anderung erfahrt. Diese fuhrt schliefflich zur Umwandlung zu SNHb [103]. Wahrend des
Durchgangs der Erythrozyten von den arteriellen in die vendsen Blutgefal3e fuhrt die erneute
Konformations-Anderung am SNHb durch Ubergang in die deoxygenierte Form zur
S-Transnitrosylierungs-Reaktion von SNHb mit GSH. Der Zerfall des bel dieser Reaktion
gebildeten GSNO fihrt dann seinerseits zur Freisetzung von NO (Abb. 3).

SNHb konnte aus dem folgenden Grunde eine besonders wichtige Rolle als physiologisch
vorkommender Vasodilatator zukommen: Mit Hilfe eines Computer-Programms wurde von
Lancaster die Diffusion von NO vom Entstehungsort der endothelialen NO-Synthase zum
Zielort der glatten Gefarmuskel zelle mit der Grundlage des zweiten Fick”schen Diffusionsge-
setzes simuliert. Es stellte sich dabel heraus, dal3 das meiste NO durch Reaktion mit H&mo-
globin (zu Methamoglobin) abgefangen wirde [104]. Wenn lokal in den Gefél3en gebildetes



1 EinfUhrung 16

NO nicht alein verantwortlich fur die Vasodilatation sein kann, so wirde dem SNHb als zu-
sétzliche NO-Quelle eine entscheidende Bedeutung zukommen. Als eine mogliche Lésung
des Problems des NO-Abfangs durch Hamoglobin wird diskutiert, daf3 nicht freies NO, son-
dern NO in gebundener Form (z.B. als S-Nitroso-Substanz oder Eisen-Nitrosyl) das Produkt
der NO-Synthase ist. So wurde der Abfang von EDRF durch Hamoglobin nur eingeschrankt
stattfinden.
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Abb. 3. Allosterische Funktion von O, in der Regulation der S-Nitrosylierung von

Hamoglobin nach Stamler et al. [102] (a) Oxygenierung verstérkt die S-Nitrosylierung von
Hb. Die Raten der S-Nitrosylierung durch SNC sind in der oxy-Konformation des Hb
(Hb[F€'']O,) schneller als in der deoxy-Konformation (Hb[F€/']). (b) Deoxygenierung

verstérkt die Denitrosylierung von SNHb. Die Raten des RSNO-Zerfalls (und des Transfers)
sind in der deoxy-Konformation (SNHb[F€']) schneller as in der oxy-Konformation
(SNHb[FE']O,). Der Zerfall von SNHb[Fe] wird in der Gegenwart von GSH weiter

verstarkt. Wahrend der Tot-Zeit des Experimentes (ca. 15 s) wurde bereits die Hauptmenge an
SNHb[F€''] in GSNO umgewandelt (gestrichelte Linie).

In der Tat wurde berichtet, dal3 EDRF nicht NO, sondern SNC sein konnte [105]. Diese
Vermutung beruht auf der Beobachtung, dal3 die vasodilatatorischen Eigenschaften von EDRF
eher denen von SNC als von NO entsprechen. Ein Beweis fir die Identitdt von SNC und
EDREF ist alerdings sehr schwierig, da SNC ausgesprochen instabil ist und schnell unter NO-
Freisetzung zerfalt. Auch von GSNO wurde kirzlich berichtet, dal3 es ein Produkt der NO-
Synthase ist [14]. Es wird in dieser Publikation davon ausgegangen, dal3d GSNO als
sekundéres Reaktionsprodukt der NO-Synthase gebildet wird, und zwar aus GSH und
Peroxynitrit. Dal3 aus Peroxynitrit, das aus den NO-Synthase-Produkten NO und O, entsteht,
in Gegenwart von Thiolen S-Nitroso-Substanzen gebildet werden kdnnen, wurde auch von

Schmidt et al. gezeigt [13]. In dieser Arbeit wurde GSNO alerdings nur als ein Nebenprodukt
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der NOS beschrieben. Seine Bildung betrug nur 5 % des gleichzeitig aus Arginin gebildeten
Citrullins. In der Arbeit von Mayer et al. waren es hingegen etwa 30 % [14].

Heute gilt als weitgehend akzeptiert, dal? freies NO die Speziesist, die die sGC aktiviert [64].
Dennoch ist die Mdglichkeit nicht auszuschlief3en, dal3 die NOS eine S-Nitroso-Substanz
produziert, die erst am Wirkort NO freisetzt und die sGC aktiviert. Ferner konnte NO* von
einem zelluldren Thiol zum néchsten , weitergereicht” werden, bis aus der letzten auf diese
Weise gebildeten S-Nitroso-Substanz durch Homolyse der S-NO-Bindung NO freigesetzt
wird [106]. Das ambivalente Verhalten von S-Nitroso-Substanzen, namlich die Neigung zur
Homolyse und Heterolyse, ist moglicherweise ein Grund fur ihre mannigfaltigen biologischen

Wirkungen.

Erythrozyten sind verantwortlich fur die Inaktivierung von NO Uber seine Oxidation zu Nitrat
[107]. Nitrat wird Uber die Niere ausgeschieden. Die Bedeutung von Erythrozyten fir die
Metabolisierung von S-Nitroso-Substanzen ist noch nicht eingehend untersucht. Es ist be-
kannt, dal3 SNC zur S-Nitrosylierung von Hamoglobin und Bildung von SNHb fihren kann
[102]. In menschlichen Zellen existieren hohe intrazellulére Konzentrationen von GSH [108].
Es stellt sich die Frage, ob extrazelluldres SNC und andere S-Nitroso-Substanzen in das Cyto-
sol von Erythrozyten transportiert werden konnen. Wére das der Fall, so mifte durch
S-Transnitrosylierungs-Reaktion von intrazelluldrem GSH mit SNC GSNO gebildet werden.
V orangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dal3 SNC und GSNO in Plasma vorwiegend
zu Nitrit, in vollem Blut hingegen hauptséchlich (SNC) bzw. ausschliefdlich (GSNO) zu Nitrat
metabolisiert werden [48].

1.6 Biochemieder NO-Synthase

Die NOS ist ein Enzym, das aus einer Ham-Domane besteht, die Uber ein Calmodulin binden-
des Verbindungs-Peptid mit einer NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-&hnlichen Diflavin-Do-
mane verbunden ist. Die NOS ist ein grof3es Polypeptid (130-160 kDa). Nur NOS-Dimere sind
katalytisch aktiv [109]. Wenn Ca2*/Calmodulin gebunden sind, transferiert das FAD der Flavo-
protein-Domane reduzierende Aquivalente von NADPH auf FMN, das dann das Ham-Eisen
reduziert. Die Reduktion des Ham-Eisens fuhrt zur Aktivierung von O,, das wiederum zur
Oxidation des Guanidino-N-Atoms von L-Arginin zu NO und Citrullin fuhrt [110]. Diese Reak-
tion findet Uber die intermedi&re Zwischenstufe NC-Hydroxyarginin statt [111,112] (Abb. 4).
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Die NOS bildet eine Familie von Enzymen, von denen drei genetisch verschllisselte Isoformen
bei Tieren identifiziert wurden [11,113,114]. Die neuronale (nNOS) und die endothelide
(eNOS) sind kongtitutive NO-Synthasen mit posttrandationaler Regulation der Enzym-Aktivi-
tét. Die INOS ist eine induzierbare Isoform, die durch bestimmte Stimuli (z.B. Cytokine) expri-
miert wird. lhre Aktivitat wird hauptsachlich durch den Transcriptions-Level reguliert [115].
Unter Normalbedingungen (bei Gesunden) reguliert eNOS- und nNOS-produziertes NO den

Blutdruck und den Blutflufd im Gehirn, der mit neuronaler Aktivierung assoziiert wird.
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Abb. 4.  NOS-kataysierte Bildung von NO aus L-Arginin. Nach [116].

Vermehrte Bildung von NO kann zu pathologischen Erscheinungen fulhren. NO-Uberproduk-
tion durch nNOS bzw. iNOS steht in direktem Zusammenhang mit Schlaganfalen [117] bzw.
Schock und rheumatoider Arthritis [115,118].

In Studien am Cholesterin-gefitterten Kaninchen wurde gezeigt, dal3 Arginin-Gabe in die Nah-
rung zu einem Ruckgang von Arteriosklerose-Symptomen, wie die Progression arterioskleroti-
scher Plagues oder die Akkumulation von Makrophagen in arteriosklerotische Gefédwande,
fuhrte [119]. Die Autoren der entsprechenden Publikation haben die Arbeitshypothese, dal3 die
positive Wirkung der oralen Gabe von L-Arginin vor allem auf die Verschiebung des Verhalt-
nisses des Substrates L-Arginin zu asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA), einem endoge-
nen Inhibitor der NOS [120], zurlickzufUhren ist. Allein durch das gesteigerte Angebot des Sub-
strates L-Arginin an die NOS kdnnen die gemachten Beobachtungen jedoch nicht erklart wer-

den: Die NOS sollte bei physiologisch im Plasma vorkommenden Konzentrationen von
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L-Arginin bereits mit dem Substrat L-Arginin geséttigt sein, so dal3 eine Steigerung der NO-Bil-
dungsgeschwindigkeit durch Erhéhung der L-Arginin-Konzentration nicht erreicht werden
kann. Durch eine Studie an hypertensiven Patienten konnte gezeigt werden, dal3 diese Personen
gegentiber Gesunden eine verminderte Nitrat-Ausscheidung im Urin und eine gesteigerte
ADMA-Plasma-Konzentration haben [121]. Auch bel Patienten mit Arteriosklerose wurde eine
Abnahme der NO-Produktion und eine Zunahme der Plasmakonzentration von ADMA in Paral-
lelitét zur Schwere der Erkrankung gefunden [122]. Die Hochregulation der eNOS kdnnte somit
ein signifikantes Potential fir die Kontrolle cardiovaskul&rer Erkrankungen darstellen.

Sowohl die iINOS as auch die nNOS sind cytosolische Enzyme, wahrend die eNOS mem-
brangebunden ist [123]. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten in vitro-Untersuchun-
gen wurden an isolierter NNOS durchgefihrt. Alle drel 1soenzyme sind von Tetrahydro-
biopterin (H,Bip) als Cofaktor abhangig [124,125,126]. Trotz zahlreicher Untersuchungen ist

die Rolle von H,Bip in der NOS noch unklar [127]. Es ist heute bekannt, dal3 die zwei NOS-
Untereinheiten unabhangig voneinander funktionieren [128] und eine Untereinheit H,Bip
stark und die andere H,Bip schwach bindet. Aufgereinigte nNOS, wie sie auch in der vorlie-
genden Arbeit verwendet wurde, enthalt immer £ 1 Molekdl H,Bip pro Dimer, das bedeutet,
dai3 je eine Untereinheit mit bzw. ohne gebundenes H,Bip vorliegt [14]. In diesem Zustand
ist das Enzym in der Lage, L-Citrullin zu produzieren. Durch Bindung von H,Bip an die
zweite Untereinheit kann die Aktivitét auf das Zweifache gesteigert werden [14]. Es wurde
der Schlu® gezogen, dal3 die Untereinheit, die immer H,Bip gebunden hat, NO produziert,
wahrend die, die kein H,Bip tragt, Superoxid (O,") produziert [14]. Die simultane Produktion
von NO und Superoxid durch die NOS fuhrt wiederum zur Bildung von Peroxynitrit.

Es konnte gezeigt werden, dal3 sowohl Peroxynitrit als auch der NO/O," -Donor SIN-1 sGC

aktivieren koénnen, und zwar nur bzw. in erheblich héherem Mal3e in Gegenwart von GSH
[14]. Inkubations-Ansdtze von nNOS und L-Arginin verhielten sich genauso GSH-abhangig
beziiglich der sGC-Aktivierung wie Ansdtze mit SIN-1. Das lief3 den Schlul3 zu, dal3 in den
NOS-Ansatzen von der NOS sowohl NO als auch O, produziert wurde, die mit GSH zu einer
Cul*-abhiangigen sGC-aktivierenden Substanz reagiert haben muften. Analyse mittels HPLC

bzw. Clark-NO-Elektrode (nach Cul*-katalysierter NO-Freisetzung) fulhrte zum Ergebnis, da
es sich bei dieser Substanz um GSNO handelte. Dies steht allerdings im Widerspruch zu Be-
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obachtungen in vitro, nach denen die Reaktion von GSH mit Peroxynitrit zu GSNO-Ausbeu-
ten von maximal 1% fuhrt [129,130]. Balazy et al. zeigten allerdings, dal3 nicht GSNO, son-
dern das Thionitrat S-Nitroglutathion (GSNO,) das Produkt der Reaktion von GSH mit Per-

oxynitrit ist [50]. GSNO und GSNO, sind nur durch Massenspektrometrie unterscheidbar.

Beide Substanzen sind NO-Donoren und ihre UV-Vis-Spektren sind praktisch identisch.
Ferner sind sowohl GSNO als auch GSNO, Vasodilatatoren [50].

1.7 Methoden zur Analyse der Produkte von NO-Synthase und ihrer
Aktivitat

Die Bestimmung der NOS-Aktivitdt kann tber die Bildung von Citrullin aus radioaktiv
markiertem L-Arginin [131,132] oder nach Konvertierung von Citrullin zum fluoreszierenden
OPA-Derivat und anschlief3ender HPLC-Analyse [133] erfolgen. Die NOS-katalysierte Bil-
dung von NO aus L-Arginin kann tber die Nitrit-Bildung nach seiner Reaktion mit GSH im
Sauren zu GSNO [134], tber die Bildung von NO nach Reaktion mit Vanadiumchlorid [134]
oder durch Reaktion von NO mit Oxyhamoglobin zu Methdmoglobin spektrophotometrisch
bestimmt werden [54]. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, die Aktivierung der sGC durch
NO Uber die Bildung von cGMP zu messen [135]. Ferner kann die NOS-Aktivitédt Uber den
NADPH-Verbrauch der NOS fluorometrisch bestimmt werden [136]. Auch kann der
Verbrauch von Arginin und die Bildung von Citrullin mittels HPL C verfolgt werden [137].

Es existiert noch keine verdffentlichte Methode zur Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen
als direkte oder indirekte Produkte der NOS bei gleichzeitiger Mdglichkeit zur Messung der
NOS-Aktivitét durch die Nitrit- und/oder Nitrat-Bildung. Die bereits angesprochene GC-M S
Methode [58] bietet die Moglichkeit, eine solche Methode zu entwickeln. Sie hétte den ent-
scheidenden Vortell der Verwendung eines internen Standards und der Interferenz-Freiheit
auch in Gegenwart von NOS-Inhibitoren wie NG-Nitro-L-Arginin (L-NNA) [43]. Unter ande-
rem zur Uberpriifung der von Schmidt et al. [13] bzw. Mayer et al. [14] publizierten Daten
Uber die Bildung von GSNO als Produkt der NOS wurde eine solche Methode in der vorlie-
genden Arbeit entwickelt und angewendet. Die in den Arbeiten von Schmidt et al. und Mayer
et al. verwendeten Methoden zur GSNO-Bestimmung in NOS-Ansétzen basieren auf der
HPLC-Analyse solcher Ansétze. Die hierbei verwendeten Eluenten hatten einen niedrigen
pH-Wert, der zu einer artifiziellen GSNO-Bildung aus GSH und Nitrit fuhren kann.
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2 Zielsetzung

Zentrale Anliegen der vorliegenden Dissertation waren, die NOS-katalysierte Bildung von
S-Nitroso-Substanzen in vitro und insbesondere die Bedeutung der S-Transnitrosylierungs-
Reaktion fur den Transport, Metabolismus und die Entfaltung der biologischen Aktivitéten

von S-Nitroso-Substanzen und NO zu untersuchen.

Die Realisierung dieser Ziele erforderte den Einsatz zuverlassiger, hochspezifischer, Interfe-
renz-freier und sensitiver analytischer Methoden. Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit
war daher, quantitative analytische Methoden zu entwickeln, zu validieren und ihre Anwend-
barkeit nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zu testen. Da die GC-MS-Technologie die
oben genannten Voraussetzungen in hohem Mal3e erfiillt, sollte diese Technologie die Basis
fur die zu entwickelnden analytischen Verfahren sein. Als erganzende bzw. alternative Tech-

nologie sollte die HPLC dienen.



3 Materia

22

3 Material

3.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von gréf3tmaoglicher Reinheit.

Adenosindiphosphat (ADP)

Aceton

Acetonitril

N-Acetyl-L-cystein  (NAC)
N-Acetyl-DL-penicillamin (NAP)
Ammoniumsulfamat

L-Arginin

L-[*5N,]Arginin (98 Atom % fur beide

15N-Guanidino-Atome)
Ascorbinsaure
Bathocuproinsulfonat
Butylnitrit, 95%

Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3-dicarbonséure (DTNB)

Cadmiumpulver, 100 mesh, 99,5%
Calciumchlorid

Calmodulin (CaM)

L-Cystein

Cystin

[14C]Cystin (10,8 GBg/mmol)

DETA NONOat

NC,NC -Dimethylarginin

(Symmetrisches Dimethylarginin, SDMA)
NG ,NC —Dimethylarginin
(Asymmetrisches Dimethylarginin, ADMA)
Dimethylsulfoxid

1,4-Dithio-DL-threithol
Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Ethanol, absolut

N — Ethyldiisopropylamin

N — Ethylmaleimide
Flavinadenindinucleotid (FAD)
Flavinadeninmononucleotid (FMN)
Glutathion, oxidierte Form (GSSG)
Glutathion, reduzierte Form (GSH)
Glyceroltrinitrat (GTN), 2,2 Gew.% in Glucose

Human-Serumalbumin (HSA)
DL-Homocystein

| sotone Natriumchloridl ésung (0,9%)
Kaliumchlorid
Kaiumhydrogenphosphat

Boehringer, Mannheim, Deutschland
Baker, Holland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fresenius

Cambridge Isotope Laboratories

Andover, MA, USA

Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
NEN, Koéln, Deutschland

Alexis, Grinberg, Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland

Boehringer, Mannheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fluka, Deutschland

Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Baker, Holland

Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Pohl-Boskamp,Hohenl ockstedt,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Braun, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kupfersulfat

M agnesiumchlorid-hexahydrat
2-Mercaptoethanol
N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid
Natriumborhydrid
Natriumdihydogenphosphat-monohydrat
Natriumhydroxidpl&tzchen

Natriumnitrat

Natrium[*N]nitrat, (98,5% 15N)
Natrium[**N]nitrit, (98,5% 15N)

Natriumnitrit

Natriumnitroprussid (SNP)
Natriumsulfat, wasserfrei
Natrium-Tetraborat

N-Ethylmaleimid
Nicotinamidadenindinucl eotidphosphat (NADPH)
NC-Nitro-L-Arginin (L-NNA)
NC-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME)
Nitronium-Tetrafluoroborat

NO-Gas

NC- Methyl-L-Arginin (L-NMA)
Octan-1-sulfonséure Natriumsalz

oDQ

2,3,4,5,6-Pentafluorbenzylbromid
Pentaf| uoropropionsaureanhydrid
0-Phosphorsaure 85%
o-Phthaldialdehyd
Quecksilber(I1)-chlorid

Rotiszint ecoplus

Schwefelsaure, konz.
S-Nitroso-N-acetyl-penicillamin (SNAP)
Stickstoffmonoxid (NO)

Sulfanilséure

Tetrahydrobiopterin (H,Bip)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Dest. Wasser (Ampuva fir Spulzwecke)
Zink

Fur die GC-M S verwendete Gase:
Helium (5,0), Methan (5,5) und Argon (5,0)

3.2 Reagenz-L Gsungen
OPA-Reagenz A

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedd de Haén, Sedlze, Deutschland
MSD IsotopesMFC, Montred, Caneda
Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, MA, USA

Riedd de Haén, Sedlze, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Linde, Hannover, Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
Aldrich, Steinheim, Deutschland
Alexis, San Diego, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Pierce, Rockford, lllinois, USA
Aldrich Chemie, Deutschland

Fluka, Neu-Ulm, Deutschland
Aldrich Chemie, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Dr. B. Schricks Lab., Jona, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland
Fresenius
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Linde, Hannover, Deutschland

36,4 mM OPA, 90 Vol% 75 mM Borat-Puffer (pH 8,0), 10 Vol% Ethanoal.

OPA-Reagenz B

36,4 mM OPA, 90 Vol% 75 mM Borat-Puffer (pH 8,0), 10 Vol% Ethanol, 12,2 mM 2-Mer-

captoethanol.
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OPA-Reagenz C
36,4 mM OPA, 90 Vol% 75 mM Borat-Puffer (pH 8,0), 10 Vol% Ethanol, 12,2 mM NAC.

Griess-Reagenz A
37,5 mM Sulfanilsdure in dest. Wasser.

Griess-Reagenz B
12,5 mM N-(1-Naphthyl)ethylendiamin-dihydrochlorid in dest. Wasser.

Saville-Reagenz A
100 mg HgCl, + 1,36 g Sulfanilsaurein 50 ml 0,5 N HCI.

Saville-Reagenz B
50 mg N-(1-Naphthyl)ethylendiamin-dihydrochlorid in 50 ml 0,5 N HCI.

Bradford-Reagenz

10 mg Coomasie Brilliant Blue wurden in 4,7 Ethanol gel6st, 10 konz. H3PO, zugegeben und
gemischt. Unter Rihren wurden 100 ml dest. Wasser zugegeben und nach 10 min filtriert. Das
Reagenz wurde vor Licht geschiitzt und fur maximal 4 Wochen benutzt.

Ellman-Reagenz
5 mM Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3-dicarbonsdure in dest. Wasser.

3.3 Pufferlosungen

Die pH-Wert-Einstellung erfolgte wahlweise mit o-Phosphorsdure oder NaOH. Zur Herstel-
lung wurde destilliertes Wasser verwendet.

Puffer A (Startpuffer zur Aquilibrierung und zum Spiilen von HiTrapBlue Sepharose-
Kartuschen fur die Extraktion von Albumin)
50 mM NaH2POy4, pH 7,0

Puffer B (Elutionspuffer zur Extraktion von Albumin und SNALB)
50 mM NaH2PO4, pH 7,0,1,5M KClI

Puffer C (FUr Thiolbestimmung nach Ellman)
100 mM NaH,PO,4 pH 8,0

Puffer D (Boratpuffer, pH 8)
75 mM Natriumborat, pH 8,0

Puffer F (0,2 M Tris-Puffer, pH 7,4)
200 mM Tris—HCl, pH 7,4

3.4 HPLC-Eluenten
Vor Benutzung wurden die Eluenten mit Stickstoff 10 min begast.

Eluent A (fir S-Nitroso-Substanzen)
15 Vol% Acetonitril, 85 Vol% Wasser, 10 mM NaH,PO,4, 10 mM Octan-1-sulfonsidure Natrium-
saz, pH 2,0.



3 Materia 25

Eluent B (fir Arginin)
25 V0l.% Acetonitril, 75 Vol% Wasser, 10 mM
Natriumsalz, pH 2,0.

NaH-,PO,, 10 mM Octan-1-sulfonsiure

Eluent C (fir GSNO nach Derivatiserung mit OPA, Untersuchung des Reaktions-
mechanismus der Derivatisierung)

20 Vol.% Acetonitril, 80 Vol% Wasser, 10 mM NaH,PO,, 10 mM Octan-1-sulfonséure
Natriumsalz, pH 2,0.

Eluent D (fuir GSNO nach Derivatiserung mit OPA zur Isolierung von underi-
vatisiertem GSNO (auch aus NO-Synthase-Inkubations-Ansatzen) und zur Analyse der
GSH-OPA-Derivate)

7,5V 0l% Methanol, 92,5 Vol% 150 mM Natrium-Acetat, pH 7.

Eluent E (fir GSNO nach Derivatisierung mit OPA, zur Trennung von OPA-Derivaten
fur massenspektrometrische Analysen und zur Analyse von GSNO (nach Derivati-

sierung mit OPA) in waldrigen L 6sungen)

7,5Vol% Methanal, 92,5 Vol% 150 mM Ammonium-Acetat, pH 7.

3.5 Biologisches Probenmaterial, Versuchstiere

Menschliche Blutproben wurden von freiwilligen Probanden und von Blutspendern der Blut-

bank der MHH erhalten.

Als Versuchstiere wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten aus dem Zentralen Tierlabor der

MHH verwendet.

3.6 Gerate

Photometer
Ultrospec I UV/Visible Spektrometer

UV-VIS-Spektrometer
U-2000-Spectrophotometer

Liquid Scintillation Counter
1211 Rackbeta und Counter-Drucker

Aggr egationssystem

Aggregometer LAbor und Printer — Plotter
Dispo — System Micro (Kuvetten mit Mixer)
Hardware

Software: Programm L aboraggregation

Zentrifugen:

Biofuge 15
Kuhlzentrifuge RC5C

Kuhlzentrifuge K2S
Zentrifuge CR 412

LKB Biochrom, Freiburg

Hitachi

LKB Wallac

Apact

Laborgerdte und Anaysensysteme
Atari

Hoechst

Heraeus Sepatech, Deutschland
Sorvall Instruments DuPont,
Bad Homburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Jouan, Deutschland
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3.7 WetereMaterialien

Autosampler, Microeinsétze

Bluecap 50ml

Citrat-Monovetten, S-Monovetten ONC, 5 ml
EDTA-Monovetten, KE, 3 bzw. 9 ml
Cuvetten(10 x 4 x 45 mm)

Evaporator, TurbovapLV

Hi-Trap-Blue affinity columns (1 und 5 ml)
Magnetrthrer, HI 190 M

Multiadapter

Pasteurpipetten

Polypropylenréhrchen, 10 ml, 4 ml
Quarzkuvetten (1 cm Schichtdicke)
Sephadex-PD10-Columns

microcon SCX-Kartuschen

Thermoblock, Bioblock Scientific Code 92675
Thermostat 5320
Ultrafiltrations-Kartuschen, 20.000 Da
Varipetten 10,100,1000

Vortexer, Reax 200

CS-Chromatographie Service GmbH,
Langerwehn, Deutschland

Greiner, Fichtenhausen, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Zymark,USA

Pharmacia-Biotech, Freiburg, Deutschland
Hanna I nstruments, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Greiner, Fichtenhausen, Deutschland
Jurgens, Deutschland

Pharmacia-Biotech, Freiburg, Deutschland
Amicon. Beverly, MA, USA

Thermolyne Corp., USA
Eppendorf,Deutschland

Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Deutschland

Heidolph, Deutschland

Verwendete HPLC- und GC-MS-Gerédte werden zusammen mit den entsprechenden Metho-

den beschrieben.

4 Methoden

4.1 Literatur-Methoden

4.1.1 Bestimmung von Nitrit nach Griess[56]

Zur Bestimmung von Nitrit und Nitrat in Urin, Plasma und anderen biologischen Flissig-
keiten wird héufig die Methode von Griess verwendet [56]. Die Griess-Methode verlauft in
einer biologischen FlUssigkeit nicht Interferenz-frei, da freie reduzierte Thiole, Proteine und
andere Plasmabestandteile die Messung beeinflussen konnen [43]. In dieser Arbeit wurde
diese Methode ausschliefdich fir die Bestimmung von Nitrit in waldrigen, gepufferten Losun-
gen eingesetzt.

Ein 1 ml-Aliquot der Probe wurde mit 100 il Griess-Reagenz A und 100 pl 5N HCI versetzt.
Nach 2 min gibt man 100 pl Griess-Reagenz B hinzu und mif3t nach weiteren 10 min die Ab-
sorption bei 540 nm. Auftragung der Extinktion (y) gegen die zugesetzte Nitrit-Konzentration
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(0-10 pM, in Puffer A) (x) und lineare Regression ergab die folgende Geradengleichung: y =
0,0029 + 0,0163 x, r = 0,995.

4.1.2 Messung von Nitrit und S-Nitroso-Substanzen nach Saville [57]

Ein 1 ml-Aliquot der Probe wurde mit 100 pl Saville-Reagenz A und mit 100 Wl Saville-Rea-
genz B versetzt und nach 10 min die Absorption bei 540 nm gemessen. Auftragung der Ex-
tinktion (y) gegen die zugesetzte SNC-Konzentration (0-10 uM, in Puffer A) (x) und lineare
Regression ergab die folgende Geradengleichung: y = 0,0156 + 0,0137 x, r = 0,990.

4.1.3 Bestimmung des Proteingehaltes nach Bradford [138]

Ein 50 pl-Aliquot der Probe wurde mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und nach 10 min die
Extinktion bei 595 nm gemessen. Es wurde eine Kalibrierkurve im Bereich von 0-1 mg/ml
Human-Serumalbumin (HSA) in Puffer A aufgenommen. Auftragung der Extinktion (y) ge-
gen die zugesetzte HSA-Konzentration (x) und polynomische Regression ergab die folgende
Gleichung: y = -0,995 x2 + 2,151 x + 0,021, r = 0,999.

4.1.4 Bestimmung von Thiolgruppen nach Ellman [139]

Ein 300 yl-Aliquot der Probe wurde mit 500 pl Wasser verdiinnt und anschlief3end mit 200 pl
Puffer E sowie 10 pl Ellman-Reagenz versetzt. Auftragung der Extinktion (y) gegen die zuge-
setzte GSH-Konzentration (0-100 uM in Puffer A) (x) und lineare Regression ergab die fol-
gende Geradengleichung: y = -0,0004 + 0,0042 x; r = 1,000. Diese Methode wurde zur Be-
stimmung der Gesamtheit von Plasma-Thiolen (Albumin + niedermolekulare (low molecular
weight, LMW) Thiole) verwendet.

415 Bestimmungvon Cu?* mittels Bathocuproinsulfonat [140]
Ein 1000 pl-Aliguot einer Probe wurde mit einer kleinen Spatel spitze Ascorbinsdure versetzt.

Nach kurzem V ortex-Mischen wurden 100 pl einer 10 mM Bathocuproinsulfonat-L 6sung zu-
gesetzt und nach 5 min Inkubation die Extinktion bei 485 nm gemessen. Auftragung der
Extinktion (y) gegen die zugesetzte Cu?*-K onzentration (0-10 uM) (x) und lineare Regression
ergab die folgende Geradengleichung: y = -0,0032 + 0,0099 x; r = 0,995.
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4.1.6 Messung von NO in gepufferten waldrigen L 6sungen

NO wurde in gepufferten waldrigen Losungen mit einem | SO-NO-meter, ausgestattet mit einem
200 pm diameter shielded microsonsor 1SO-NOP200 und einem an einen PC angeschl ossenen
Duo-18 data recording system (World Precision Instruments, Sarasota, FL), gemessen. Die NO-
Elektrode wurde in 1 ml-Aliquots der verwendeten Puffer-LOsung eingetaucht, die sich in
1,5 ml-Glas-Gefdlien befanden und mittels Magnetrihrer gerdhrt (300 mint) wurden.

NO und die zu untersuchenden NO-Donatoren wurden mit einer 20 pl-Hamilton-Spritze in
Form wal¥iger Losungen zugesetzt, sobald eine konstante Spannung an der Elektrode anlag.
Die Kalibrierung der NO-Elektrode erfolgte mit einer geséttigten NO-Losung (ca. 2 mM) in
entgastem dest. Wasser. Auftragung des erhaltenen Spannungsanstiegs (in mV) nach NO-Zu-
gabe (y) gegen die zugesetzte NO-K onzentration (0-100 pM) (x) ergab nach linearer Regression
folgende Geradengleichung: y = 42,232 + 94,44 x, r = 0,995.

4.1.7 Reduktion von Nitrat zu Nitrit
Zur Bestimmung von Nitrat als PFB-NO, ist die Reduktion von Nitrat zu Nitrit erforderlich.

Diese Reduktion kann sowohl im sauren als auch im alkalischen Milieu durchgefiihrt werden.
Die im folgenden beschriebenen Prozeduren sind fir die Bestimmung mittels GC-MS vorge-
sehen. Die Reduktion unter alkalischen Bedingungen liefert zuverlassigere Ergebnisse bei der
GC-MS-Analyse. Sie hat jedoch die Nachteile, dal3 S-Nitroso-Substanzen (wie sogar das rela-
tiv stabile GSNO) bei der Reduktion mit Cadmium in alkalischer Ldsung zu Nitrat beitragen

[65] und dal3 die Proben 1:10 verdinnt werden miissen.

Vor kurzem wurde entdeckt, daf3 Nitrat auch ohne vorherige Reduktion zu Nitrit mit PFB-Br
reagiert (unverdffentlichte Ergebnisse). In Analogie zur Reaktion von Nitrit mit PFB-Br zu
PFB-NO, reagiert Nitrat zu PFB-ONO,. Die Ausbeute dieses PFB-Derivates ist erheblich

niedriger als die des PFB-NO,, ist aber ausreichend fir die Quantifizierung von Nitrat in bio-
logischen Flussigkeiten. Nitrit und Nitrat konnen unter Verwendung der entsprechenden
I5N-markierten internen Standards simultan mittels GC-M S bestimmt werden. Diese Methode

kam in enigen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz. Die Derivatisie-

rungs-Bedingungen gleichen denen der Nitrit-Bestimmung mittels GC-MS.
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4.1.7.1 Reduktion in saurer Losung

Ein 100 pl-Aliquot der Probe wurde [*°N]Nitrat als interner Standard zugesetzt, 900 I essig-
saures dest. Wasser, pH 5, und 10 mg Cd-Pulver zugegeben. Unter standigem Schiitteln er-
folgte eine Inkubation fur 90 min bei RT. Anschlief3end wurde bei 1200 g fur 5 min zentrifu-
giert und ein 100 pl-Aliquot des Cd-freien Uberstandes abgenommen. Das entstandene Nitrit
wurde wie unter 4.1.8 beschrieben derivatisiert. Nach der Entfernung des Acetons aus den Re-

aktionsgemischen wurden sie mit 900 pl Toluol (anstatt 300 pl) extrahiert.

4.1.7.2 Reduktion in alkalischer Losung

Ein 100 pl-Aliquot der Probe, versetzt mit [ *°N]Nitrat als interner Standard, wurde mit 900 pl
5%igem Ammoniumchloridpuffer (pH 8,8) aufgenommen, mit 10 mg Cadmium versetzt und
90 min unter standigem Schiitteln inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 1200 g fir 5 min
erfolgte das Abnehmen des Uberstandes und die Weiterbehandlung nach 4.1.8.

4.1.8 GC-MS-Bestimmung von Nitrit und Nitrat

100 Wl-Aliquots der zu untersuchenden Probe wurden mit 400 pl Aceton und 10 pl
PFB-Bromid versetzt und fir 1 h bei 47-50°C inkubiert. Dann wurde die Probe auf ein
Volumen von ca. 100 pl im Stickstoffstrom eingeengt und der wéldrige Rickstand fir 1 min
mit 300 l (far Nitrit) bzw. 600 Wl (fur Nitrat) Toluol extr ahiert. Zur Phasentrennung wurden
die Proben fUr 10 min bei 4°C und 800 g zentrifugiert. 100 pl-Aliquots der Toluol-Phase
wurden in ein sauberes Autosampler-Glas mit Microeinsatz pipettiert.

Fir die GC-M S-Analysen wurde ein Gaschromatograph 5890 series |1 (Waldbronn, Deutsch-
land) eingesetzt. In ihm befand sich eine Kapillarsdule vom Typ DB-5 MS (30 m x
0,25mm1.D., 0,25 pm Filmdicke) von J. & W. Scientific (Rancho Cordova, CA). Helium
(70kPa) diente als Trégergas. Das folgende Ofentemperaturprogramm fir die GC-Saule
wurde verwendet: 2 min bei 70°C, dann Erhdéhung der Temperatur mit einer Rate von
5°C/min auf 100°C, gefolgt von einer Rate von 30°C/min auf 310°C.

Der Gaschromatograph war gekoppelt mit einem Massenspektrometer von Hewlett-Packard
(Waldbronn, Deutschland) (MS Engine 5890A). Als lonisierungsgas diente Methan (200 Pa)
unter NICI (negative ion chemical ionization) -Bedingungen. Konstante Temperaturen von
180, 280 und 200°C wurden an lonenquelle, Interface und Injektor gehalten. Die Elektronen-
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energie und der Elektronenstrom wurden bei 230 €V und 300 pA eingestellt. Das Injektions-

volumen betrug 1 pl im splitless-Modus.

Die Fragmente mit der héchsten Intensitét in den NICI Massenspektren von PFB-NO,, bzw.
PFB-1°NO, waren m/z 46 (Nitrit) bzw. m/z 47 [*°N]Nitrit. Weniger intensive lonen wurden
bei m/z 226 ([PFB-NO,-1]") und m/z 227 ([PFB-1"NO,-1]") gemessen. Das Peakfléchenver-
haltnis von m/z 47 zu m/z 46 im SIM (selected ion monitoring) von 1 nmol PFB-NO, betrug

0,00456 + 0,00013 (Mittelwert £ SD, n = 5) mit einer RSD von 2,9 %. Das Peakflachenver-
héltnis von m/z 46 zu m/z 47 im SIM von 1 nmol PFB-®NO, betrug 0,02868 + 0,00026

(Mittelwert + SD, n = 5) mit einer RSD von 0,9 %. Der hohere Wert des Peakflachenverhélt-

nisses von m/z 46 zu m/z 47 von PFB-1*NO, im Vergleich zu dem von m/z 47 zu m/z 46 von
PFB-NO, kann mit der Prasenz von [14N]Nitrit im internen Standard und in den anderen ver-

wendeten Reagenzien erklért werden. Das Peakflachenverhdltnis von m/z 46 zu m/z 47 im

SIM, gemessen in einer Mischung von je 0,54 nmol PFB-NO, und PFB-1°NO,, wurde zu

1,0310 = 0,0025 (Mittelwert £ SD, n = 5) mit einer RSD von 0,2 % bestimmt.

Die Anfertigung einer Standardkurve in 0,2 M Tris-Puffer, pH 7,4, im Bereich von
0-1000 nM Nitrit und Auftragung der gemessenen (y) gegen die eingesetzten (x) Nitrit-Kon-
zentrationen fuhrte nach linearer Regressions-Analyse zur folgenden Geradengleichung:
y=973+1,009%, r2 = 0,995. Als interner Standard wurde hier 500 nM [1®N]Nitrit
verwendet. Weitere analytische Daten zur Bestimmung von Nitrit mittels GC-MS sind in
Kapitel 4.2.5.1 zu finden.

Eine Standardkurve fur Nitrat (0-4000 pM) in 5 Gew%igem Ammoniumchlorid-Puffer,
pH 8,8, (Reduktion im Alkalischen) wurde angefertigt. Als interner Standard wurde 800 uM
[1°N]Nitrat verwendet. Die Auftragung der gemessenen (y) gegen die zum Puffer zugegebe-
nen Nitrat-Konzentrationen (x) und lineare Regression fuhrte zur Geradengleichung:
y = 39,7 + 1,007 x, r2 = 0,997. Der relativ hohe Wert des y-Achsenabschnittes kommt durch

die Verdinnung der Proben fir die Reduktion zustande.
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4.1.9 Electrospray-lonisation-M assenspektrometrie (ESI-M S)

ESI-MS wurde Uberwiegend eingesetzt, um die Struktur intakter synthetischer und biolo-
gischer S-Nitroso-Substanzen aufzukléren. ESI-M S wurde ebenfalls eingesetzt, um die Struk-
tur der Reaktionsprodukte von GSH und OPA aufzukl&ren.

ESI-MS-Analysen wurden mit einem API 111+ (PE-SCIEX, Langen, Deutschland) durchge-
fuhrt, der mit einer lonen-Spray-lonisierungs-Quelle ausgestattet war. Das Instrument wurde
taglich mit Polypropylen-Glycol-Standard kalibriert. Die HPLC-Eluate von OPA-Derivaten
von S-Nitroso-Substanzen wurden mit 2 Vol%iger Ameisensaure in Acetonitril (1:1, V:V)
versetzt und direkt analysiert. GSNO aus Erythrozyten wurde nach Extraktion der ultrafiltrier-
ten Cytosol-Fraktionen mittels SCX-Kartuschen mittels ESI-MS analysiert. Die molekularen
Massen der OPA-Derivate wurden im positiv-lonen-Modus durch Flul-Injektion bel 5 pl/min
bestimmt. Die orifice-Spannung betrug 40-50 V. Mindestens 10 scans wurden aufgenommen
und integriert.

Tandem-Quadrupol-Massenspektrometrie wurde unter identischen Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Eltern-lonen [M+H]* (fir GSNO und GS'®NO) wurden fiir die Tandem-massen-
spektrometrischen Analysen verwendet. Argon wurde dabei als Kollisions-Gas eingesetzt.
Kollisions-Energie und Kollisions-Gas-Dichte wurden wahrend des Experiments zum Erhalt
von gleichen Intensitéten aller Fragmente optimiert. Etwa 10 Scans wurden aufgenommen.
Die Daten wurden mit dem Programm MacSpec (PE-SCIEX, Langen, Deutschland) ausge-
wertet.

4.1.10 Extraktion von Proteinen mit Sephadex-PD 10-Saulen

Nach Aquilibrierung der Sephadex-PD 10-Saulen mit 25 ml der Lésung, in der das zu extra-
hierende Protein vorliegen sollte, wurde die Probe mit dem zu extrahierenden Protein (2,5 ml)
auf die Saule gegeben. Anschlief3end wurden 3,5 ml der gewtinschten Losung auf die Séule
gegeben und das Eluat vollstandig aufgefangen.

4.1.11 Extraktion von GSNO mit microcon-SCX-K artuschen

Die Vorkonditionierung erfolgte mit 200 pl MeOH. Anschlief3end wurde mit 500 pl dest.
Wasser gewaschen. Ein 200 pl-Aliquot der Probe wurde aufgegeben und die Kartusche mit
500 Wl 10 mM HCI gespult. Zur Elution wurden 60 Wl 1 M Ammoniumacetat, pH 7,0



4 Methoden 32

verwendet. Zur Aufgabe der einzelnen Lésungen wurde die Kartusche bei 4000 min™ an der

Heraeus-Biofuge zentrifugiert.

4.1.12 Messung der Plattchenaggregation

Die Messungen der Plattchenaggregation wurden nach einer Methode von Born und Cross
[141] durchgefihrt. Bei dieser Methode fihrt die Aggregatbildung in pléttchenreichem
Plasma (PRP) oder in geeigneten Puffersystemen, in denen sich gewaschene Thrombozyten
befinden, zu einer Abnahme der Tribung. Mit Hilfe des Aggregometers kann dieser Vorgang
registriert werden. Dabei wird die Anderung der Lichttransmission im PRP oder in Suspen-
sion von gewaschenen Pldttchen gemessen. Anhand der Aggregometerkurven kann die Ge-
schwindigkeit und das Ausmal? der Thrombozytenaggregation ermittelt werden. In der vorlie-

genden Arbeit wurde ausschliefdlich PRP verwendet.

Zur Auswertung der gemessenen Werte wurde die gemessene maximale Aggregation auf 100
% gesetzt und dem entsprechend die maximale Inhibition auf 0 %. Das Probenvolumen betrug
bei alen Aggregations-Messungen 250 pl. Die Aggregation wurde durch Zugabe von
Adenosindiphosphat (ADP, 1, 2 oder 4 uM im PRP) gestartet und die Aggregation Uber 5 min
aufgenommen. Erfolgte die Aggregations-Messung in Gegenwart von Cystein (10 pM im
PRP), so wurde dies 3 min vor der ADP-Zugabe zur Probe gegeben. Zur Gewinnung von
pléttchenreichem Plasma wurden 30 ml frisch gewonnenes Blut mit Citrat als Anticoagulanz

far 15 min bei 200 g zentrifugiert.

4.1.13 HPLC

Samtliche HPLC-Analysen wurden mit einem HPLC Pump System, Model 2150, von LKB
(Bromma, Schweden) durchgefihrt. Die Trennsdule (250 x 4,6 mm |.D.) war entweder mit
ODS Hypersil Shandon, England) oder mit Nucleosil 5-100 C,4 (Macherey-Nagel, Duren,

Deutschland) gepackt. Beide Materialien hatten eine Partikelgrofie von 5 uM. Der Effluent
wurde mit einem UV-Vis Spektrometer von LDC Analytical (Gelnhausen, Deutschland),
Modell 1204, detektiert. Die Auswertung des Mel3-Signals erfolgte durch einen Shimadzu-
Integrator, Modell C-R3A (Kyoto, Japan) (HPLC-System A). Fir die Bestimmung von
GSNO ds OPA-Derivat wurde zusétzlich ein in Reihe geschalteter Fluoreszenz-Detektor
Spektrofluo, Modell JY 3 D von Jobin, Yvon, Frankreich, verwendet (HPL C-System B).
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Als mobile Phase dienten die im Materialien- und Chemikalien-Teil angegebenen Eluenten A

bis E. Isokratische Laufe wurden bel einer Flu3rate von 1-1,4 ml/min durchgefihrt.

4.1.13.1 HPLC-System A
Es wurde bel einer Wellenlange von 333 nm zur Analyse von S-Nitroso-Substanzen gearbei-

tet. Zur direkten Analyse von oxidierten und reduzierten Thiolen und Aminosauren wurde bei
einer Wellenldnge von 205 nm gemessen.

Bei Verwendung des am haufigsten benutzten Eluenten A fir S-Nitroso-Substanzen, der
ODS-Hypersil-Saule und einer Flul¥ate von 1 ml/min wurden fur in 0,2 M Tris-Puffer,
pH 7,4, befindliche S-Nitroso-Substanzen folgende Retentionszeiten (als Mittelwert in
min £ SD, n = 6) gemessen: SNAC: 4,42 £ 0,03, SNC: 5,94 + 0,05 und 6,6 = 0,03 (Doppel-
peak), GSNO: 13,4 = 0,1 und SNAP: 16,56 + 0,12. Lineare Regression zwischen Peakfléche
und Konzentration filhrte bei diesen Substanzen zu Regressions-K oeffizienten von r23 0,981.
Das limit of detection (LOD) der Methode (Signal-zu-Rausch-Verhdltnis 3:1) in Tris-Puffer
betrug fur SNAC 0,3 uM, fur SNC 1 puM, fir GSNO und fur SNAP jewells 0,5 uM. Abb. 5
zeigt ein typisches HPL C-Chromatogramm einer Analyse eines terndren Gemisches aus S-Ni-
troso-Substanzen und ihren korrespondierenden Thiolen bel 333 nm.

Bei Verwendung der Nucleosi|-Saule und ansonsten gleichen Bedingungen wurden fir in 0,2
M Tris-Puffer, pH 7,4, befindliche S-Nitroso-Substanzen, ihre korrespondierenden Thiole und
Nitrit folgende Retentionszeiten (als Mittelwert in min £ SD, n = 10) gemessen: Nitrit: 2,972
+ 0,035, SNC: 5,950 + 0,054 und 6,209 + 0,066 (Doppel peak) GSNO: 9,740 + 0,074, Cystein:
4,567 + 0,058 und GSH: 5,195 + 0,038.

Co-Injektion einer Mischung aus 3 mM GSH und 100 uM Nitrit in 50 mM Phosphat-Puffer,
pH 7,4, fUhrte bei Verwendung von Eluent A zur Bildung von 25 pM GSNO. Zu keiner de-
tektierbaren GSNO-Bildung fuhrte die Co-Injektion einer Mischung aus je 100 uM GSH und
Nitrit im gleichen Puffer.
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Abb.5.  HPLC-Chromatogramm aus der Analyse eines Reaktionsgemisches, bestehend aus
GSNO, SNC, SNAC und SNAP und den korrespondierenden Thiolen GSH, Cystein, NAC
und NAP in Tris-Puffer. UV-Absorption bei 333 nm. Packungsmaterial: ODS Hypersil,
FluBrate = 1 ml/min (aus [142]).

4.1.13.2 HPLC-System B

Dadieses HPLC-System fir die Analyse von GSNO as OPA-Derivat verwendet wurde, wird
esin Kapitel 4.2.7.1 eingehend beschrieben.

4.1.14 Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen im Plasma mittels HPLC

Sofern der entsprechende Versuch in Vollblut und nicht schon in Plasma durchgefihrt wurde,
erfolgte eine 10-minttige Zentrifugation bei 4°C und 800 g. Das Plasma wurde abgenommen
und ein 1 ml-Aliquot durch Zentrifugation (4°C, 1200 g, 20 min) ultrafiltriert. Zur Bestim-
mung von niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen folgte die sofortige Injektion eines
200 pl-Aliquots in das HPLC-System A. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Stan-
dards mit der/den entsprechenden S-Nitroso-Substanz(en) in 200 mM Tris-Puffer, pH 7,4.
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4.1.15 Bestimmung von niedermolekularen Thiolen im Plasma mittels HPL C [44]

Diese Methode beruht auf der S-Nitrosylierung von Thiolen mit Nitrit in saurer Lésung zu

den entsprechenden S-Nitroso-Substanzen und deren Detektion bei 333 nm.

500 pl-Aliquots von Plasma wurden nacheinander mit 5 yl 100 mM DTPA, 50 pyl 10 mM
NaNO;, 50 pl 20 %iger 5-Sulfosalicylsdure und 50 yl 4N HCI versetzt. Nach jeder Reagenz-
Zugabe erfolgte kurzes Vortex-Mischen. Zur Protein-Fallung und vollsténdigen Konvertie-
rung der niedermolekularen Thiole zu den entsprechenden S-Nitroso-Substanzen wurde die
Probe fir 5 min bel RT inkubiert. Anschlief3end wurde fir 10 min bei 4°C und 800 g zentrifu-
giert und ein 200 pl-Aliquot in das HPLC-System A (333 nm) injiziert. Die Quantifizierung
erfolgte mit Hilfe eines Standards mit der/den entsprechenden S-Nitroso-Substanz(en) in
100 mM HCI.

4.1.16 Synthesevon niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen

Nicht-markierte und 1°N-markierte S-Nitroso-Substanzen wurden durch Inkubation gleicher
Teile dquimolarer deoxygenierter walriger Losungen der Thiole und Nitrit bzw. [1°N]Nitrit,
Ansduern mit einem Zehntel Volumenanteil an 4 M HCI und Reaktion fir 5 min bel RT her-
gestellt. Diese Stammldsungen und deren Verdinnungen wurden kurz vor Versuchsbeginn
hergestellt und bis zu ihrer Verwendung vor Licht geschiitzt auf Eis gelagert. Mittels einer auf
der Griess-Reaktion basierenden Methode [56] wurden diese Losungen fir Nitrit- und NO-
frel befunden. Analyse mittels Ellman-Methode zeigte, dal? keine reduzierten Thiole in der
Stammlésung vorhanden waren. Die Struktur der nicht-markierten und 1°N-markierten nieder-

molekularen S-Nitroso-Substanzen wurde durch ESI-M S Uberpriift.

4.1.17 Préparation desVersuchstieresfir die Langzeit-Infusion von GSNO

Fur diesen in vivo-Versuch wurde eine 400 g schwere, mannliche Sprague-Dawley-Ratte ver-
wendet. Die Ratte wurde mit einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin i.p. (Ketamin:
70 mg/kg KG; Xylazin: 2 mg/ kg KG) narkotisiert.

Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde durch einen senkrechten, ca. 1 cm langen Schnitt
an der rechten Medioklavikularlinie von der klavikula aus kranialwérts die vena jugularis
intera prapariert. Zwei Nahfaden wurden um das Gefal3 gelegt: der eine Faden zum Ligieren
des distalen Teils der Vene und der andere zur Fixierung des Polyethylenschlauches (AulZen-
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durchmesser: 0,96 mm, Innendurchmesser: 0,58 mm). Dieser Schlauch wurde mittels eines
Querschnitts in der GefalRwand in den proximalen Teil der Vene eingefuhrt. Durch einen
Schnitt in der Inguinalregion wurden die vasa femoralis und der nervus femoralis bis zu ihrem
Austritt unterhalb des Leistenbandes dargestellt. Die arteria femoralis superficialis wurde
ligiert und durchgeschnitten, um den Zugang zu den tiefen Gefél3en zu ermoglichen. Hier
wurden wiederum jeweils zwei Nahfaden um Arterie und Vene vorgelegt, die zum Ligieren
der beiden Gefélie dienten. Zur Vermeidung von thrombotischen Verschltissen wurden ale
Schlduche mit Heparin gespilt. Die Infusion wurde tber den vendsen Jugulariskatheter

zugefiuhrt. Die Blutentnahmen (ca. 0,5 ml) erfolgten Uber den Katheter der vena femoralis.

4.2 Eigene Methoden

421 Bestimmung von Gleichgewichtskonstanten von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen

Aus zweimal 3 ml frischem Plasma (EDTA) wurde Albumin durch Extraktion analog zur Ge-
winnung von SNALB-Standards mittels 5 ml-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen gewonnen.
Den beiden Extrakten (je 10 ml) wurde je 100 il 121,3 mM DTPA zugesetzt. Nach Ultrafil-
tration der zwei Eluate auf insgesamt 5 ml wurde die Proteinfraktion in zwei 2,5 ml-Aliquots
unterteilt und mittels Sephadex PD10-Kartuschen extrahiert, so dal3 das Albumin-Préparat in
Tris-Puffer (zweimal 3,5 ml) vorlag. Es wurde erneut durch Ultrafiltration auf insgesamt ca.
3 ml eingeengt. Das Préparat wurde mit 100 pl 121,3 mM DTPA pro 10 ml versetzt und Uber
Nacht bel —20°C gelagert.

Die Thiol-Konzentration (nach Ellman) betrug in dem Albumin-Préparat 251 pM.

Zu je einem 1 ml-Aliquot der Albumin-Ldsung in Tris-Puffer wurde Cystein bzw. GSH oder
Cystein und GSH gegeben, so dal3 ihre Konzentrationen in den Ansétzen je 250 uM betrugen.
Die S-Transnitrosylierungs-Reaktionen wurden durch Zugabe von SNALB und SNC bzw.
GSNO oder SNALB, SNC und GSNO (je 20 pM im Ansatz) und Mischen gestartet.

Nach je 1 min bzw. 20 min erfolgte eine Ultrafiltration durch Zentrifugation (1200 g, 4°C,
20 min) eines 500 pl-Aliquots und Injektion des Ultrafiltrates in die HPLC (System A, Eluent
A) zur Bestimmung der SNC- und GSNO-Konzentration. Dem Ultrafiltrationsriickstand wur-
de SI°NALB (8,4 uM) zugesetzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie bei der Bestimmung
von SNALB im Plasma mittels GC-MS (siehe Kapitel 4.2.4.3). Um sicherzustellen, dal3 der



4 Methoden 37

Salzgehalt in den Proben nicht zu hoch war, wurden diese alerdings zunéchst mit 5 ml Start-

puffer verdiinnt und dann mittels HiTrapBlue Sepharose-K artuschen extrahiert.

Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten (Keq) fUr die Reaktionen von GSNO, SNAP

bzw. SNC, SNAP und ihren korrespondierenden Thiolen in Abwesenheit von Albumin wurde
von den Thiolen je 500 uM und von den S-Nitroso-Substanzen je 20 UM eingesetzt und nach
1 bzw. 20 min mittels HPLC-System A (Eluent A) analysiert. Ferner wurde in analoger Weise
die Reaktion von GSNO, SNC, SNAC, SNAP und ihren korrespondierenden Thiolen im quar-

tendren System untersucht.

4.2.2 Herstellung von [M*C]SNC aus[C]Cystin

Zur Herstellung von 14C-markiertem SNC mufte zunéchst [14C]Cystein durch Reduktion von
[14C]Cystin hergestellt werden. Vorversuche mit nicht-markiertem Cystin haben gezeigt, daid
eine Reduktion mit NaBH,, im Alkalischen nicht in Frage kommt. Sowohl wahrend der Reak-

tion mit Cystin als auch bel der anschlief3end notwendigen Acidifizierung zur Zersetzung des

Uberschiissigen NaBH, mit H,O" und zur Herstellung von SNC kam es zu einem sehr starken

Schaumen. Im Falle des radioaktiven Cysteins wére dies ein nicht akzeptables Kontamina-
tions-Risiko. Zudem wirde die Neutralisation der Probe mit verdinnter S&ure eine uner-
wunschte Verdinnung des radioaktiven Material s bedeuten.

Die Verwendung von Zink zur Reduktion von Cystin zu Cystein im Sauren eignete sich we-
sentlich besser. Zum einen ist das Uberschissige Zink nach der Reaktion leicht durch Zentri-
fugation abzutrennen und zum anderen kann das frisch entstandene Cystein gleich im Sauren
durch Zugabe von Nitrit zu SNC nitrosyliert werden. Da die Reduktion von Cystin zu Cystein
mit Zink (und auch mit NaBH,) bei sehr niedrigen Cystin-Konzentrationen nicht ablief,

mufite dem verwendeten [14C]Cystin-Préparat zur Reduktion nicht-markiertes Cystin zuge-
setzt werden. Es wurde wie folgt vorgegangen: 100 pl der [14C]-Cystin-Stammiésung, 20 L
einer 1 mM Cystin in dest.Wasser und 30 gl 5 M HCI wurden mit ca. 5 mg Zinkstaub suspen-
diert und fir 20 min unter gelegentlichem Vortex-Mischen und anschlieRendem Offnen des
Reaktionsgefal3es inkubiert. Anschlief3end folgten Zentrifugation (800 g, 5 min) und das
Uberfiihren des Uberstandes in ein sauberes ReaktionsgefaR. Es wurden 10 pl einer 10 mM
[1°N]Nitrit-L6sung zugegeben. Nach 5 min wurde ein 5 pl-Aliquot mit 220 pl dest. Wasser
verdinnt und ein 200 pl-Aliguot in das HPLC-System A (Eluent A) injiziert. Die Flukrate be-
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trug 1 mi/min. Es wurden bis zur 20. Minute 1 min-Fraktionen gesammelt und gezahlt. Ein
weiteres 5 pl-Aliquot des Reaktions-Ansatzes wurde direkt gezéhlt. Als Vergleich wurden je
5 Wl des [14C]Cystin-Praparats mit 220 pl einer 100 uM Cystin-Losung in dest. Wasser ver-
dinnt, davon ein 200 pl-Aliquot in die HPLC injiziert, bis zur 20. Minute 1 min-Fraktionen
gesammelt und gezahlt. Ebenfalls wurden 5 pl des [ 14C]Cystin-Préparats direkt gezahlt.

Die Reinheit des erhaltenen [14C]Cystein-Préaparates betrug 95,2 %, die des [1*C]SNC-Prapa-
rates betrug 87,8 %. Abb. 6 zeigt die Auftragung der Zahiraten in 1 min-Fraktionen gegen die
Retentionszeit fur das [1*C]Cystin-Préaparat und den [14C]SNC-Ansatz in einer Superprojek-
tion. Neben [14C]SNC (8 min) ist im Radiogramm des [1*C]SNC-Ansatzes [14C]Cystein
(4 min), jedoch kein [14C]Cystin zu erkennen.
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Abb. 6.  Auftragung der Zahlraten in 1 min-Fraktionen gegen die Retentionszeit fir das
[14C]Cystin-Praparat (offene Quadrate) und den [1*C]SNC-Ansatz (geschlossene Kreise). Es
wurden je 73000 cpm des [14C]Cystin-Praparates und des [1“C]SNC-Ansatzes in die HPLC
(System A, Eluent A) injiziert.

4.2.3 S-Transnitrosylierungs-Experimente mit gewaschenen Erythrozyten

Abb. 7 zeigt ein Flul3-Schema der einzelnen Prozeduren, die in den Experimenten mit ge-
waschenen Erythrozyten durchgeftihrt wurden. 3 ml-Aliquots von frisch gewonnenem Blut
(EDTA als Anticoagulanz) von gesunden Probanden wurden zentrifugiert (4°C, 800 g, 5 min)
und das Plasma komplett entfernt. Die Erythrozyten-Fraktion wurde mit 5 ml physiologischer

NaCl gewaschen und erneut zentrifugiert.
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Abb. 7. Arbeitsschema fur Versuche mit gewaschenen Erythrozyten.
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Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt und die Erythrozytenfraktion (ca. 1,5 ml) nach der
letzten Waschprozedur mit 1,5 ml physiologischer NaCl suspendiert. Diese Préparate wurden
mit S-Nitroso-Substanzen, NO-Gas und NO- und NO™-Donoren inkubiert. Die in den
Experimenten angegebenen Konzentrationen beziehen sich dabel auf das gesamte Volumen

der Erythrozyten-Suspensionen, d. h. auf 3 ml.

Am Ende der Inkubation wurde wiederum zentrifugiert und die oben geschilderte Waschpro-
zedur funfmal wiederholt. Die resultierende Erythrozyten-Fraktion wurde nach vollstandigem
Entfernen des Uberstandes fiir mindestens 30 min eingefroren und danach in destilliertem
Wasser (1:1, v/v) aufgenommen. Die auf diese Weise lysierten Erythrozyten wurden zentri-
fugiert und anschlief3end durch Zentrifugation (60 min, 4°C, 1200 g) ultréfiltriert. Die Mes-
sung von cytosolischem GSNO und SNC erfolgte durch Anayse eines 200 pl-Aliquots der
Ultrafiltrate mittels HPLC-System A (Eluent A). Intrazellulare GSH-K onzentrationen wurden
bestimmt, indem 50 pl des Ultrafiltrats mit 450 pl phy siologischer NaCl, 50 pl 50 mM Nitrit
und 50 il 5 M HCI versetzt wurden, und nach 5 min Inkubation bel RT ein 200 ul-Aliquot
des Gemisches mittels HPLC analysiert wurde. Intrazelluldres Cystein wurde analog analy-
siert, hierfir wurden jedoch 200 pl Ultrafiltrat mit 300 pl phy siologischer NaCl, 50 yl 50 mM
Nitrit und 50 Wl 5 M HCI fur 5 min inkubiert.

In einigen Versuchen wurde intrazelluldres GSNO mittels GC-MS wie folgt bestimmit:
100 pl-Aliquots der Ultrafiltrate lysierter Erythrozyten wurden mit GSNO (50 pM) und
HgCl, (1 mM) versetzt, nach 10 min entsprechend der Nitrit-Bestimmung mittels GC-MS

weiterbehandelt und analysiert.

4.2.4 Herstellung von synthetischem SNALB und Analyse von SNALB mittelsGC-M S

4.2.4.1 Syntheseund Analyse von SNALB-Standards

Zu 3 ml frischem Human-Plasma wurde Butylnitrit bzw. Butyl[**N]nitrit gegeben, so dal eine
Konzentration von 3,8 mM vorlag. Nach 1 h Reaktion bel RT bei pH 7,4 erfolgte das Ver-
setzen mit 7 ml Puffer A und Extraktion tber eine 5 ml HiTrapBlue Sepharose-K artusche, die
mit 10 ml Puffer A vorkonditioniert war. Die Saule wurde mit 20 ml Puffer A gewaschen. Die
Elution der Proteine erfolgte mit 10 ml Puffer B. Die Protein-Fraktion wurde durch Zentrifu-
gation (1800 g, 15 min, 4°C) ultrafiltriert, so dal’ das Volumen der Protein-Fraktion ca. 3 ml
betrug.
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In einem UV-Vis-Spektrophotometer wurde frisches Human-Plasma mit EDTA als Antico-
agulanz in dest. Wasser 1:10 verdinnt und mit 600 pM salpetriger Sdure bzw. 380 uM
n-Butylnitrit in 1 ml-Quarzglas-Klivetten zur Reaktion gebracht. Vor und nach Beginn der
Reaktion wurden Uber eine Dauer von 50 min ale 5 min Spektren aufgenommen. Als
Referenz diente eine 1:10 mit dest. Wasser verdinnte Plasma-Probe. Die Spektren wurden
Ubereinandergelagert (Abb. 8 A). Die Reaktion von salpetriger Saure mit Plasma fuhrte zu
Zunahmen in der Absorption im Bereich von 300-400 nm (Abb. 8 A, links). Im Gegensatz
dazu nahm bel der Reaktion von Plasma mit Butylnitrit die Absorption in diesem Bereich
sogar ab (Abb. 8 A, rechts).

Diese Abnahme der Absorption kann mit der Abnahme der Butylnitrit-Konzentration im Ver-
laufe der Zeit durch Reaktion und Zersetzung erklart werden, denn Butylnitrit besitzt selbst
ein Absorptionsmaximum im Bereich von 300 und 400 nm (Abb. 8 B). Am Ende der Experi-
mente wurden die S-Nitroso-Protein-Konzentrationen in den Ansétzen mittels GC-MS be-
stimmt. Ihre Konzentrationen betrugen 20 uM fir den Ansatz mit sal petriger Séure und
22 UM fir den Ansatz mit Butylnitrit. Auf der Basis des molaren Absorptionskoeffizienten
der S-Nitroso-Cysteinyl-Gruppen in der GréRenordnung von 900 M-1.cm® (siehe auch Abb. 8
B, SNAC) im Bereich um 340 nm [30] sollten 20 uM SNALB nur eine Zunahme der Absorp-
tion von 0,002 Absorptions-Einheiten bewirken. Die Zunahme um 0,4 Absorptions-Einheiten
bei der Reaktion der Sulfhydryl-Gruppen mit einem 10-fachen molaren UberschuR an sal-
petriger Saure gegentiber kann nicht durch S-Nitrosylierung hervorgerufen werden, sondern
ist sehr wahrscheinlich auf die Nitrosierung von aromatischen Gruppen in den Proteinen wie
Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan zurtickzufiihren. Dadurch ist moglicherweise auch die
Grunfarbung des Plasmas unter diesen Reaktionsbedingungen zu erkldren, die bel Ver-
wendung von Butylnitrit nicht auftritt. An dieser Stelle sei noch erwéahnt, dal3 Albumin nur ein
reduziertes Cystein, aber 18 Tyrosin-, 31 Phenylalanin- und 1 Tryptophan-Molekil enthalt
[95].

Die Konzentration von SNALB und Nitrit in SNALB- bzw. SI°NALB-Praparaten wurden
bestimmt, indem sechsmal 10 pl-Aliquots dieser Praparate mit je 90 pl Startpuffer aufgefillt
wurde. Als interne Standards dienten [*°N]Nitrit bzw. Nitrit (je 10 pM). Jeweils drei der sechs
Proben wurden in Gegenwart von HQCI,, (1 mM) fir 1 h inkubiert. Die restlichen Proben wur-

den ohne HgCl,, weiterbehandelt. Anschlief3end wurden alle Proben analog zur Nitrit-Bestim-

mung mittels GC-MS aufgearbeitet. Die SNALB- bzw. SI®NALB-Konzentrationen in den
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Standards wurden wie folgt berechnet: Die Peakflachenverhdltnisse von m/z 46 zu m/z 47
(SNALB) bzw. m/z 47 zu m/z 46 (S®NALB) wurden mit der Konzentration des jeweiligen
internen Standards multipliziert. Die Nitrit- bzw. [1°N]Nitrit-Konzentrationen (Derivatisie-
rung ohne vorherige Behandlung mit HgCl,) wurden von den Nitrit + SNALB- bzw.

[*°N]Nitrit + SPNALB-Konzentrationen (Verwendung von HgCl,) abgezogen und dadurch

die SNALB- bzw. SISNALB- Konzentrationen in den Stammlésungen erhalten.

Uber eine Zeit-Periode von einem Jahr wurden S®NALB-Standards aus frischem Human-
Plasma hergestellt, und zwar dreimal unter Verwendung von [1°N]Nitrit im Sauren und acht-

mal unter Verwendung von n-Butyl[*®N]nitrit. In den mit HgCl,, behandelten Standards be-

trug die [1°N]Nitrit-K onzentration 156 + 30 pM nach Verwendung von [1°N]Nitrit im Sauren
bzw. 188 + 43 uM nach Verwendung von n-Butyl[1°N]nitrit als Nitrosylierungs-Reagenz.
Vergleichbare Werte wurden erhalten, wenn die Standards mit einer Mischung aus CuSO,

(500 nM) und Cystein (50 pM) anstatt von 1 mM HgCI,, fur 1 h inkubiert worden sind. Dies

ist ein weiterer Beweis fiir die Bildung von S[1°N]ALB [59].

In Abwesenheit von HgCl,, bzw. CuSO,/Cystein betrugen die mittleren [*°N]Nitrit-K onzen-
trationen in den S[1°N]JALB-Préparaten 23,5 + 1,4 uM (Nitrosylierung mit [1°N]Nitrit im
Sauren) bzw. 9,7 + 52 upM (Nitrosylierung mit n-Butyl[2°N]nitrit). Es ist ungewiR, ob das
[1°N]Nitrit, das unter diesen Bedingungen in den Standards gemessen wurde, aus S-Nitroso-
Gruppen oder zum Teil aus anderen nitros(yl)ierten Gruppen am Albumin stammt. Der niedri-
gere Gehalt an freiem [1°N]Nitrit in den mit n-Butyl[1°N]nitrit hergestellten Standards, die
hoheren S[1°N]JALB-Ausbeuten und die hthere Selektivitét der Synthese verdeutlichen die
bessere Eignung von n-Butyl[1°N]nitrit als Nitrosylierungs-Reagenz zur Herstellung von
S[1°N]JALB-Standards. Unter Berticksichtigung einer Wiederfindungs-Rate von 45 % fur die
Extraktion von Albumin mittels HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen (ermittelt Uber die
Protein-Bestimmung nach Bradford), zeigen diese Ergebnisse, dal3 etwa 300-400 uM des
Albumins, entsprechend etwa 50 % des gesamten Albumins in frischem Plasma, mittels n-

Butylnitrit S-nitrosyliert werden kénnen.
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Abb.8.  A: UV-Vis-Spektren von Inkubations-Ansédtzen von frischem Humanplasma (1:10
mit dest. Wasser verdunnt) und salpetriger Saure bel pH 2,0 (links) bzw. Butylnitrit bel
pH 7,4 (rechts). Diese Spektren wurden in einer Zeitspanne von 50 min alle 5 min
aufgenommen. Die Referenz-K livette enthielt 1:10 mit Wasser verdinntes Plasma.

B: UV-Vis-Spektren von Butylnitrit (10 mM), Nitrit (9,5 mM) und SNAC (2,4 mM) in
wal¥rigen Losungen (pH 7,4). Die molaren Extinktionskoeffizienten berechnen sich zu
48 M-1emr1 fur Butylnitrit (bei 357 nm), 33 M-1emL fur Nitrit (bei 358 nm) und 769 M-1cmt
fur SNAC (bel 333 nm).

4.2.4.2 Synthesevon Butyl[*°N]nitrit

650 mg (9,4 mmol) [1°N]Nitrit wurden in 10 ml destilliertem Wasser verdiinnt und auf 0°C
abgeklhlt. Zu dieser Losung wurde unter Rihren eine 0°C kalte Mischung aus 1,4 ml kon-
zentrierter Schwefelsdure, 1 ml destilliertem Wasser und 800 ul (8,8 mmol) 1-Butanol zuge-
geben. Diese Suspension wurde 60 min bel 0°C gertihrt und dann zentrifugiert. Die orga
nische Phase wurde mittels Pasteur-Pipette abgenommen und zweimal mit 1 ml-Aliquots

einer Mischung aus 25 Gew.%iger NaCl-Losung und 2 Gew.%iger NaHCO4-Lésung ge-
waschen und Uber wasserfreiem Na,SO, getrocknet. Mittels GC-MS wurde die Isotopen-

Reinheit zu 98% 1°N bestimmt; dies entspricht der Isotopen-Reinheit des eingesetzten
[1°N]Nitrits.
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4243 GC-MS-Bestimmung von SNALB in Human-Plasma nach Nitritfreisetzung mit
HgCl,

Vendses Blut wurde mit 5 ml-Monovetten mit Citrat als Anticoagulanz abgenommen und die
Proben sofort auf Eis gelagert. Zur Gewinnung von Plasma wurde das Blut bel 4°C und
1800 g fur 10 min zentrifugiert. Soweit dies moglich war (z.B. bei gesunden Spendern), wur-
den die Plasma-Proben sofort nach ihrer Gewinnung (im Labor) weiterverarbeitet. Plasma-

Proben von Patienten wurden bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei —-80°C gelagert.

In der Regel wurde zu 400 pl-Plasma-Aliquots SI°NALB als interner Standard zugesetzt, so
daid in der Probe eine Konzentration von 1 pM vorlag. Die Extraktion der Proteine geschah
mit Hilfe von 1 ml-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen. Diese wurden mit 2 ml Puffer A vor-
konditioniert. Die Plasma-Proben wurden mit 1,6 ml Puffer A aufgenommen, auf die Kar-
tusche gegeben und die Kartusche wurde mit 4 ml Puffer A gewaschen. Die Elution der Pro-
teine erfolgte mit 2 ml Puffer B. Die Protein-Fraktion wurde durch Zentrifugation (1800 g, 40
min, 4°C) ultrafiltriert, so dald das VVolumen der Protein-Fraktion ca. 0,4 ml betrug.

Je zwei 100 pl-Aliquots der eingeengten Protein-Fraktionen wurden mit 10 yl 10 mM HgCl »
versetzt und fur eine Stunde inkubiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte analog zur Nitrit-Be-
stimmung mittels GC-MS. Die Konzentration von SNALB im Plasma wurde nach Gleichung
(7) ermittelt (siehe unten). Die Nitrit-Konzentration in den Eluaten wurde nicht bestimmt,
sondern ein mittlerer Wert von 290 nM verwendet. Dieser Wert (290 £+ 60 nM,

Mittelwert + SD, n = 50) wurde in frihreren Versuchen ermittelt.

Im Rahmen der Diplomarbeit [59], auf der die hier beschriebene und weiterentwickelte Me-
thode zur SNALB-Bestimmung in Human-Plasma basiert, wurde deutlich, dal3 aufgrund der
Verdinnung der Proben wahrend der Aufarbeitung eine exakte Berechnung der basalen
SNALB-Konzentration im Plasma von gesunden Probanden sehr schwierig ist. Da die endo-
gene SNALB-Plasma-Konzentration in der Grofdenordnung der Nitrit-Konzentration im
Puffer B zu sein schien und durch die Extraktion eine weitere Verdinnung der SNALB-Kon-
zentration, aber nicht der Nitrit-Konzentration hervorgerufen wurde, mul3te Blank-Nitrit aus
dem Eluat eliminiert werden oder dessen Konzentration darin exakt bestimmt werden. Diesist
sehr wichtig, weil SNALB nach dieser Methode schliefdich als Nitrit gemessen wird.
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Eine Entfernung des Blank-Nitrits, etwa mit Hilfe von Ammonium-Sulfamat, fuhrte zu kei-

nem Erfolg, da die Umwandlung von Nitrit in N, durch Ammoniumsulfamat nur im Sauren

maoglich ist und daher eine anschliefRende Neutraliation nétig ist, die wieder mit einem Nitrit-
Eintrag verbunden ist. Eine Behandlung von HiTrapBlue Sepharose-Protein-Extrakten auf
diese Weise fuhrte zur teilweisen Falung der Proteine bei der Neutralisierung. Es wurde
daher fir eine korrekte Berechnung der SNALB-Plasma-Konzentration eine Formel ent-
wickelt, die der Problematik des ubiquitdren Nitrits gerecht wird und die einzelnen Schritte
der Proben-Aufarbeitung hinsichtlich Ausbeute und Verdiinnung (und wieder Aufkonzentrie-
rung durch Ultrafiltration) berticksichtigt:

m/ z 46

Das Peakflachenverhdtnis R =
m/z 47

aus der GC/MS-Analyse des Eluats setzt sich wie

folgt zusammen:

_m/z46 _ NEO-Z + NgNALB

= 1
m/z 47 N @
mit wos Menge von *NO,™ im Eluat
NEaLs: Menge von S“NALB im Eluat
NE: Menge von SN ALB, dem internen Standard (1.S.), im Eluat

Die Menge von endogenem S“NALB (N SaLs) Und dem extern zugesetzten internen Stan-
dard S®N ALB (N£) im Eluat hingt von der Menge von S“NALB bzw. S®N ALB im Plas-

ma N&, s bzw. N, und der Ausbeute der Extraktion ab:

NENALB = N;NALB XA = C;NALB WP XA (2) bZW

Ng =N XA =cl, VP A (3

mit  chs: Konzentration von S“N ALB im Plasma
Cly’ Konzentration des internen Standards im Plasma
\VAR Volumen des extrahierten Plasmas

A: Ausbeute der Extraktion
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. E . .
Far NNO_Z gilt entsprechend:

E — ~E E
NNO'2 - CNO'Z a (4)
mit CEO_ X Konzentration von Nitrit im Eluat
VE: Volumen des Eluats bzw. der eingeengten Proteinfraktion

Gleichung (1) kann durch Einsetzen von Gleichung (2), (3) und (4) in Gleichung (5) umge-

wandelt werden:
E E P P E E
n o V >CNO'2 +Cquas XV A _ V >CNO_2 CgNALB -
Cle XV F XA Cle XV F XA Chy

Auflésen von Gleichung (5) nach ci,, 5 fuhrt Uber Gleichung (6) schlielich zu Gleichung (7):

) € 1 VE CU
U CENALB:eR__:E p X szXCE (6)
& A V" ¢ H
R E
U CSPNALB = C|Ps <R - va_pmsoé (7)
E
Bekannt sind folgende Daten [59,60]: V@ =5, A =0/45.

Gleichung (7) macht deutlich, dal? die Bestimmung der SNALB-Konzentration im Plasma die
Bestimmung des Verhdtnisses R in der Protein-Fraktion und der Nitrit-Konzentration im
Eluat erfordert.

Die Konzentration von Nitrit (= ¢S _ ) in Puffer B (d.h. im Eluat) betrug 290 + 60 nM, n = 50)
NO.

und ist somit relativ konstant. Es miifte daher mdglich sein, mit Hilfe der Gleichung (7) und
des gemessenen Verhdtnisses R die Konzentration von SNALB im Plasma zu bestimmen.

Die Gultigkeit der Gleichungen (5) und (7) wurde wie folgt Gberprdift: Ein 2 ml-Aliquot von Puf-
fer A, der 4,4 UM S®NALB und 4,3 pM SNALB enthielt, wurde (iber €ine 5 ml-HiTrapBlue
Sepharose-Kartusche extrahiert und die Protein-Fraktion mit 10 ml Puffer B eluiert. Das
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Verhdtnis R wurde in der erhaltenen Protein-Fraktion nach Ultrafiltration auf verschiedene
VE-Volumina bestimmt. Auftragung des gemessenen Verhatnisses R (y) gegen VE (x) fuhrte
nach linearer Regressions-Analyse zur folgenden Geradengleichung: y = 1,09 + 0,388 x, r = 0,982.

E

E C_
Dieses Ergebnis macht deutlich, daR der Term —~x*— » % der Gleichung (5) sich durch
AV

Ultrafiltration nicht dndert. Der y-Achsenabschnitt der Geraden stimmt gut mit dem theore-

P

tischen Verhaltnis SSWALE. {herei n, das sich zu 4,3:4,4 = 0,977 berechnet. Aus der Steigung

p
ClS

der Regressionsgeraden wurde die Nitrit-Konzentration im verwendeten Puffer (CEO_) be-

rechnet. Dieser betragt 339 nM und liegt nahe dem mittels GC-M S-Analyse bestimmten Wert
von 306 + 20 nM, n = 9. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 mit Gleichung (7) SNALB-Plasma-

Konzentrationen akkurat berechnet werden kdnnen.

4.2.4.4 Validierung der Methode fur die Bestimmung von SNALB in Human-Plasma

Zur Bestimmung der precision der Methode wurde folgendes Experiment durchgefihrt:
Frisches Plasma eines gesunden Spenders wurde mit SI'NALB (1 uM) und SNALB (0, 2 und
10 puM) versetzt. Die Plasma-Proben wurden in 400 pl-Aliquots aufgeteilt und funf dieser
Proben bei 4°C, der Rest bei —80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert. Die bei 4°C gela-
gerten Proben wurden am ersten Tag parallel analysiert. Die hierbel erhaltenen Daten wurden
zur Bestimmung der intra-assay precision verwendet. An den folgenden 4 Tagen wurden die
eingefrorenen Proben einzeln aufgetaut und am selben Tag analysiert. Anhand der hierbel er-

haltenen Daten wurde die inter-assay precision berechnet.

Die SNALB-Konzentrationen in den Plasma-Proben wurden zu 0,43 + 0,04 pM (8,6 %),
2,46 £ 0,12 uM (4,7 %) und 10,3 = 0,3 uM (3,3 %) bestimmt (Angaben as Mittelwerte £ SD
(RSD in %), wenn die Plasma-Proben am Tag ihrer Gewinnung analysiert wurden. Bei Ana-
lysen an funf aufeinander folgenden Tagen betrugen die entsprechenden Werte 0,43 *
0,04 UM (9,3 %), 2,4 + 0,16 pM (6,6 %) und 10,3 £ 0,3 UM (2,9 %).

Zur Bestimmung der accuracy wurden 400 pl-Aliquots frisches Plasma eines gesunden Spen-
ders mit SPNALB (1 uM) und SNALB (0, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 pM) versetzt und al le Proben
am selben Tag wie folgt behandelt: Nach Extraktion der Proben mittels 1 mI-HiTrapBlue Se-

pharose-Kartuschen wurden je zwel 100 pl-Aliquots der Eluate derivatisiert und anaysiert.
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Die verbleibenden Protein-Fraktionen, deren VVolumen je ca. 1,8 ml betrugen, wurden zur Ein-
engung auf ein Volumen von ca. 0,4 ml ultrafiltriert. Je vier 100 pl-Aliguots von diesen Pro-

ben wurden ebenfalls derivatisiert und analysiert.

Die einzelnen Daten Uber die accuracy der Methode fur ultrafiltrierte und nicht ultrafiltrierte
Proben sind in Tab. 2 zu finden. Die mittlere accuracy betrug nach diesen Daten 99 % fir
ultrafiltrierte und 102 % fOr nicht ultrafiltrierte Proben. Die entsprechenden mittleren
RSD-Werte betrugen 5,2 bzw. 7,8 %.

Tab. 2. Accuracy der Methode zur SNAL B-Bestimmung in Human-Plasma mittels GC-MS.

SNALB, zugegeben SNALB, gefunden [uM] accuracy [%0]
[uM] [Mittelwert + SD, (RSD, %)]
Ohne Ultrafiltration ~ Mit Ultrafiltration Ohne Ultrafiltration ~ Mit Ultrafiltration
0,0 0,111+ 0,018 (16) 0,146+ 0,017 (11,6) n.a. n.a.
1,0 1,235+ 0,148 (12) 1,155 + 0,064 (5,5) 111 101
2,0 2,090 + 0,226 (10,8) 2,155+ 0,127 (6,0) 99 98
4,0 4,195+ 0,233 (5,6) 4,090 £ 0,198 (4,8) 102 99
6,0 6,130+ 0,156 (2,5) 6,025+ 0,199 (2,9) 100 98
8,0 8,050+ 0,255 (3,2) 8,030 + 0,255 (3,2) 99 99
10,0 10,185 + 0,488 (4,8) 10,045 + 0,262 (2,6) 101 99
Mittlere RSD/ 7.8 5,2 102 99
mittlere accuracy [%0]

Die Konzentration des internen Standards (S'°NALB) betrug 1 pM. Die Konzentration des
Blank-Nitrits in Puffer B betrug 290 + 60 nM (Mittelwert + SD, n = 50). Zur Berechnung der
SNALB-Konzentrationen wurde Gleichung (7) benutzt (aus [61]). n.a. = nicht anwendbar

Das LOD wurde bestimmt, indem L ésungen von verschiedenen SI°NALB-Konzentrationen in
Puffer B angesetzt wurden (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40 80 und 100 nM).
Je drei 100 pl-Aliquots dieser Lésungen wurden ohne vorherige Extraktion tber HiTrapBlue
Sepharose-K artuschen derivatisiert und anaysiert. Die Auftragung des Peakflachenverhalt-
nisses von m/z 47 zu m/z 46 (y) aus den GC-MS-Analysen gegen die SI°NALB-Konzentra-
tionen (in nM) (x) fuhrte nach linearer Regressions-Analyse zu einer Geraden mit der
Gleichung: y = 0,0054 + 0,0017 x, r = 0,993. Die mittleren Verhatnisse von m/z 47 zu m/z 46
betrugen 0,0052 mit einer RSD von 2,7 % fiir 0,0 nM SNALB und 0,0058 mit einer RSD
von 5,7 % fir 0,2 nM SNALB. Das Signal-zu-Rauschen-Verhdtnis betrug 27,7:1 + 1,5
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(RSD = 5,5 %) firr 0,2 nM S®NALB. Die hierbei in die GC-MS injizierte Stoffmenge berech-
net sich zu 67 amol. Das LOD der Methode betragt somit 67 amol.

Das limit of quantitation (LOQ) wurde folgendermal3en bestimmt: Fir jede Konzentration
wurden 1,5 ml-Aliquots von frischem Plasma eines gesunden Spenders mit S'NALB
(0,85 uM) und verschiedenen SNALB-Konzentrationen (0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,7 und 1,0 uM) ver-
setzt. Je drei 0,4 ml-Aliquots wurden mittels HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen extrahiert
und die Protein-Fraktionen durch Ultrafiltration auf Volumina von je ca. 0,4 ml eingeengt. Je
vier 100 pl-Aliquots dieser L ésungen wurden derivatisiert und analysiert. Die Auftragung der
gemessenen SNALB-Konzentrationen (y) gegen die zugegebenen SNALB-Konzentrationen
(x) aus den GC-MS-Analysen fuhrte nach linearer Regressions-Analyse zu einer Geraden mit
der Gleichung: y =98 + 1,073 X, r = 0,990. Die Konzentration des endogenen SNALB im ver-
wendeten Plasma wurde somit zu 98 nM bel einer RSD von 7,7 % bestimmt. Die niedrigste
extern zugegebene SNALB-Konzentration (100 nM) wurde mit einer mittleren accuracy von
105 % und einer mittleren imprecision (RSD) von 6,2 %, die extern zugegebene SNALB-
Konzentration von 200 nM wurde mit einer mittleren accuracy von 92,3 % und einer
mittleren imprecision von 11,7 % bestimmt. Das LOQ der Methode betragt somit 100 nM.

4.2.4.5 Untersuchungen zu Interferenzen bei der Analyse von SNALB in Plasma

Mogliche Interferenzen, die bel dieser Methode auftreten konnten, wurden im Rahmen meiner
Diplomarbeit untersucht und sind in [61] publiziert worden. Es sei hier zusammenfassend
angemerkt, dal3 niedermolekulare S-Nitroso-Substanzen in physiologischen Konzentrationen
nach Extraktion von Plasma Uber HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen zu keiner nennenswerten
Interferenz fuhren konnen. In Eluaten von Uber diese Sdulen extrahierten SNC- bzw. GSNO-
Losungen konnten 1,7 bzw. 1,2 % der aufgegebenen Konzentrationen (je 24 uM in Puffer A)
gemessen werden.

Plasma-Proteine (untersucht als HSA) fuhren zu keiner nennenswerten Stérung der SNALB-
Bestimmung. Eine geringflgige und Uber einen Konzentrationsbereich von 0-10 pM kon-
stante Erhéhung der gemessenen HSA-Konzentrationen gegentber HSA-freien Proben ist
sehr wahrscheinlich auf das Vorhandensein von Nitrit im fur diese Versuche verwendeten

HSA-Préparat zurtickzufihren.
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Ein Risiko fur Interferenzen ist die unsachgemél3e Gewinnung von Plasma. Ist das Plasma
hamolytisch, so ist eine Interferenz durch S-Nitroso-H&moglobin, von dem berichtet wurde,
dal3 es endogen vorkommt [102], sehr wahrscheinlich, da Hadmoglobin mit der HSA-Fraktion
von HiTrapBlue Sepharose-K artuschen coeluiert.

Die verwendeten SNAL B-Standards haben nach ihren Analysen tber Gel-Elektrophorese eine
Reinheit von etwa 90 % und auch nitrosierbare Aminosduren wie Tyrosin, Phenylalanin und
Tryptophan, wie sie beim veralteten Herstellungsverfahren von SNALB-Standards Uber die
Reaktion mit salpetriger Saure auftreten, haben praktisch keinen Einfluld auf die gemessenen
SNALB-Konzentrationen.

4.25 Bestimmungvon GSNO und SNC mittels GC-M S
Basierend auf der GC-M S-Methode zur Bestimmung von Nitrit [58] wurde eine Methode ent-

wickelt, in der unter Verwendung der entsprechenden 1°N-markierten S-Nitroso-Substanz als
interner Standard und der spezifischen Freisetzung von Nitrit aus S-Nitroso-Substanzen mit-

tels HgCl, S-Nitroso-Substanzen quantifiziert und sehr niedrige Konzentrationen von

I5N-markierten S-Nitroso-Substanzen detektiert werden konnen. Eine spezifische Bestim-

mung von GSNO und SNC ist mdglich, wenn vor der HgCl,-Zugabe eine HPLC-Trennung

vorgenommen wird.

4.25.1 Bestimmung von GSNO, SNC und Nitrit in gepufferten wal¥rigen Losungen

Es wurden frische Losungen von GSNO, SNC und Nitrit im Konzentrationsbereich von O-
1000 nM in 0,2 M Tris-Puffer, pH 7,4, hergestellt. Zu je zwei 100 pl-Aliquots dieser Proben
wurden 50 pmol des entsprechenden internen Standards (GS'®NO, SI°NC oder [1°N]Nitrit)
zugesetzt und entsprechend der GC-M S-Bestimmung von Nitrit weiterbehandelt. Je zwei wel-
tere 100 pl-Aliquots der Proben wurden ebenfalls wie fir die GC-M S-Bestimmung von Nitrit
aufgearbeitet, es wurden aber zusdtzlich 10 pyl 10 mM HgCl, zu den Derivatisierungs-Ansat-

zen gegeben. Durch Multiplikation der Peakflachenverhaltnisse von m/z 46 zu m/z 47 aus den
GC-MS-Analysen mit der Konzentration des entsprechenden internen Standards (500 nM)
wurden die GSNO-, SNC- und Nitrit-Konzentrationen berechnet. Zur Berechnung der
accuracy der Methode wurde die im verwendeten Puffer vorhandene Nitrit-K onzentration, be-

stimmt zu 294 + 45 nM (Mittelwert £ SD, n = 12), von den gemessenen Konzentrationen ab-
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gezogen. Die RSD aus Doppelbestimmungen wurde fir die Berechnung der Intraassay-
Reproduzierbarkeit, der imprecision, verwendet. Tab. 3 zeigt, dal? die mittlere accuracy bzw.
die mittlere imprecision dieser Methode bel nahezu 100 % bzw. unter 4 % liegt. Die Auftra-
gung der gemessenen (y) gegen die eingesetzten (x) Konzentrationen fuhrte nach linearer Re-
gressions-Anayse zu folgenden Geradengleichungen: y = 9,73 + 1,009 x, r2 = 0,995 (fir
Nitrit), y = -4,04 + 1,027 X, r2 = 0,994 (fir GSNO), y = 11,9 + 0,967 X, r2 = 0,994 (fiir SNC)
in Gegenwart von HgCl.,. In Abwesenheit von HQCl, trug GSNO Uberhaupt nicht (y = 12,4 +
0,001 x, r2 = 0,000) und SNC teilweise (y = 20,5 + 0,141 x, r2 = 0,569) zu Nitrit bei. Das zeigt,
dal3 GSNO im Gegensatz zu SNC unter den Derivatiserungs-Bedingungem stabil ist. Nitrit

konnte sowohl in Gegenwart al's auch in Abwesenheit von HgCl,, quantitativ bestimmt werden.

Tab. 3.  Accuracy und imprecision der Methode zur Quantifizierung von Nitrit, GSNO und
SNCin 0,2 M Tris-Puffer, pH 7,4, mittels GC-MS.

Konzentration, zugegeben [nM]  Konzentration, gemessen [nM; Mittelwert + SD]/ imprecision [%]/ accuracy [%0]]

Verbindung Nitrit S-Nitroso-Glutathion S-Nitroso-Cystein
100 105 + 1,9/1,6/105 93,9 +7,3/7,6/% 111 +1,2/1,1/111
200 196 + 17/8,7/98 166 + 6,1/3,3/83 176 +5,4/3,1/88
300 322 +13/4,1/107 303 £ 2,7/0,7/101 320 + 12/3,8/107
400 407 +19/4,7/102 413 +17/4,1/103 412 + 21/5,1/103
500 543 + 3,2/0,6/109 536 + 16/3,5/107 501 + 12,3/2,5/100
600 624 + 14/2,2/104 627 + 28/4,4/105 598 + 21/3,6/100
700 708 + 43/6,1/101 741 £ 17/1,9/106 680 + 17/2,5/97
800 806 + 44/5,4/101 833 + 5,1/0,6/104 766 + 23/2,9/96
900 925 + 1,6/0,2/103 920 + 29/3,2/102 899 + 23/2,5/100
1000 1009 + 56/5,5/101 977 + 21/3,2/98 973 + 25/2,6/97

Mittlere imprecision/accuracy [%] 3,91/103,1 3,25/100,3 2,97/99,9

Zur Berechnung der accuracy wurde die Nitrit-Konzentration im verwendeten Puffer (gemes-
sen as 294 + 45 nM, n = 12) von jedem Mel3wert subtrahiert.

Das LOD wurde durch Dreifachbestimmung von verschiedenen GSI®NO-K onzentrationen in
100 W-Aliquots von 0,2 M Tris-Puffer, pH 7,4, im Bereich von 0-10 nM ermittelt. Bei einer
GS!>NO-Konzentration von 0,1 nM lag das Signal-zu-Rauschen-Verhatnis bei 20:1 und die
mittlere RSD bel 7 %. Vorausgesetzt, dal3 die absolute Wiederfindungsrate der Methode
100 % betragt, liegt das LOD bei 30 amol injiziertem Nitrit (als PFB-Derivat, 1 pl aus 300 p
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Toluol) und ist derzeit offenbar das niedrigste Detektions-Limit fur S-Nitroso-Substanzen und
Nitrit.

4252 Bestimmungvon GSNO und SNC in menschlichem Plasma-Ultrafiltrat mittels GC-MS

Die Bestimmung von SNC und GSNO, das extern zu Ultrafiltraten von frisch gewonnenem,
gepooltem Human-Plasma (EDTA als Anticoagulanz) zugegeben wurde, wurde folgender-
mal3en vorgenommen: Das Plasmawurde mit DTPA versetzt, so dal3 darin eine Konzentration
von 600 uM vorlag. Anschlief3end folgte eine Ultrafiltration durch Zentrifugation (10°C,
1200 g, 60 min). Die Ultrafiltrate wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung auf Eis aufbe-
wahrt. FUr jede Konzentration wurde ein 250 pl-Aliquot des Ultrafiltrates mit frisch herge-
stellten Mischungen aus SNC und S'®NC bzw. GSNO und GS'®NO in dest. Wasser versetzt.
Die Menge des internen Standards SI°NC bzw. GS®NO betrug in jeder Probe 1,5 nmol. Die
SNC- und GSNO-Mengen lagen im Bereich von 0-2,5 nmol. Sofort nach der Zugabe der
S-Nitroso-Substanzen und Mischen erfolgte die Injektion eines 200 pl-Aliquots in die HPLC
(System A, Eluent A). Die Fraktionen mit der Retentionszeit von SNC (1,2 ml) bzw. GSNO
(0,6 ml) wurden gesammelt. Zu je zwei 100 pl-Aliquots dieser Fraktionen wurden 10 pl

10 mM HgCl, gegeben und die Proben analog zur Aufarbeitung fir die GC-MS-Bestimmung

von Nitrit weiterbehandelt.

Auftragung der Peakflachenverhéltnisse von m/z 46 zu m/z 47 (y), die in den HPL C-Fraktio-
nen von SNC (y;) bzw. GSNO (y,) gemessen wurden, gegen die dem Plasma-Ultrafiltrat zu-

gesetzten SNC- (x,) bzw. GSNO-Konzentrationen (x,) fuhrte nach linearer Regressions-Ana-
lyse zu Geraden mit den Gleichungeny, = 1,767 + 0,164 x,, r = 0,998 und y,, = 0,999 + 0,147
X,, I = 0,989. Wahrend die Steigungen der beiden Geraden vergleichbar sind, ist der y-

Achsenabschnitt der Geraden fir SNC um einen Faktor von fast 2 grof3er as derjenige der
Geraden fir GSNO. Die mittlere Peakflache von m/z 47 von SNC, dessen Wert bei
126.083 £ 16.714 (Mittelwert + SD), RSD = 13,8 %, n = 12, liegt, ist halb so grold wie der
von GS'®NO, dessen Wert bei 255.571 + 35.185 (Mittelwert + SD), RSD = 13,3 %, n = 14,
liegt. Die Ursache hierfir sind sehr wahrscheinlich die grofderen HPL C-Fraktionen, die fir die
SNC-Bestimmung gesammelt wurden und die damit einhergehende Verdinnung des internen
Standards bei gleichbleibender Konzentration des im Eluenten vorhandenen Nitrits (Abb. 9).

Die Auftragung der SNC- (y,) bzw. GSNO- (y,) Konzentrationen nach Abzug der Konzentra-

tionen, die in Plasma-Ultrafiltraten ohne extern zugegebenes SNC bzw. GSNO gemessen
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wurden, gegen die zugegebenen SNC- (x,) bzw. GSNO- (x,) Konzentrationen flhrte zu den
in Abb. 10 dargestellten Regressionsgeraden mit den Gleichungen: y; = 0,068 + 1,000 x,
bzw.y, =0,271 + 0,883 x,. Die Steigungen von 1,0 und 0,88 zeigen, dal3 die relative Wieder-

findungsrate von SNC und GSNO in Plasma-Ultrafiltrat in der Néhe von 100 % liegt. Die
mittlere RSD lag in diesen Experimenten bei 5,1 % fur SNC und bel 2,4 % fir GSNO.
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wa] Plasma, wwi Plasma,
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5000- o o o0 - y
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Abb.9.  Partidlle GC-MS-Chromatogramme aus Analysen von SNC (linke Seite) und
GSNO (rechte Seite) in Ultrafiltraten von Human-Plasma, denen SNC bzw. GSNO in einer
Konzentration von 0 (obere Chromatogramme) und 10 pM (untere Chromatogramme)
zugesetzt wurde. Vor der GC-MS-Analyse erfolgte die Trennung der S-Nitroso-Substanzen
mittels HPLC. Die internen Standards (1.S.) S®NC und GSNO wurden zu den Ultrafiltraten
in Konzentrationen von je 6 uM gegeben. Selected ion monitoring (SIM) von m/z 46 (obere
Spuren) bzw. m/z 47 (untere Spuren) wurde fur die nicht-markierten bzw. fir die
15N-markierten Substanzen durchgefiihrt. Die Peaks bei m/z 46 in den oberen Chromatogram-
men stammen nicht von endogenem SNC bzw. GSNO, sondern von Nitrit aus dem Puffer.
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Abb. 10. Verhdtnis zwischen den zum Ultrafiltrat von menschlichem Plasma zugegebenen
Konzentrationen der S-Nitroso-Substanz (RSNO) SNC bzw. GSNO und den gemessenen

Konzentrationen. Die Konzentrationen von SINC und GS®NO betrugen je 6 pM in den
Ultrafiltrat-Proben. Die gemessenen Konzentrationen in den Proben, denen kein SNC bzw.
GSNO zugesetzt wurde, wurden von den anderen abgezogen. Nach Sammlung der HPLC-
Fraktionen mit der Retentionszeit von SNC bzw. GSNO folgte GC-MS-Anadyse. Die
gezeigten Werte sind Mittelwerte £ SD aus Doppel bestimmungen.

4.2.6 Qualitativer Nachweis von [1°N]Nitrit und °N-markierten S-Nitroso-Substanzen

Zum qualitativen Nachweis von [1°N]Nitrit und 1°N-markierten S-Nitroso-Substanzen wurden
200 pl-Aliquots von Ultrafiltraten aus biologischen Proben oder waélrigen, Protein-armen
Proben in HPLC-System A oder B (moglich mit allen im Rahmen dieser Arbeit benutzten
HPL C-Eluenten) injiziert und 0,5 min- oder 1 min-Fraktionen gesammelt. In den Sammelge-

falken (4 mi-Polypropylen-Rdhrchen oder Eppendorf-Reaktionsgefal3en) wurde HQCl,, vorge-

legt, so dald in der gesammelten Fraktion eine Konzentration von 1 mM vorlag. Anschlief3end
wurden 100 pl-Aliquots ohne Zugabe eines internen Standards wie fur die Nitrit-Bestimmung
mittels GC-MS beschrieben aufgearbeitet. Die Auftragung der Peakflachenverhéltnisse von
m/z 47 zu m/z 46 gegen die Zeit liefert Chromatogramme, bel denen sich die Gegenwart einer
S-Nitroso-Substanz durch eine Erhéhung des Peakflachenverhaltnisses m/z 47 zu m/z 46 zur
Retentionszeit dieser Substanz bemerkbar macht (in Abb. 59, Kapitel 5.7.1 ist ein Beispiel
eines solchen Chromatogramms zu sehen). Zur exakten Quantifizierung der S-Nitroso-Sub-
stanzen ist diese Methode jedoch nicht geeignet, da im Eluenten durch Verschleppung von
Nitrit und Nitrit-freisetzenden Substanzen die Nitrit-Konzentration zu stark schwanken kann.
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427 Bestimmung von GSNO mittels HPLC mit Fluoreszenz- und UV-Absorptions-
Detektion nach Vor-Saulen-Derivatisierung mit OPA

Die hier entwickelte Methode zur HPLC-Anayse von GSNO basiert auf der einzigartigen Re-
aktion von GSH mit OPA zur Bildung eines trizyklischen, stabilen und fluoreszierenden Iso-
indol-Derivats [68]. Die Ausweitung dieser Methode auf GSNO setzt eine Umwandlung von
GSNO in GSH und eine vorgeschaltete Eliminierung von GSH voraus, welches urspriinglich

inder Matrix, z.B. Plasma, vorhanden ist.

4271 HPLC-SystemB

Die verwendeten Gerdte (Pumpen und Detektoren) sind in Kapitel 4.1.13 beschrieben. Als
Trennsaule wurde hier ausschliefllich die mit Nucleosil 100-5 C,g, 5 um Partikel-GroRe, ge-

packte Saule von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet. Zusétzlich zum UV-De-
tektor war, wiein 4.1.13 beschrieben, ein Fluoreszenz-Detektor parallel geschaltet.

Als mobile Phase dienten die im Materialien- und Chemikalien-Teil angegebenen Eluenten C,
D und E. Isokratische L&ufe wurden bei einer Fluf3rate von 1-1,4 ml/min durchgefihrt.

Es wurde bel einer Wellenlange von 338 nm zur Detektion nicht derivatisierter S-Nitroso-
Substanzen und deren OPA-Derivate gearbeitet. Der Fluoreszenz-Detektor war auf Excita-
tions/Emissions-Wellenléngen von 338 nm/458 nm eingestellt.

4.2.7.2 |solierung von GSNO aus Plasma-Ultrafiltraten und waldrigen Lésungen

200 pl-Aliquots der Probe wurden in das HPLC-System B (Eluent D) injiziert und der HPLC-
Peak (1,4 ml) mit der Retentionszeit von GSNO (3,019 + 0,081 min) gesammelt. Die Flul¥rate
betrug hier 1,4 ml/min. Die Retentions-Zeiten von GSSG, Cystin, Cystein und GSH betrugen
1,825 + 0,005, 1,925 + 0,012, 1,959 + 0,059 und 2,326 + 0,039 min (alle Angaben as
Mittelwerte £ SD, n = 4). Unter diesen Bedingungen konnten 4 Plasma-Ultrafiltrate nach-
einander injiziert werden. Anschlief3end wurde die Saule fir 20 min mit Acetonitril gespilt.

4.2.7.3 Derivatisierungs-Prozeduren

Die Derivatisierung von GSH und GSNO in wél¥igen gepufferten Losungen mit OPA wurde
durch Vortex-Mischen von 1 ml-Aliquots von GSH- bzw. GSNO-Ldsungen in 75 mM Borat-
Puffer, pH 8, mit 50 pl-Aliquots des entsprechenden OPA-Reagenzes bei RT durchgefiihrt.
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200 pl-Aliquots wurden auf die HPLC-Saule (System B, Eluent E) injiziert. Die Derivatisie-
rung von GSH in Abwesenheit von GSNO wurde fir 2 min mit OPA-Reagenz A durchge-
fuhrt, wahrend die Derivatisierung von GSNO in Gegenwart von GSH mit OPA-Reagenz B
oder C durchgefuhrt wurde. Um GSH (5 pM) aus GSNO-Ldsungen zu eliminieren, wurden
diese Gemische mit einem 20-molaren Uberschul® von N-Ethylmaleimid (NEM) gegeniiber
GSH fur 5 min inkubiert. Eine 5 pM GSH-Konzentration wurde gewéhlt, da sie der in
menschlichem Plasma vorhandenen GSH-K onzentration entspricht [96]. Anschlief3end wurde
ein 50 W-Aliquot der OPA-Reagenzien B oder C zum Reaktionsgemisch gegeben. Als opti-
male Inkubationszeit zur quantitativen GSNO-Bestimmung wurde 40 min ermittelt (siehe

unten).

Zur Bestimmung von GSNO in HPL C-Fraktionen wurde ein 0,7 ml-Aliquot der gesammelten
HPL C-Fraktion mit 0,3 ml 75 mM Borat-Puffer, pH 8, und 2 il 121 mM NEM versetzt. Nach
5 min Inkubation bei RT folgte die Zugabe von 100 pl OPA-Reagenz B und 40 min Inkuba
tion. Von diesem Ansatz wurden anschlief3end 200 pl in die HPLC (System B, Eluent D) inji-

ziert.

4.2.7.4 Entwicklung, Optimierung und Validierung der Methode
Die Reaktion von GSH mit OPA-Reagenz A fihrte zu einer schnellen Bildung eines UV-

Licht absorbierenden und fluoreszierenden Derivats mit Absorptions-/Emissions-Wellenlén-
gen von 338 und 458 nm (Abb. 11 und Abb. 12). Die OPA-Derivate von GSH eluierten von
der HPLC bel 8,1 min (Abb. 11, links). Die Reaktion von GSH (1 pM) mit OPA-Reagenz A
war nach 2 min beendet. Im Gegensatz dazu reagierte GSNO mit OPA-Reagenz A nur sehr
langsam: Nach 40 min hatte weniger als 5 % des GSNO zum OPA-Derivat reagiert, das bel
8,1 min eluiert (HPLC-System B, Eluent E). Wenn aber OPA-Reagenz B oder C verwendet
wurde (d. h. in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol oder NAC), war die Bildung des UV-
(Abb. 11, mittleres Bild) und Fluoreszenz-aktiven (Abb. 11, rechtes Bild) Derivats mit der
Retentionszeit von 8,1 min erheblich beschleunigt. Interessanterweise war die Reaktion von
GSH mit OPA-Reagenz B langsamer als mit OPA-Reagenz A, was die Vermutung nahelegt,
dafd 2-Mercaptoethanol die Reaktion von GSH mit OPA stdrt. Die Inkubation von 100 pM
GSNO in 75 mM Borat-Puffer, pH 8, mit 12,2 mM 2-Mercaptoethanol, aber ohne OPA flhrte
zum kompletten Verschwinden des GSNO nach einer Inkubationszeit von 120 s und zu einer
maximalen Bildung von 2-(Nitrosomercapto)-ethanol. Diese Messung wurde unter Verwen-
dung von HPLC-System B mit Eluent C durchgefuhrt (nicht gezeigt).
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Abb. 11. HPLC-Chromatogramme (System B, Eluent E, Flu3rate = 1 ml/min) aus Analysen
von GSH (5 uM) und GSNO (5 pM) in Borat-Puffer mit Fluoreszenz-Detektion (338 nm/458
nm, Excitation/Emission) und UV -Absorptions-Detektion (338 nm) nach Derivatisierung mit-
tels OPA-Reagenz A (GSH, 2 min) und OPA-Reagenz B (GSNO, 40 min). Die Abschw&
chungen der Integratoren waren 22 fir die UV-Absorption und 28 fur die Fluoreszenz-Detek-
tion. Die OPA-Derivate von GSH und GSNO sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. 12.  Effekt der Inkubationszeit auf die Bildung der UV -absorbierenden (UV) und Fluo-
reszenz-aktiven (Fl) Derivate, die durch die Reaktion von GSH (1 pM) mit OPA -Reagenz A
(OPA A) bzw. von 1 uM GSNO mit OPA-Reagenz B (OPA B) gebildet wurden. Zur Analyse
wurde HPLC-System B und Eluent E verwendet.
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Das Derivat von GSH mit OPA, das in Abwesenheit von 2-Mercaptoethanol gebildet wird,
zeigt ein UV-Vis-Spektrum, das dem Spektrum des Derivates sehr dhnlich ist, welches durch
Reaktion von GSNO und OPA in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol gebildet wird (nicht ge-
zeigt). Die ermittelten Werte fur die molaren Absorptionskoeffizienten bei einer Wellenlange
von 338 nm (Absorptions-Maxima der Derivate) betrugen 4800 M-1 cm® fiir beide Derivate.
Der molare Absorptionskoeffizient von nicht-derivatisertem GSNO betrdgt bei 336 nm
900 M1 cm1 [30]. Das bedeutet, dai’ die Derivatisierung von GSNO mit OPA in Gegenwart
von 2-Mercaptoethanol zu einer Steigerung der UV-Absorption von GSNO um etwa Faktor 5
gegentiber intaktem GSNO fihrt. Somit kénnen GSNO-Bestimmungen bei einer Absorptions-
Wellenlange von 338 nm zu empfindlicheren Anaysen fuhren. Vergleichbare Ergebnisse

wurden auch bel Verwendung von OPA-Reagenz C erhalten (nicht gezeigt).

Unter Verwendung von HPLC-System B und Eluent C konnte eine signifikante Bildung von
2-([*°N]Nitrosomercapto)-ethanol bzw. S-[°N]Nitroso-N-Acetylcystein (SI°NAC) sogar
2 min nach Inkubation von 10 pM GS!NO mit OPA-Reagenz B bzw. C nachgewiesen wer-
den. Die Konzentrationen von 2-([1°N]Nitrosomercapto)-ethanol bzw. SPNAC dnderten sich
waéhrend der folgenden 60 min in beiden Ansétzen nicht mehr (nicht gezeigt). Die maximale
Bildung des HPL C-Peaks, der bei 8,1 min eluiert (HPLC-System B, Eluent E), wurde nach 30
bis 40 min Inkubation erreicht. Ein 200 pl-Aliquot eines Reaktionsgemisches von GSNO
(210 uM) mit OPA-Reagenzien B bzw. C wurde nach 2 min Inkubation auf die HPLC (HPLC-
System B, Eluent E) injiziert und 0,5 ml-Fraktionen bis zu einer Retentionszeit von 15 min
gesammelt. Diese wurden mit 1 mM HgCl, behandelt und mittels GC-MS analysiert. Die

Chromatogramme zeigten Zunahmen im Peakflachenverhéltnis von m/z 47 zu m/z 46 bel Re-
tentionszeiten von Nitrit (2,5 min) und 2-(Nitrosomercapto)-ethanol (4,7 min) bzw. SNAC
(3,7 min). Es wurden hingegen keine Zunahmen dieses Peakflachenverhdtnisses bei der Re-
tentionszeit von 8,1 min oder einer anderen Retentionszeit festgestellt (nicht gezeigt). Das be-

deutet, dal’ das OPA-Derivat von GSNO offenbar keine S-[1°N]Nitrosogruppe mehr enthélt.

Der Versuch, die Ausbeute des bel 8,1 min eluierenden Peaks durch Steigerung der NAC-
Konzentration (11, 22, 48 und 70 mM) im OPA-Reagenz C zu erhthen, fuhrte nur zu unbe-
deutend héheren Ausbeuten und hatte keinen Einflufd auf die SNAC-Bildung (nicht gezeigt).

Zur Strukturaufklarung der OPA-Derivate wurden Inkubations-Ansédtze von GSH mit OPA-
Reagenz A bzw. GSNO und GS™NO mit OPA-Reagenz B mittels HPLC (System B,
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Eluent D) analysiert und die Peaks mit der Retentionszeit von 8,1 min gesammelt, mit Ameli-
sensdure angesauert und mittels ESI-M S analysiert. Es wurden identische Massen- und Tan-
dem-Massenspektren aus allen drei Ansdtzen erhalten. In den Massenspektren aller drei OPA-
Derivate wurden Massen-Fragmente hoher Intensitét bei m/z 404 (60 %), 387 (100 %) und
281 (38 %) beobachtet. Die Massen-Fragmente bel m/z 404 sind sehr wahrscheinlich dem
[M-1]* - lon zuzuordnen. Die Kollisions-aktivierte Dissoziation (30 eV) der Mutter-lonen bei
m/z 404 dler Derivate fuhrte zu identischen Tandem-Massenspektren mit Tochter-lonen
hoher Intensitét bei m/z 404 (50 %), 387 (75 %), 267 (20 %), 121 (48 %), 105 (100 %) und 69
(24 %).

Auch diese Daten legen die Annahme nahe, dal3 die im Rahmen dieser Methode gebildeten
OPA-Derivate von GSH und GSNO die gleiche Struktur besitzen. Diese Daten sind in voller
Ubereinstimmung mit denen von Neuschwander-Tetri und Roll [68], die fur das OPA-GSH-
Derivat eine trizyklische Verbindung, némlich 1-Alkylthio-2-alkylisoindol, hier bezeichnet
als OPA-GSH, vorgeschlagen haben. Dieses Derivat wird durch Reaktion sowohl mit dem
priméren Amin als auch mit der Thiol-Gruppe von GSH mit OPA und Abspaltung von zwei
Molekulen Wasser gebildet (Abb. 13). Diese Daten untermauern daher die Annahme, dal3 das
OPA-Derivat von GSNO mit OPA-Reagenz B oder C keine S-Nitroso-Gruppe enthélt.

o Hooc” > N)j/
H
H

OPA OPA-GSH OPA-GSH-2ME

Abb. 13.  Chemische Strukturen von o-Phthaldialdehyd (OPA) und der UV-absorbierenden
und fluoreszierenden Derivate, die bei der Reaktion von GSH mit OPA in Borat-Puffer bel
pH 8 in An- und Abwesenheit von 2-Mercaptoethanol (2ME) entstehen. In der Abwesenheit
von 2ME reagiert GSH mit OPA zu einem tricyklischen Isoindol-Derivat (OPA-GSH). In Ge-
genwart von 2ME reagiert GSH mit OPA hauptséchlich zum OPA-GSH und zum Teil ver-
mutlich zu einem Isoindol-Derivat mit einem Molekil GSH und einem Molekil 2ME (OPA-
GSH-2ME). Durch langsame intramolekul are nucleophile Reaktion der SH-Gruppe des OPA-
GSH-2ME mit dem rdumlich nahen C-Atom, das die 2ME-Gruppe tréagt, entsteht schliefdich
OPA-GSH.
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Da GSH und GSNO mit OPA-Reagenz B das gleiche OPA-Derivat bilden, ist es zur spezi-
fischen Bestimmung von GSNO in Gegenwart von GSH notwendig, das nicht aus GSNO
stammende GSH vor der Derivatisierung vollstandig zu entfernen. Fir diesen Zweck wurde
NEM verwendet. Mittels HPLC-Analyse stellte sich heraus, daf3 ein hoher molarer Uberschuld
an NEM gegentiber GSH zur zuverlassigen und vollstandigen Entfernung des GSH notwendig
ist. Da aber NEM wiederum mit aus GSNO gebildetem GSH reagieren wirde, mul3 nach der
Alkylierungung von GSH das Uberschiissige NEM entfernt werden. Das wurde durch die Zu-
gabe von 2-Mercaptoethanol bzw. NAC zum OPA-Reagenz erreicht. Der Effekt von ver-
schiedenen GSH-Konzentrationen (0-200 pM) und zwei NEM-Konzentrationen (240 und
480 uM) auf die Detektion von GSNO (1 uM) in Borat-Puffer (75 mM, pH 8) ist in Abb. 14
dargestellt. Bis zu einer Konzentration von 50 uM storte GSH die Analyse von GSNO nicht.
Bel htheren Konzentrationen trug GSH zum gemessenen GSNO bei. Eine Verdoppelung der
verwendeten NEM-Konzentration im Inkubations-Ansatz senkte den Beitrag von GSH zum
gemessenen GSNO bis zu einer GSH-K onzentration von 150 puM ab. Bei einer GSH-Konzen-
tration von 200 uM hatte die Verdoppelung der NEM-Konzentration auf 480 pM keinen
Effekt mehr.

1 GSNO =1 um

Konzentration [UM]

LLnm

GSH [uM]

100 150 200

Abb. 14. Effekt von GSH und NEM auf die Fluoreszenz-Detektion von GSNO (HPLC-
System B, Eluent E). 1 ml-Aliquots von wél¥igen gepufferten Losungen von 1 pM GSNO,
die GSH in den angegebenen Konzentrationen enthielten, wurden mit OPA-Reagenz B deri-
vatisiert. Vor der Derivatisierung wurden die Ansdtze mit 2 pl- (offene Saulen) bzw. 4 pl-Ali-
guotsvon 121 mM NEM (ausgefullte Sdulen) (240 bzw. 480 uM NEM in den Ansétzen) fur 5
min inkubiert. Die Derivatisierung erfolgte fir 40 min mit OPA-Reagenz B.
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Fir GSH und GSNO in An- und Abwesenheit von GSH (5 uM) wurden Standard-Kurven in
Puffer im Konzentrationsbereich von 0-1000 nM in Doppel-Bestimmung angefertigt. Lineare
Regression der Peakflachen (8,1 min) vom Fluoreszenz-Signal (y,) und UV-Absorptions-

Signal (y,) gegen die Konzentration (x) fuhrte zu Geraden mit den Regressions-Gleichungen:
y; =09+ 745x (r> = 0,991) und y, = 42 x (r?> = 0,990) fir GSH unter Verwendung von OPA-
Reagenz A, y, =-0,4 + 638 x (r> = 0,993) und y, = -0,2 + 38 x (r? = 0,995) fir GSNO in Ab-
wesenheit von GSH unter Verwendung von OPA-Reagenz B und NEM und y, = 620 x (r? =
0,993) undy, =1+ 39X (r? = 0,996) fir GSNO in Gegenwart von 5 pM GSH unter Verwen-

dung von OPA-Reagenz B und NEM. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch unter Verwen-
dung von OPA-Reagenz C erhalten (nicht gezeigt). Der mittlere Variations-Koeffizient dieser
Analysen war 7,4 = 3,5 % bei Verwendung der UV-Absorption und 4,3 = 2,4 % bei Verwen-
dung der Fluoreszenz-Detektion. Die Daten zeigen deutlich, dal3 es unter diesen Derivati-
sierungs-Bedingungen auch bei einem sehr hohen molaren Uberschul? von GSH gegeniiber
GSNO zu keiner Interferenz von GSH mit der GSNO-Messung kommt.

GSH wurde bel Verwendung von OPA-Reagenz A um einen Faktor von 1,1 empfindlicher
gemessen als bei Verwendung von Reagenz B oder C. Fir GSH und GSNO in wal¥rigen
L 6sungen wurde ein vergleichbares LOD (bel einem Signal-zu-Rauschen-Verhdtnis von 3:1)
ermittelt: GSH und GSNO konnten unter Verwendung der Fluoreszenz-Detektion in einer
Konzentration von 3 nM und unter Verwendung der UV -Absorptions-Detektion in einer Kon-
zentration von 70 nM detektiert werden. Die dazugehdrigen Variations-Koeffizienten
betrugen 10,8 bzw. 15,1 %. Die OPA-Derivate von GSH (im OPA-Reagenz A) bzw. GSNO
(im OPA-Reagenz B oder C) blieben mindestens 12 h unverandert, wenn sie bei RT in brau-
nen Glasgefal3en gelagert wurden (nicht gezeigt).

Neuschwander-Tetri und Roll [68] haben gezeigt, da? GSH in menschlichem Plasma als
OPA-GSH-Derivat bestimmt werden kann, wenn die Plasma-Proteine vor der Derivatisierung
mit 5-Sulfosalicylsaure gefdlt worden sind. Diese Vorgehensweise ist fur die GSNO-Bestim-
mung in Plasma nicht geeignet, da unter sauren Bedingungen aus GSH und im Plasma vor-
handenem Nitrit sehr schnell artifiziell GSNO gebildet werden wirde [43], wenn nicht sehr
hohe NEM-Konzentrationen verwendet werden. Auf3erdem muf3 vermieden werden, dal? sich
GSH unter den Derivatisierungs-Bedingungen mit OPA und 2-Mercaptoethanol artifiziell aus
GSSG hildet. GSSG und gemischte Disulfide von GSH und anderen Thiolen kommen im
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Plasma vor [96] und wirden durch das 2-Mercaptoethanol zu den entsprechenden Thiolen re-
duziert werden. In der Tat fuhrte die 40 minttige Derivatisierung von 1 pM GSSG in 75 mM
Borat-Puffer, pH 8, mit OPA-Reagenz B zur Bildung von 1,7 pM des GSH-OPA-Derivates
(Ausbeute von 85 %). Aus diesem Grunde fihrte auch die direkte Messung von GSNO nach
Derivatisierung von Plasma-Ultrafiltrat-Proben mit OPA-Reagenz B zu nicht-reproduzier-
baren Werten. Daher mul3te GSNO aus Plasma-Ultrafiltraten vor der Derivatisierung in intak-
ter Form isoliert werden. Als eine gangbare Mdglichkeit erwies sich die Isolierung von GSNO
mittels HPL C (System B, Eluent D) vor der Derivatisierung.

Abb. 15 und Abb. 16 zeigen, dal3 eine spezifische und Interferenz-freie Quantifizierung von
GSNO in Ultrafiltraten von menschlichem Plasma unter Verwendung von einem einzigen
HPLC-System (System B, Eluent D) mdglich ist. Die Ahnlichkeit der HPLC-Chromato-
gramme, die aus Anaysen von GSNO in menschlichen Plasma-Ultrafiltraten (Abb. 15, links)
und aus wal¥igen Puffer-Losungen (Abb. 15, rechts) erhalten wurden, zeigt, dal3d GSNO in
Plasma-Ultrafiltraten von menschlichem Plasma genauso zuverlassig bestimmt werden kann
wie GSNO neben GSH in Puffer. Abb. 16 zeigt eine gute Linearitét zwischen Peakfl&che (y)
und GSNO-Konzentrationen (x) im Bereich von 0-1000 nM im Plasma-Ultrafiltrat. Es wurde
fur Plasma-Ultrefiltrat die Regressions-Gleichung y = 474 + 19,6 x (r = 1,000) erhalten. Lineare
Regressions-Analyse zwischen Peakflache (y) und GSNO-K onzentration (0-1000 uM) in Puffer
(x) in Gegenwart von GSH (5 pM) fihrte zur Regressions-Gleichung: y = 1085 + 21,8 X (r =
0,997). Das Verhdltnis der Geraden-Steigungen der Kalibrierkurven in Plasma-Ultrafiltrat und
der Standard-Kurve in Puffer betrégt 0,9. Das bedeutet eine Wiederfindungs-Rate von 90 % fir
GSNO aus Plasma-Ultrafiltrat. Die mittlere Variabilitdt im gesamten Konzentrationsbereich
betrug 8 % (Variationskoeffizient).

Das LOQ dieser Methode wurde durch Vierfach-Bestimmung von Plasma-Ultrefiltraten, die mit
50, 100 und 250 nM GSNO versetzt waren, ermittelt und betrégt 100 nM bei einer accuracy
von 85 % und einer Prézision (Variationskoeffizient) von 12 %. Das Fehlen von Peaks mit der
Retentionszeit des GSH-OPA-Derivates sowohl in nicht mit GSNO versetztem Plasma
Ultrafiltrat als auch in Puffer (Abb. 15) zeigt, dal3 weder GSH noch GSSG noch andere in Plas-
ma vorhandene Verbindungen die Messung von GSNO stdren. Abb. 15 (linkes Chromato-
gramm) &3 vermuten, dal3 GSNO im Human-Plasma nicht in htheren Konzentrationen a's 100

nM vorkommt.
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Abb. 15.  HPLC-Chromatogramme (System B, Eluent E, FluGrate = 1,4 ml/min) aus Ana-
lysen von GSNO in Ultrafiltrat-Proben von Human-Plasma (links) und in Puffer (rechts) ohne
und mit Zugabe von GSNO in Konzentrationen von 250 und 1000 nM. Es wurden 200 pl-Ali-
quots der Ultrafiltrate bzw. Puffer-Proben mittels HPLC (gleiches System) analysiert und die
GSNO-Peaks isoliert. Anschliefiend wurden zu 0,7 ml-Aliquots der GSNO-Fraktionen 300
Borat-Puffer, pH 8, gegeben und diese Proben fir 5 min mit 240 yM NEM und mit OPA-
Reagenz B fur weitere 40 min inkubiert. Die Ultrafiltrat-Proben enthielten endogenes GSH
(4,2 uM, gemessen mit HPLC-System A, Eluent A). Die gepufferten Ldsungen enthielten alle
5uM GSH.

25000

Peakflache

0 ' 2(I)0 ' 4(I)0 ' 6(I)0 ' 8(I)0 ' 10IOO
GSNO [nM]

Abb. 16. Kalibrierkurve fir die GSNO-Bestimmung Uber die Derivatisierung zu OPA-GSH
in Ultrafiltrat-Proben von gepooltem Human-Plasma. GSNO wurde den Ultrafiltrat-Proben in
den angegebenen Konzentrationen zugesetzt. Alle Proben wurden in Doppel bestimmung
analysiert. Die Werte sind as Mittelwerte £ SD dargestellt. Die endogene GSH-Konzentration
im gepoolten Plasma-Ultrafiltrat betrug 3,8 uM (analysiert mit HPL C-System A, Eluent A).
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4.2.8 Untersuchungder Aktivitat von neuronaler NOS-Aktivitat in vitro

4.2.8.1 NOS-Assay mittels GC-MS

Versuche mit isolierter neuronaler NOS wurden wie folgt durchgefihrt: Die NOS-Cofaktoren
wurden in 5 ml Puffer A verdinnt, so dal3 die folgenden Konzentrationen resultierten: 10 uM
Tetrahydrobiopterin (H,Bip), 5 UM Flavinadenindinucleotid (FAD), 5 uM Flavinadeninmono-

nucleotid (FMN), 500 uM CaCl ,, 800 uM Nicotinamidadeni ndinucleotidphosphat (NADPH).

Je 400 pl-Aliquots wurden mit L-[15N2]Argi nin und gegebenenfalls mit Hemmstoff in ver-

schiedenen Konzentrationen versetzt und fur 10 min bei 37°C vorinkubiert. In der Regel wur-
den die Reaktionen durch Zugabe von NOS gestartet. Die NOS-Konzentration in den An-
sdtzen betrug in den meisten Fallen 13 pg/ml. Bedingungen, die von den hier beschriebenen
abweichen, sind in den zugehoérigen Abbildungen oder in der zugehorigen Versuchsbeschrei-
bung aufgefiihrt. Zum Stoppen der Reaktion wurden 100 pl-Aliquots in 1,5 ml-Glasgefalie
Uberfuhrt, in denen sich je ein 400 pl-Aliquot eiskaltes Aceton und ein auf das Volumen von
100 pl bezogener interner Standard von 2,5 uM [ 1*N]Nitrit befand. Die Proben wurden sofort
zur vollstandigen Denaturierung der NOS gemischt, 10 il PFB-Bromid zugesetzt und weiter
fr die GC-M S-Bestimmung von Nitrit aufgearbeitet und analysiert.

Im Puffer, der fir die Aktivitats-Bestimmung der neuronalen NOS verwendet wurde, lag
Nitrit in einer Konzentration von 258 + 43 nM (Mittelwert £ SD, n = 6) vor. Eine Standard-
Kurve von 0-10 uM [15N]Nitrit in Puffer unter Verwendung von 2,5 uM [14N]Nitrit als inter-
ner Standard fuhrte nach linearer Regressions-Analyse zwischen gemessener (y) und zugege-
bener (x) [L°N]Nitrit-K onzentration zu folgender Regressions-Gleichung: y = 0,019 + 1,027 X,
r2 = 0,995,

Das LOD dieser Methode betrug 0,2 nM [1°N]Nitrit bei einem Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis
von 20:1. Die mittlere Prazision (RSD) betrug hier 4,8 %. Das LOQ betrug 4 nM [1°N]Nitrit bei
einer mittleren accuracy von 93 % und einer mittleren Prézision (RSD) von 5,4 %. Die Nitrit-
Konzentration im fur diese Experimente benutzten Puffer betrug 280 nM. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die Nitrit-Analysen im Rahmen der in vitro-NOS-Experimente in Doppel-
bestimmung durchgefiihrt. Die mittlere RSD dieser Nitrit-Messungen betrug 2,5 % (n = 183).
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4.2.8.2 Optimierung der | nkubationsbedingungen

Bei Camodulin- (CaM) und NADPH-Konzentrationen von 50 nM bzw. 800 pM war die
NOS-katalysierte [*°N]Nitrit-Bildung aus L-[*°N,]JArginin Gber eine Dauer von 2 min streng
linear abhéngig von der Inkubationszeit und nahm bel langeren Inkubationszeiten geringflgig
ab (Abb. 17), so dald auch Uber Inkubationszeiten bis 10 min von einer Linearitét der
[1°N]Nitrit-Bildung gesprochen werden kann. Bei einer NADPH-K onzentration von 800 uM
fUhrte eine Erhdhung der CaM-Konzentration von 50 auf 500 nM zu einer Uber die gesamte
Inkubationszeit erhdhten [1°N]Nitrit-Bildung. Der lineare Bereich der [1°N]Nitrit-Bildung war

jedoch unter diesen Bedingungen auf Inkubationszeiten bis 2 min beschrankt und die [1°N]Ni-
trit-Bildung fiel dann sehr stark ab. Wurde NADPH in einer Konzentration von nur 200 pM

und CaM in einer Konzentration von 500 nM verwendet, war die [1°N]Nitrit-Bildung Gber
einen linearen Bereich von 2 min annéhernd gleich der, die bel Verwendung von 800 uM
NADPH zu beobachten war. Nach 4 bzw. 10 min Inkubation waren die [1°N]Nitrit-K onzen-
trationen allerdings deutlich niedriger alsin Gegenwart von 800 pM NADPH.

16

—M— 500 nM CaM, 200 pM NADPH
—O— 500 nM CaM, 800 uM NADPH
—@— 50 nM CaM, 800 uM NADPH o
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Abb. 17.  Abhangigkeit der NOS-katalysierten Bildung von [*°N]Nitrit aus L-[*°N,]Arginin
von der Inkubationszeit. Die Proben (1 mi-Aliquots) in Puffer, der 100 pM L-[1°N,JArginin

und alle Cofaktoren (0,2 oder 0,8 mM NADPH, 50 oder 500 nM CaM) enthielt, wurden fir
10 min bei 37°C vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1,3 pg/ml NOS pro Ansatz
gestartet. Nach den angegebenen Inkubationszeiten wurde die Reaktion durch Zugabe von
Aceton gestoppt.
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4.2.8.3 Bestimmung der spezifischen Aktivitat der neuronalen NOS

Unter den oben genannten Bedingungen war die gemessene NOS-Aktivitdt bis zu einer
NOS-Konzentration von 26 pg/ml linear von der eingesetzten NOS-Menge abhéangig (Abb.

18). Die mittlere spezifische Aktivitédt der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten neuronalen

NOS betrug nach diesem Experiment 94 nmol [*°N]Nitrit - min't - mg1.
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Abb. 18.  Abhangigkeit der [N]Nitrit-Bildungsrate aus L-[*°N,]Arginin von der NOS-Kon-
zentration. Die Ansédtze mit allen Cofaktoren (hier 0,8 mM NADPH, 500 nM CaM) und
L-[*>N,]JArginin (100 pM) in Puffer wurden 10 min bei 37°C vorinkubiert und die Reaktion

durch Zugabe verschiedener NOS-K onzentrationen (0,26, 0,65, 1,3, 2,6, 5,2, 9,1, 13, 26 und
52 pg NOS pro ml) gestartet. Nach 1 min wurde die Reaktion durch Zugabe von Aceton
gestoppt.

4.2.8.4 Untersuchung der Wirkung der NOS-Inhibitoren L-NNA, L-NMA, L-NAME und
SDMA auf die NOS-Aktivitat
Abb. 19 zeigt, dal? N®-Nitro-L-Arginin (L-NNA), N®-Methyl-L-Arginin (L-NMA), N®-Nitro-
L-Arginin-Methylester (L-NAME), Asymmetrisches (NG,NC-) Dimethylarginin (ADMA) und
Symmetrisches (NG,NC -) Dimethylarginin (SDMA) Uber die gesamte Inkubationszeit von 30
min in unterschiedlichem MaRe die NOS-katalysierte Bildung von [1°N]Nitrit aus
L-[*>N,]Arginin hemmen. Diese Abbildung zeigt auch, da3 L-NNA der starkste NOS-Inhibi-
tor ist, gefolgt von ADMA, L-NMA, L-NAME und SDMA.. In der Abwesenheit eines NOS-
Inhibitors waren nach 30 min etwa 30 % des L-[1°N,]Arginins zu [1N]Nitrit umgesetzt wor-
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den. Die HPLC-Analyse (System A, Eluent B, 205 nm) eines 200 pl-Aliquots eines Ansatzes
ohne Hemmstoff nach 30 min Inkubation zeigte, dal3 in dieser Probe zu diesem Zeitpunkt kein

L-[*>N,]Arginin mehr vorhanden war.

20
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Zeit [min] NOS-Inhibitor [1 uM]

Abb. 19. A: Inhibition der NOS-katalysierten Bildung von [°N]Nitrit aus L-[°N,]Arginin
durch L-NNA, L-NMA, L-NAME, ADMA und SDMA. L-[15N2]Arginin (20 puM) wurde mit

alen Cofaktoren und NOS fir die angegebenen Zeiten in Abwesenheit (Kontrolle) und in
Gegenwart der getesteten Inhibitoren (je 1 uM) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von NOS (1,3 pg/ml Ansatz) gestartet. B: zeigt das Ausmal? der Inhibition der NOS-Aktivitét
durch die verschiedenen Inhibitoren, wie sie sich aus den nach einer Minute gemessenen

[1°N]Nitrit-Bildungsraten in A errechnen. Die Werte sind Mittelwerte + SD aus Doppelbe-
stimmungen.

4285 Ermittlung enzymkinetischer Daten der ungehemmten und mit ADMA gehemmten NOS
Unter Verwendung verschiedener L-[15N2]Arginin-Konzentrationen und in Gegenwart ver-
schiedener ADMA-Konzentrationen (0, 1, 5 bzw. 10 pM) wurde die enzymatische Bildung
von [1N]Nitrit aus L-[*°N,]Arginin untersucht. Der Versuch wurde fir jede ADMA-Konzen-
tration in Mehrfachbestimmung (O M ADMA: n=5; 1 yM ADMA: n=3; 5uM ADMA: n
= 4; 10 yM ADMA: n = 3) durchgefthrt. Dabei variierten die verwendeten L -[°N,]Arginin-
und auch NOS-Konzentrationen (0,65 bzw. 0,325 pg/ml) in den einzelnen Versuchen. Die In-

kubationszeit betrug bei alen Versuchen 2 min. Die [1°N]Nitrit-Bildungsgeschwindigkeiten

wurden in Relation zur eingesetzten NOS-Menge bestimmt. Mittels Hanes- bzw. Lineweaver-
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Burk-Auftragung (Abb. 20, A und B, Quadrate) wurden K und V . in Abwesenheit von
ADMA bestimmt. Diese Werte betrugen 3,30 bzw. 3,01 uM fiir L-[®N,JArginin und 0,205

bzw. 0,207 umol [1N]Nitrit - mint - mg NOS™.

Die Inhibitionskonstante K; fur die Hemmung der NOS durch ADMA wurde ebenfalls durch

Hanes- (Abb. 20 A) und Lineweaver-Burk-Auftragungen (Abb. 20 B) fir die verschiedenen
ADMA-Konzentrationen ermittelt. Der Wert fir K, betragt demnach 0,42 + 0,14 bzw. 0,32 +

0,07 uM (Mittelwerte £ SD, n = 3) fir ADMA.

Unter Annahme einer kompetitiven Hemmung wurden fur verschiedene L-[2°N,]Arginin-Kon-
zentrationen mit Hilfe der nach Hanes bzw. Lineweaver-Burk berechneten Werte fir K,V
und K; die [°N]Nitrit-Bildungsgeschwindigkeiten berechnet. Die berechneten [°N]Nitrit-Bil-
dungsgeschwindigkeiten waren mit Ausnahme der berechneten Kurve fir 0 yM ADMA

deutlich hoher as die gemessenen, vor allem bei der niedrigsten ADMA-Konzentration von

1 uM (nicht gezeigt).

Das veranlaldte zu der Annahme, dal3 ADMA ein nicht-kompetitiver Inhibitor der NOS sein
konnte. Aus diesem Grunde wurde mittels Hanes- bzw. Lineweaver-Burk-Auftragungen
zusétzlich die zweite Inhibitionskonstante K;; (1,61 + 0,22 bzw. 2,17 + 0,90 uM, Mittelwerte

+ SD, n = 3) von ADMA bestimmt und die [1°N]Nitrit-Bildungsgeschwindigkeiten unter

Annahme einer nicht-kompetitiven Hemmung berechnet.

In Abb. 20 C und D sind die entsprechenden Kurven, die unter Verwendung der nach Hanes
bzw. Lineweaver-Burk ermittelten Konstanten erhalten wurden, zusammen mit den
gemessenen Werten aufgetragen. Trotz der erheblichen Streuung der gemessenen Werte
besteht eine gute Korrelation zwischen gemessenen und berechneten  [1N]Nitrit-Bildungs-
geschwindigkeiten. ADMA ist aso sehr wahrscheinlich ein nicht-kompetitiver Inhibitor der
NOS. Dafir spricht auch der Befund, dal3 sich die erhaltenen Geraden in beiden Auftragungs-

verfahren links von der y-Achse schneiden.

Typische GC-M S-Chromatogramme aus Analysen von Proben in den hier beschriebenen Ex-
perimenten sind in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 20. (A) und (B): Hanes- und Lineweaver-Burk-Auftragungen der NOS-Aktivitét, ge-
messen bel verschiedenen L-[15N2]Argini n-Konzentrationen (2,5-100 uM) in Gegenwart von
ADMA (O, 1, 5und 10 pM). Es wurde mit allen Cofaktoren und der entsprechenden ADMA-
Konzentration for 10 min bei 37°C vorinkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
NOS (6,5 oder 3,25 pg/ml) gestartet und nach 2 min durch Zugabe von Aceton gestoppt.
[1°N]Nitrit wurde mittels GC-MS unter Verwendung von 2,5 pM [14N]Nitrit alsinterner Stan-
dard quantifiziert. Die Gleichungen fir die erhaltenen Regressionsgeraden lauten fir Hanes:
OpuM ADMA:y =16,12 +4,88x,r=0,926; 1 yM ADMA:y = 87,76 + 8,56 X, r = 0,956; 5
UM ADMA:y = 185,28 + 17,94 x, r = 0,916; 10 uyM ADMA: y = 308,95 + 34,54 x, r = 0,913
und fur Lineweaver-Burk: O uyM ADMA:y =4,82 + 1452 x, r =0,719; 1 yM ADMA: y =
8,78+ 79,25 x,r=0,988; 5 uM ADMA:y =11,97 + 245,38 X, r = 0,936; 10 yM ADMA:y =
29,74 + 371,78 x, r = 0,930.

(C) und (D): Vergleich der unter Verwendung der Konstanten V|, K, K, und K;; berech-

neten [1°N]Nitrit-Bildungsgeschwindigkeiten mit den gemessenen Werten. In (C) wurden die
mit Hilfe von (A) berechneten Konstanten (Hanes) eingesetzt. In (D) wurden die mit Hilfe
von (B) berechneten Konstanten (Lineweaver-Burk) verwendet.
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Abb. 21. Gegenlberstellung partieller GC-MS-Chromatogramme aus Analysen der
NOS-katalysierten Bildung von [°N]Nitrit aus L-[*°N,]Arginin in Gegenwart von allen Co-

faktoren. Dargestellt sind Chromatogramme, wie sie aus Ansdtzen mit O (links) und 40 uM
L-[*°N,]JArginin (rechts) erhalten wurden.

4.2.9 Trennung von [®N]Nitrit und GS®NO in NOS-Ansitzen in Gegenwart von GSH

Um in NOS-Ansitzen GSNO neben [1°N]Nitrit nachweisen zu kénnen, muRten beide Sub-
stanzen vollsténdig voneinander getrennt werden. Wie bereits beschrieben wurde, ist HPLC-
System A mit Eluent A nicht dazu geeignet, da es bel der Injektion aufgrund des niedrigen
pH-Wertes des Eluenten aus Nitrit und hohen Konzentrationen von GSH (3 mM) zur arti-
fiziellen GSNO-Bildung kommt. Das ist bei Verwendung von Eluent D (pH 7) und HPLC-
System B nicht der Fall. Diese Analysen-Bedingungen haben allerdings den Nachteil, dal3
sowohl Nitrit als auch GSNO sehr kurze Retentionszeiten haben. Bel Inkubationen von NOS
mit L-[°N,]Arginin auch in Gegenwart von GSH ist mit sehr hohen [°N]Nitrit-Konzentra-

tionen und nur sehr niedrigen GS™NO-Konzentrationen zu rechnen. Es wurde daher unter-
sucht, ob in Proben von GSH-haltigen, kompletten NOS-Ansétzen und einem hohen molaren
Uberschuf3 von [1°N]Nitrit (40 uM) gegenilber GSI°NO (2 puM) eine vollstandige Abtrennung
von GSNO méglich ist. Zu diesem Zweck wurde eine solche Probe auf die HPLC (System
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B, Eluent D) injiziert, 15 s HPLC-Fraktionen gesammelt (0,3 ml), mit HgCl,, (10 mM) ver-
setzt und mittels GC-MS auf [1°N]Nitrit analysiert. Die Auftragung der Peakflachenverhalt-
nisse von m/z 47 zu m/z 46 gegen die Retentionszeit fuhrte zu einem Chromatogramm, bel
dem ein sehr groRer Peak bei 2 bis 3 min ([1°N]Nitrit) und ein kleiner Peak bei der Re-

tentionszeit von GSNO (3,5 min) auftraten. Die beiden Peaks waren deutlich voneinander
getrennt. Das Verhdltnis der Peakflachenverhaltnisse von m/z 47 zu m/z 46 in den Fraktionen
von GS®NO zu ['N]Nitrit lag bei 0,067. Somit kénnen GS°NO-K onzentrationen unter die-
sen Bedingungen auch in Konzentrationen deutlich unter 2 uM in Gegenwart von hohen
[1°N]Nitrit-K onzentrationen nachgewiesen werden. Eine exakte Quantifizierung von GS°NO
in NOS-Ansdtzen ist mit dieser Methode nur dann moglich, wenn dem Eluenten oder den
HPL C-Fraktionen ein interner Standard von GS“NO zugesetzt wird, da durch die Injektion
relativ starke Schwankungen der [1*N]Nitrit-Konzentration im Eluenten auftreten kénnen.
Eine Verwendung des im frisch angesetzten Eluenten vorhandenen Nitrits (260 + 30 nM,

Mittelwert + SD, n = 5) asinterner Standard wére nur begrenzt maoglich.

4.2.10 Quantifizierung von Hydroxylamin mittelsGC-MS
Hydroxylamin (NH,OH) wurde in walrigen gepufferten Losungen mittels GC-MS im NICI-
Modus unter Verwendung von °N-markiertem Hydroxylamin (*>NH,OH) als interner Stan-

dard nach Derivatisierung mit Pentafluoroacetophenon zum Oxim-Derivat wie folgt quanti-

fiziert:

100 pl-Aliquots der zu analysierenden Lésungen wurden mit 15N H,OH als interner Standard

(20 uM) versetzt und Methanol (400 ), Pentafluoroacetophenon (10 pl) und N,N-Diisopro-
pylethylamin (10 pl) zugesetzt. Die Reaktions-Ansdtze wurden fur 1 h bei RT inkubiert.
Anschliefiend wurde das Methanol im Stickstoff-Strom entfernt und die Rickstande mit je
300 pl Toluol extrahiert. Die Oxim-Derivate von nicht-markiertem und 1°N-markiertem
NH,OH (je 1 mM in Puffer) wurden entsprechend hergestellt. Die Pentafluoroacetophenon-
Derivate von Hydroxylamin traten nach GC-Trennung als zwei Peaks auf, die den syn- und
anti-lsomeren der Oxim-Derivate entsprechen. Die intensivsten Massenfragmente waren m/z
190 ([M-CH,-HF]") fur nicht-markiertes und m/z 191 ([M-CH,-HF]") fur das N-markierte

Hydroxylamin.
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Zur Quantifizierung von Hydroxylamin wurden 1 pl-Aliquots der Toluol-Extrakte auf die

GC-Sauleinjiziert und mittels SIM bei m/z 190 fur NH,OH und m/z 191 fir NH,OH analy-

siert.

Es wurde eine Standardkurve in Puffer A fir NH,OH (0-100 pM) mit NH,OH (20 pM) an-

gefertigt. Die Lineare Regression zwischen gemessener (y) und zugegebener Konzentration
(X) von NH,,.OH ergab die Gleichung y = 4,208 + 0,865 x; r = 0,997.

Der mittlere Koeffizient der intra-assay variation betrug 4,6 % fur NH,OH. Das LOQ der

Methode wurde auf 10 nM fir den Haupt-Peak bestimmt. Der Variationskoeffizient betrug
dabei 15 %.

5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur Stabilitat und NO-Freisetzung von S-Nitroso-
Substanzen in pH-neutralen gepufferten waldrigen L 6sungen

SNC ist die reaktionsfreudigste bekannte physiologisch vorkommende S-Nitroso-Substanz
und der stérkste NO-Donor unter den S-Nitroso-Substanzen. [64] SNC und andere S-Nitroso-
Substanzen entfalten ihre physiologische Wirkung direkt oder durch Freisetzung von NO
[64]. Die NO-Freisetzung aus S-Nitroso-Substanzen wird durch Kupfer-lonen katalysiert. In
vivo wie auch in vitro in walrigen Loésungen ist Cul*, dem die eigentliche katalytische
Aktivitét nachgesagt wird [23], instabil. Ziel der Untersuchungen im folgenden Abschnitt war
es, den EinfluR von Cu?* und Cystein auf die Stabilitat von SNC und die NO-Freisetzung aus
SNC aufzukléren. Diese Untersuchungen wurden in Puffer durchgeftihrt, da die NO-Freiset-
zung von SNC in Plasma aufgrund seines hohen Proteingehaltes nicht gemessen werden kann.
Albumin ist das haufigste Protein im Plasma. Deshalb wurde in weitergehenden Versuchen
der Einflul von Albumin auf die NO-Freisetzung aus SNC erforscht. Da Albumin auch Cu?
binden kann, wurde ferner gepriift, ob Albumin-gebundenes Cu?* einen Einfluf auf die Stabi-
litdt von SNALB und SNC hat.
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Desweiteren wurde die NO-Freisetzung aus S-Nitroso-Homocystein (SNhC) untersucht. Bel
Patienten mit Gefal3erkrankungen wurden erhdhte Homocystein-K onzentrationen gemessen.
Homocystein wird daher as Risikofaktor fur Arteriosklerose diskutiert [143]. Es sollte ge-
prift werden, ob diese Krankheit mit einer moglichen Verschiebung des Gleichgewichtes
zwischen SNC und SNhC und der daraus resultierenden verringerten NO-Freisetzung im

Plasma zusammenhéangen konnte.

5.1.1 EinfluR von Cu?* und Cystein auf die NO-Freisetzung aus SNC in Puffer A
In je 1 ml Puffer A wurden Ldsungen von Cystein angesetzt. Die Reaktionen wurden durch
Zugabe von SNC gestartet und die NO-Freisetzung mittels NO-Sensor gemessen. In einer

weiteren Versuchsreihe wurden Reaktionen von Cystein und CuSO,, in Puffer A auf die glei-

che Weise untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 22 dargestellt.

In der Abwesenheit von Cystein und CuSO, setzte SNC die grofite NO-Menge frei (Abb. 22).

Mit steigenden Cystein-K onzentrationen nahm die maximale NO-Konzentration ab, und zwar
sowohl in Abwesenheit (Abb. 22 A) als auch in Gegenwart von CuSO, (Abb. 22 B). Die Zei-

ten bis zur maximalen NO-Konzentration nahmen ebenfalls mit steigender Cystein-Konzen-
trationin An- und Abwesenheit von CuSO, ab. In Abwesenheit von CuSO, nahmen die NO-

Konzentrationen nach Erreichen ihrer Maxima mit steigenden Cystein-Konzentrationen lang-

samer ab. CuSO, (0,5 uM) fuhrte zu einer Steigerung der maximalen NO-Konzentration, zu

einer erheblichen Beschleunigung der NO-Freisetzung aus SNC und zu einer ebenfalls erheb-
lich beschleunigten Abnahme der NO-Konzentration (Abb. 22 B). Zugabe von Cystein ernie-
drigte die Lebenszeit von NO konzentrationsabhangig. Erhchung der CuSO,-Konzentration

von 500 auf 1000 nM fuhrte bel einer Cystein-Konzentration von 50 UM zu einer beschleu-
nigten NO-Bildung, aber auch zu einem beschleunigten Abbau von NO (Abb. 22 C). Dai3
Cystein oder CuSO, die Stabilitat von SNC sehr stark, die von NO aber kaum beeinflussen,

konnte durch Inkubation von wéldrigen NO-L6sungen in Puffer A unter gleichen Bedingungen
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Reaktionskinetische Untersuchungen ergaben, dal3 sich
in Gegenwart von CuSO, (500 nM) und hohen Cystein-Konzentrationen (50 uM, 100 uM)

die Kinetik des NO-Zerfalls in Puffer A von einer Kinetik zweiter Ordnung in eine Kinetik
nullter Ordnung andert. Die Zerfallsgeschwindigkeit von NO anderte sich dabel allerdings

vergleichsweise unwesentlich. Die in Abb. 22 ersichtlichen Effekte von Cystein und CuSO,
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auf die NO-Halbwertzeiten sind also auf die durch Cystein verlangsamte und durch CuSO,

beschleunigte NO-Freisetzung aus SNC zuriickzufUhren. Es ist deutlich, dal3 sich die Effekte
von Cystein und CuSO, praktisch gegenseitig aufheben. Die Inkubation von SNC in Puffer A

in Gegenwart von 1 mM HQClI,, fuhrte hingegen zu keiner NO-Freisetzung aus SNC, aber zur

nahezu quantitativen Bildung von Nitrit (nicht gezeigt).
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Abb. 22.  NO-Freisetzung aus SNC (10 pM) in Puffer A (50 mM KH,PO,, pH 7), gemessen

mit einem NO-Sensor. (A) Der Puffer enthielt die angegebenen Cystein-Konzentrationen und
kein CuSO,. (B) Der Puffer enthielt die angegebenen Cystein-Konzentrationen und 0,5 uM

CuSQ,. (C) Der Puffer enthielt 50 uM Cystein und 0,5 bzw. 1 pM CuSO ,. SNC wurde allen

Ansédtzen in Form von 2,1 pl-Aliquots einer 4,8 mM Stammldsung zum Zeitpunkt t = 0 s zu-
gegeben. Hinweis. Die NO-Bildung ist as Spannungszunahme angegeben, da eine genaue
Quantifizierung nicht moglich ist (s. Kapitel 1.3). Als Malstab fiir die NO-Freisetzung wurde
bei jedem Experiment als Vergleich SNC in Puffer A inkubiert.

5.1.2 Einflu3 von Cystein auf die Stabilitat von SNC in Puffer A

In je 5 ml Puffer wurden Cystein-Ldsungen von O, 1, 2,5, 5, 7,5 und 10 pM angesetzt. Der
Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von einer SNC-Stammlésung (9,52 mM), so dal3

SNC-Anfangskonzentrationen von 100 uM resultierten. Von den Proben wurden nach ver-
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schiedenen Inkubationszeiten 200 pl-Aliguots genommen und auf die HPLC (System A, Elu-
ent A) injiziert. Zur Quantifizierung von Nitrit wurden weitere 200 ul-Aliquots zu verschie-
denen Zeitpunkten entnommen, mit 20 gl 5 N HCI und 30 pl einer Cystein-Lésung (1 mM)
versetzt und nach 5 min Inkubation in die HPLC injiziert. Als Standards fir die SNC- und
Nitrit-Quantifizierung dienten jeweils die 0 min-Proben. Am folgenden Tag (ca. 20 h) wurden
weitere Proben entnommen und mittels GC-MS auf ihren Nitrit-Gehalt untersucht. Auf3erdem
wurden von samtlichen Proben erneut 200 pl-Aliquots entnommen und in die HPLC injiziert,
um sicherzustellen, dal3 kein SNC mehr in den Ansétzen existierte. Cystein und Cystin wur-
den zu diesem Zeitpunkt durch Injektion von 200 pl-Aliquots der 1:3 mit dest. Wasser ver-
dinnten Inkubations-Ansétze in die HPLC injiziert (Detektion bei 205 nm). In den Proben
wurde ferner Hydroxylamin mittels GC-M S bestimmt.

Abb. 23 zeigt, dal3 SNC in der Abwesenheit von Cystein bereits nach 10 min nicht mehr nach-
weisbar war, wahrend die Nitrit-Konzentration nach dieser Zeit schon 90 uM betrug. Cystein
bewirkte in einer Konzentration von nur 1 uM eine drastische Steigerung der SNC-Stabilitét,
die sich in einer verminderten Nitrit-Bildung auf3erte. Eine weitere Steigerung der Cystein-
Konzentration von 1 auf 10 uM bewirkte eine verhdltnismaldig schwache weitere Stabilisie-
rung von SNC, aber eine deutliche Verminderung der Nitrit-Bildung. Nach 20 h konnte in
keinem Ansatz noch intaktes SNC gemessen werden.

Abb. 24 zeigt die Konzentrationen der untersuchten Substanzen nach einer Inkubationszeit
von ca. 20 h im selben Experiment. In der Abwesenheit von Cystein betrug die Nitrit-Konzen-
tration ca. 90 UM entsprechend einer Ausbeute von ca. 90 %. Steigende Cystein-Konzentra-
tionen bewirkten eine konzentrationsabhéngige Abnahme der Nitrit-Konzentration (Abb. 24,
links). Hydroxylamin, ein mogliches Produkt von S-Nitroso-Substanzen [144], war in alen
Ansédtzen in sehr kleinen Konzentrationen zu messen. Seine Bildung zeigte keine deutliche
Abhangigkeit von der Cystein-Konzentration. Die Abnahme der Nitrit-Konzentration mit stei-
gender Cystein-Konzentration kann durch die Bildung von Hydroxylamin nicht erklért wer-
den. Welche anderen stickstoffhaltigen Reaktionsprodukte von SNC entstanden sind, wurde
nicht untersucht. Cystin konnte in der Probe, in der kein Cystein extern zugegeben worden ist,
nur in sehr kleinen Konzentrationen gemessen werden (Abb. 24, rechts). Das heil3, dal3 aus
SNC in Abwesenheit von Cystein kein Cystin entsteht. Die konzentrationsabhangige Bildung
von Cystin weist darauf hin, dal3 dieses Cystin ausschliefdlich aus dem extern zugesetzten
Cystein und nicht aus SNC stammt.
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Abb. 23.  Zeitlicher Verlauf des SNC-Zerfalls (A) und der Nitrit-Bildung (B) bei der Inkuba-
tion von 100 yM SNC in Puffer A as Funktion der Cystein-Konzentration.
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Abb. 24. Konzentration von Nitrit und Hydroxylamin (links) sowie Cystein und Cystin
(rechts) nach 20 h Inkubation von 10 pM SNC in Puffer A in Gegenwart der angegebenen

Cystein-Konzentrationen.
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513 Verglech der NO-Freisetzung aus SNC, GSNO, SNAC und SNALB in Puffer A

Je 20 M SNC, GSNO, SNAC, SNhC und SNALB wurden separat zu Puffer A (1 ml) gegeben
und die NO-Freisetzung mit dem NO-Sensor gemessen. Nur SNC fihrte dabel zu einer mef2baren
Bildung von NO (nicht gezeigt).

514 NO-Freisetzung aus SNC in Puffer A in Gegenwart von HSA

SNC wurde in Gegenwart von HSA (0,1-10 pM) inkubiert und die NO-Frel setzung gemessen. In
einem Versuch wurden 10 M HSA erst 7 s nach der SNC-Zugabe zum Ansatz zugegeben. Die
Gegenwart von HSA fihrte zu einer konzentrationsabhangigen, ausgepragten Verringerung der
NO-Freisetzung aus SNC (Abb. 25). Bereits 0,1 uM HSA, aso ein 10-facher molarer Unterschul
von HSA gegenlber SNC, fihrte zu einer Veringerung der maximaen NO-Konzentration im
Ansatz (in mV) um 54 %. Die maximale NO-Konzentration wurde erst zu einem spéteren Zeit-
punkt (65 ) ereicht as in Abwesenheit von HSA (37 s). Bereits 1 yM HSA fuhrte zu einer
86%igen Veringerung der maximalen NO-Konzentration. Das Maximum trat hier zeitlich stark
verzogert auf (300 s). In Gegenwart von 10 pM HSA konnte schlief3lich kein NO mehr detektiert
werden. Die Zugabe von HSA (10 pM) erst 7 s nach der SNC-Zugabe fiihrte (nach vollsténdigem
Durchmischen des Ansatzes) zu einer abrupten Beendigung der NO-Freisetzung aus SNC. Der
Zerfal des bereits entstandenen NO wurde durch HSA offenbar nicht beeinfluf® (Abb. 25).

1600

1400

1200
1000

800

U [mV]

600

400

N
=1
=]

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Zeit [s]

Abb. 25.  Messung der NO-Freisetzung bei der Inkubation von SNC (1 uM) in Puffer A, der
die angegebenen HSA-Konzentrationen enthielt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
SNC in den HSA-haltigen Puffer A gestartet. Die mit senkrechtem Pfeil markierte Kurve
wurde erhalten, indem HSA (10 pM) erst 7 s nach der Zugabe von SNC zugesetzt worden ist.
Hinwels: Dieim Vergleich zu anderen Experimenten sehr starken NO-Signale fir 1 pM SNC
sind auf die Verwendung einer neuen NO-Elektrode zurtickzuf Ghren.
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In einem weiteren Versuch wurde SNC in Puffer A mit HSA in Gegenwart verschiedener
Cystein-Konzentrationen inkubiert und die NO-Bildung registriert. Die Ergebnisse sind in
Abb. 26 dargestellt. 0,1 uM HSA fihrte bel einer Cystein-Konzentration von 1 UM zu einer
verlangsamten NO-Freisetzung aus SNC (3), verglichen mit einem Ansatz, der kein HSA ent-
hielt (2). Die maximale NO-Konzentration war nur geringfligig niedriger. Auch dauerte in
Gegenwart von 0,1 uM HSA (3) die NO-Frei setzung lénger an als in Abwesenheit von HSA
(2). Die Erh6hung der Cystein-Konzentration auf 10 pM bei einer HSA-Konzentration von
0,1 puM (5) fuhrte zu einer erheblichen Verzégerung und Verringerung der NO-Frei setzung
aus 1 uM SNC. Die Erhéhung der HSA-Konzentration auf 1 uM bel einer Cystein-Konzen-
tration von 10 uM (6) fuhrte zu einer geringeren maximalen NO-Konzentration und zu einer
verzogerten, aber langer andauernden NO-Freisetzung im Vergleich zur Probe, die nur
0,1 uM HSA und 10 uM Cystein (5) enthielt. Lag in der Probe 1 uM HSA aber gar kein
Cystein vor (4), fuhrte das zu einer beschleunigten, verstarkten und verlangerten NO-Frei set-
zung im Vergleich zu Proben, die zusétzlich 10 uM Cystein enthielten (6).

0. HSA, o. Cys (1)

/

0. HSA, 1 uM Cys (2)

0,1 uM HSA, 1 uM Cys (3)

1 uM HSA, o. Cys (4)

/ f

0,1 M HSA, 10 M CyS (5) 1 |, HSA. 10 M Cys (6)

&
&
s

T T T T
0 100 200 300 400
Zeit [min]

Abb. 26. NO-Freisetzung bei der Inkubation von SNC (1 puM) in Puffer A, der die angege-
benen HSA- und Cystein-Konzentrationen enthielt. 0. HSA und o. Cys bedeuten: ohne HSA
bzw. ohne Cystein.

Folglich fuhrt HSA zu einer Verlangerung der Dauer der NO-Freisetzung aus SNC und einer
Verringerung der maximalen NO-Konzentration, ohne dal3 die Gesamtausbeute an NO aus

SNC, die sich in der Flache unter der Kurve ausdriickt, dabel wesentlich verringert wird. Ist
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Cystein vorhanden, so wird die Gesamtausbeute an NO sogar durch HSA wesentlich erhoht
(Vergleiche hierzu die Kurven (2) und (3) bzw. (5) und (6) in Abb. 26).

5.15 Vergleich der NO-Freisetzung aus SNC und SNhC in Puffer
Die Inkubation von SNhC (20 pM) in Puffer A in Abwesenheit von CuSO, und Cystein

fuhrte zu praktisch keiner mef3baren NO-Bildung (nicht gezeigt). Die aus SNC und SNhC er-
haltenen Verlaufe der NO-Bildung in Gegenwart von CuSO, und Cystein sind in Abb. 27 dar-

gestellt.
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Abb. 27.  NO-Freisetzung aus SNC und SNhC (je 20 uM) in Puffer A in Gegenwart von
CuSO, (500 nM). In den Cystein-haltigen Ansétzen betrug die Cystein-Konzentration 40 M.

Wahrend die Inkubation von SNC in Puffer A in Abwesenheit von Cystein zu einer sehr
schnellen, starken, aber kurz anhatenden NO-Freisetzung fuhrte (1), war die entsprechende
NO-Freisetzung aus SNhC zwar vergleichbar kurz anhaltend, aber die Geschwindigkeit der
NO-Freisetzung war deutlich langsamer (3). Die maximale NO-Konzentration in diesem
Ansatz war um 87,5 % niedriger asim gleichen Ansatz mit SNC (1). Wurde SNhC in Puffer
A in Gegenwart von Cystein inkubiert, so flihrte das zu einer erheblich schnelleren und langer
anhaltenden Freisetzung von NO (4) als in Abwesenheit von Cystein (3). Auch die maximale
NO-Konzentration im Ansatz war nur um 55 % geringer als im Ansatz mit SNC ohne Cystein
(2). Es falt auf, dal’ die NO-Freisetzung aus SNhC in Gegenwart von Cystein (4) etwa
genauso schnell verlauft wie die aus SNC in Gegenwart von Cystein (2). Die maximale NO-
Konzentration im Ansatz von SNC mit Cystein (2) ist um 67 % hoher as im Ansatz von
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SNhC mit Cystein (3). Die Dauer der NO-Freisetzung im SNhC/Cystein-Ansatz ist aber deut-
lich langer asim SNC/Cystein-Ansatz. Die in der gesamten Inkubationszeit freigesetzte NO-
Menge scheint somit im SNhC/Cystein-Ansatz sogar um 56 % grofder zu sein as im
SNC/Cystein-Ansatz (nach Integration der Flachen unter den Kurven).

5.1.6 EinfluR von Albumin- bzw. SNAL B-gebundenem Cu®" auf die Reaktion von
S"®NALB zu [15N]Nitrit

Aus je 6 ml Plasma wurden je ca. 6 ml SI°NALB- bzw. Albumin-Standard hergestellt. Je

2,5ml dieser Standards wurden in Gegenwart von 1 mM CuSQO;, fur 10 min inkubiert und

Uber je eine mit Puffer A vorkonditionierte Sephadex PD10-Saule extrahiert. Die Eluate wur-

den anschlief3end erneut Uber 5 mi-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen extrahiert. Zur voll-

standigen Entfernung von freiem Cu®" wurden die Kartuschen vor der Elution mit je 100 ml

Puffer A gespult. Anschlief3end erfolgte das Einengen der beiden Eluate auf jeca. 1 ml.

Je ein 50 pl-Aliquot des mit Cu?* behandelten SYNALB-Standards (Cu-S°NALB) wurde in
Puffer A in An- und Abwesenheit von Cystein fir 2 min bei RT inkubiert. Ferner wurde auf
die gleiche Weise je ein 50 pl-Aliquot des SISNALB-Standards allein und zusammen mit
50 pl-Aliquots des mit Cu?* behandelten Albumin-Standards (Cu-ALB) bzw. des Albumin-
Standards (ALB) inkubiert. Die Proben-Volumina betrugen jeweils 500 yl. Den Ansédtzen
wurde als interner Standard 10 uM [ **N]Nitrit zugesetzt. Nach der Inkubation erfolgte die Zu-
gabe von je zwei 100 pl-Aliquots zu einer Losung von 10 pl PFB-Br in 400 yl Aceton. Die
Proben wurden fiir je 5 min bei RT derivatisiert und die [1°N]Nitrit-Konzentration mittels
GC-MS gemessen. In den Ultrafiltraten aller vier Standards von SI°NALB und ALB wurde
die Konzentration von freiem Cu?* gemessen. In keiner der Ansitze konnte freies Cu?* ge-

messen werden.

In Abb. 28 sind die in den einzelnen Ansitzen gemessenen [1°N]Nitrit-Konzentrationen
dargestellt. In samtlichen Proben, die kein Cystein enthielten, betrug die Konzentration von
[1°N]Nitrit ca. 1 pM. Die [1®N]Nitrit-Konzentration in den Proben, die kein Protein-
gebundenes Cu?* enthielten (bzw. nur Cu?* endogenen Ursprungs), war auch nach der Inku-
bation in Gegenwart von Cystein nur unwesentlich gréf3er als 1 uM. Enthielten die Cystein-
haltigen Proben jedoch Protein-gebundenes Cu?*, so wurden erheblich hohere [1°N]Nitrit-

Konzentrationen gemessen. Es spielt dabei offenbar keine Rolle, ob das Cu?* zum Teil an
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SISNALB selbst oder ausschliefflich an Albumin gebunden ist. Die [1°N]Nitrit-Ausbeuten in
diesen Proben betrugen bereits nach 2 min Inkubation 37 % (Cu-S'>NALB) bzw. 34 %
(S'SNALB + Cu-ALB). Dieses Ergebnis zeigt, da3 an Albumin bzw. SNALB gebundenes
Cu2* bei gleichzeitiger Anwesenheit von Cystein die Stabilitdt von SNALB stark herabsetzt.
Die Bildung von Nitrit ist ein Mal3 fir die Freisetzung von NO.
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Abb. 28.  EinfluR von Protein-gebundenem Cu2* auf die Bildung von [*°N]Nitrit aus Cu-
S>NALB und S'>NALB in Puffer A. Die Inkubationszeit betrug jeweils 2 min. Die Konzen-
tration von Cu-S'>NALB betrug in den entsprechenden Ansitzen 15 uM, die von S°NALB
13 M. Zur Herstellung der Standards siehe Text. Die Protein-Konzentration der Standards
betrug ca. 300 pM.

5.2 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in waldrigen gepufferten L dsungen

In einer vorangegangenen Arbeit [48] wurden Gleichgewichtskonstanten (Keq) von einigen

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen ermittelt. Zum damaligen Zeitpunkt war es noch nicht
moglich, auch Reaktionen zu untersuchen, an denen Albumin/SNALB beteiligt sind. Gerade
solche Reaktionen sind fur die vorliegende Arbeit jedoch von besonderem Interesse. Zusétz-
lich wurde geprift, ob bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen NO und weitere mdgliche Pro-
dukte von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen (wie z.B. Disulfide oder Hydroxylamin)

gebildet werden, um den Mechanismus dieser Reaktion aufzuklaren .
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5.2.1 NO-Bildung bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen

Abb. 29 zeigt, dald GSNO in Tris-Puffer im Gegensatz zu SNC kein NO freisetzt. Zugabe von
SNC (20 uM) zu einer Lésung von GSH (1 mM) im selben Puffer fhrte zu keiner detektier-
baren NO-Freisetzung. Zugabe von GSNO (20 uM) zu einer Cystein-L6sung (1 mM) fiuhrte
hingegen zu einer geringfugigen, aber deutlichen und lang anhaltenden NO-Freisetzung. Es
muf3 daher angenommen werden, dal’ die dabei gemessene NO-Freisetzung auf die SNC-Bil-
dung durch S-Transnitrosylierung von GSNO mit Cystein zurtickzufiihren ist (Cystein +
GSNO = SNC + GSH).

Inkubation von SNC (20 pM) mit 1 mM NAP flhrte zu einer recht ausgepragten NO-Frel set-
zung (Abb. 29), obwohl SNAP eine recht stabile S-Nitroso-Substanz ist. Dieses Uberra-
schende Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus anderen Versuchen (s. Kapitel
5.2.7 und 5.2.8).

GSH + SNC GSNO
-200 : . - . - .

0 100 200 300 400
Zeit [s]

Abb. 29. NO-Freisetzung aus SNC, GSNO und SNAP sowie bei den S-Transnitrosy-
lierungs-Reaktionen GSH + SNC, Cys + GSNO und NAP + SNC in Tris-Puffer (0,2 M,
pH 7,4). SNC und GSNO wurden in Konzentrationen von 20 pM eingesetzt, die Konzentra-
tionen der Thiole Cys, GSH und NAP betrugen 1 mM. Die Reaktionen wurden durch Zugabe
der S-Nitroso-Substanz gestartet.

Inkubation von SNALB (8 uM) in Gegenwart von Cystein (100 uM) fuhrte zu einer geringfi-
gigen Freisetzung von NO, wahrend SNALB alein zu keiner meffbaren NO-Freisetzung
fuhrte (nicht gezeigt). Auch in diesem Falle muf3 angenommen werden, dal3 die gemessene
NO-Freisetzung auf die intermedidre Bildung von SNC zurtickzufthren ist. Auch mit Hilfe
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von “C-markiertem Cystein (s. 5.2.5) konnte bei Reaktionen von SNALB mit Cystein kein
SNC gemessen werden.

5.2.2 Bildung von Hydroxylamin aus Angeli’s Salz und in S-Transnitrosylierungs-Re-
aktionen

Angeli’s Salz (Na,N,Oy) ist ein NO- und NO™-Donor [145]. NO" reagiert weiter zu NH,OH,
so daf3 die Bildung von NH,OH als Indikator fir das direkt nicht detektierbare NO gilt.

Angeli’s Salz diente in diesen Untersuchungen as NO-Donor und sollte helfen nachzu-
weisen, ob NO bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen gebildet wird. Inkubation von
Angeli’s Salz in Tris-Puffer flhrte zu einer konzentrationsabhangigen Bildung von Nitrit und
NH,OH (Abb. 30 A).
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Abb. 30.  Bildung von NH,OH aus Angeli’s Salz und bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen

in Tris-Puffer (0,2 M, pH 7,4). (A) Quantifizierung von Nitrit und Hydroxylamin mittels
GC-MS nach Inkubation von 0-100 uM Angeli’s Salz in Puffer A. (B) Quantifizierung von
NH,OH mittels GC-MS bel S-Transnitrosylierungs-Reaktionen von GSNO mit Cys, GSNO

mit GSH, SNC mit Cys und SNC mit GSH in Tris-Puffer im Vergleich zur Inkubation von
Angeli’s Salz. Die Inkubationszeiten betrugen jeweils 10 min. S-Nitroso-Substanzen und
Angeli’s Salz wurden in Konzentrationen von je 100 uM, die Thiole in Konzentrationen von
j€ 500 UM eingesetzt.

Lineare Regression zwischen gemessenem Nitrit bzw. NH,OH (y) und initialer Angeli"s-Salz-

Konzentration (x) fulhrte zu den Regressions-Gleichungen y = 2,24 + 1,41 x (r2 = 0,999) fiir
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Nitrit und y = 1,74 + 0,49 x (r? = 0,995) fir NH,OH. Diese Ergebnisse zeigen, da3 Angeli’s
Salz bei pH 7,4 fast vollstandig zu Nitrit und NH,OH zerfallt, wobei Nitrit das Hauptprodukt

dieser Reaktion ist. Im Gegensatz dazu kam es in S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in keinem
der untersuchten Fale zu einer mittels GC-M S detektierbaren NH,OH-Bildung (Abb. 30 B). NO

wurde aso bel den untersuchten S-Transnitrosylierungs-Reaktionen nicht gebildet.

5.2.3 S-Transnitrosylierung von GSH durch [1*C]SNC

Es wurde eine Lésung von 500 uM GSH und 700 uM DTPA in Puffer A hergestellt. Dazu
wurden 20 pM SNC und 2615 cpm [14C]SNC zugegeben. Das Volumen des Ansatzes betrug
250 . Nach 3 h wurde ein 200 pl-Aliquot mit dem HPLC-System A (Eluent A) analysiert.
Die Analyse erfolgte mittels UV-Detektion bel 333 nm. Ferner wurden Uber 15 min 1 min-
Fraktionen gesammelt und die Radioaktivitét gemessen. Die GSNO-Konzentration betrug laut
UV-Signa 18,7 uM. Die Gesamtaktivitét aller gesammelten 1 min-HPL C-Fraktionen betrug
1783 cpm. Die HPL C-Fraktionen mit der Retentionszeit von Cystein hatten eine Gesamtakii-
vitét von 1242 cpm. Demnach betragt der Anteil von [14C]Cystein an der eluierten Aktivitét
70 %. Die HPL C-Fraktionen mit den Retentionszeiten von SNC und Cystin hatten keine deut-
lich Uber dem Rauschen liegende Aktivitdt. Demnach hat die S-Transnitrosylierungs-Reaktion
von SNC mit einem hohen molaren Uberschul3 von GSH fast quantitativ (93,5 %) zur Bildung
von GSNO gefiihrt. [*C]SNC und SNC haben dabei fast ausschlieflich zu [*C]Cystein,
Cystein und GSNO reagiert.

5.2.4 S-Transnitrosylierung von nicht markiertem Cystein durch [14C]SNC

SNC wurde in Gegenwart von Cystein, [1*C]Cystein und 700 uM DTPA fiir 5 min in
Puffer A inkubiert. Anschlief3end erfolgte die HPLC-Analyse. Es wurden tber 15 min 1 min-
Fraktionen gesammelt und die Radioaktivitdt gemessen. Die Auftragung der Aktivitdten der
1 min-Fraktionen gegen die Retentionszeit flhrte zum in Abb. 31 dargestellten Aktivitéts-Pro-
fil. Esist zu erkennen, dal? neben dem Peak bei einer Retentionszeit von 4 min ([14C]Cystein)
auch ein Peak mit der Retentionszeit von SNC (8 min) auftritt. Das bedeutet, dal3 eine
S-Transnitrosylierungs-Reaktion auch zwischen einer S-Nitroso-Substanz und dem korres-
pondierenden Thiol stattfindet.
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Abb. 31. Radiogramm aus der HPLC-Analyse eines Gemisches aus 100 uM SNC, 100 uM
Cystein und [14C]Cystein (24748 cpm) in Gegenwart von 700 pM DTPA in Puffer A nach
5-minttiger Inkubation. Es wurden 200 pl (19799 cpm) in die HPLC (System A, Eluent A)
injiziert und 1 min-Fraktionen gesammelt. Anschlief3end wurde die Radioaktivitét in den 1
min-Fraktionen gemessen.

5.2.5 Reaktion von SNALB mit Cystein in Gegenwart von [14C]Cystein

SISNALB wurde in Puffer A mit Cystein, [14C]Cystein und DTPA fiir 5 min inkubiert. An-
schliefRend erfolgte Ultrafiltration durch Zentrifugation und die HPLC-Analyse des Ultra-
filtrates. Es wurden 1 min-Fraktionen gesammelt und die Radioaktivitat gemessen. Abb. 32
zeigt das Aktivitatsprofil. Das Fehlen nennenswerter Aktivitdt in der Fraktion mit der Re-
tentionszeit von SNC zeigt, daR kein oder kaum [14C]SNC gebildet wurde, obwohl der hohe
UberschuR an Cystein theoretisch zu einer nahezu quantitativen S-Transnitrosylierung von
[14C]Cystein durch SINALB unter Bildung von [14C]SNC fiihren sollte. Da die Anfangskon-
zentration von SNALB und Cystein 20 bzw. 200 pM betrug, hétte etwa 10 % der Gesamt-
aktivitét der HPL C-Fraktionen in der Fraktion mit der Retentionszeit von SNC (8 min) zu fin-
den sein missen. Die Analyse des Ultrafiltrations-Rickstandes (Proteinfraktion) mittels Sa-
ville-Methode zeigte kein Vorhandensein von S-Nitroso-Substanzen. Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit vergleichbaren Versuchen unter Verwendung von nicht-markiertem
Cystein, bei denen ebenfalls kein SNC mef3bar war. Die Inkubation von 8 uM SNALB in 100
MM Cystein in Puffer A fihrte hingegen zu einer Freisetzung von NO, die mit dem NO-
Sensor detektiert werden konnte (nicht gezeigt).
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Abb. 32. Radiogramm aus der HPLC-Analyse eines Gemisches aus 20 pM SI°NALB,
200 uM Cystein, [14C]Cystein (72576 cpm) und 700 uM DTPA in Puffer A. Nach einer Inku-
bationszeit von 5 min und Ultrafiltration (2 min, 1200 g, 4°C) wurde ein 200 p-Aliquot
(14515 cpm) des Ultrafiltrates in die HPLC (System A, Eluent A) injiziert, 1 min-Fraktionen
gesammelt und die Radioaktivitét gemessen.

52.6 Reaktion von SNP mit Cystein in Gegenwart von [Y*C]Cystein bzw. mit GSH und NAC

Eine Losung (1 ml) von Cystein (10 mM), [14C]Cystein (138298 cpm) und DTPA (700 puM)
in Puffer A wurde mit SNP versetzt, so dal3 eine initiale Konzentration von 5 mM im Ansatz
vorlag. Nach 0,5, 20, 165 und 283 min wurden 200 pl-Aliquots entnommen und mittels
HPLC (System A, Eluent A) analysiert. Es wurde das UV-Signal bei 333 nm gemessen, fir

jeweils 20 min 1 min-Fraktionen gesammelt und die Radioaktivitét gemessen.

In zZwei weiteren Ansitzen wurden statt Cystein und [1C]Cystein Lésungen von GSH
(10 mM) und NAC (10 mM) mit SNP (5 mM) inkubiert und mittels HPLC analysiert. In
keinem der Ansétze und zu keinem Zeitpunkt konnte mittels UV -Detektion eine Bildung von
SNC, GSNO bzw. SNAC detektiert werden. In dem Ansatz mit Cystein und [14C]Cystein
konnte ebenfalls zu keinem Zeitpunkt [1“C]SNC in Form einer deutlich erhohten Aktivitét der
1 min-Fraktion mit der Retentionszeit von SNC (8 min) detektiert werden (Abb. 33). Anhand
der Radiogramme konnte nur eine geringfiigige Erhthung der Cystin-Konzentration im Laufe
der Inkubationszeit gemessen werden, die alerdings alein mit der Autooxidation von Cystein
zu Cystin erkléart werden konnte. Die Abnahme der Aktivitéten in den 1 min-Fraktionen mit

der Retentionszeit von Cystein (5 min) bzw. die Verfarbung aller Ansédize Uber rosa nach
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braun im Laufe der Inkubationszeit zeigt, dal3 eine Reaktion zwischen Thiolen mit SNP zu un-
bekannten Produkten stattgefunden haben muf3. Diese Reaktionen liefen in Ansdtzen mit
Cystein, gefolgt von GSH, am schnellsten ab.
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Abb. 33. Radiogramm aus der HPLC-Analyse eines Gemisches aus Cystein (10 mM),
[14C]Cystein (138298 cpm), DTPA (700 uM) und SNP (5 mM) in Puffer A. Nach den im
Label angegebenen Zeiten wurden 200 pl-Aliquots in die HPLC (System A, Eluent A)
injiziert und 1 min-Fraktionen gesammelt und die Radioaktivitét gemessen.

52.7 Bestimmung von Gleichgewichtskonstanten von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen

Die Gleichgewichtskonstanten der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten S-Transnitrosy-
lierungs-Reaktionen sind mit zuvor in einer anderen Arbeit [48] ermittelten Gleichgewichts-
konstanten anderer S-Transnitrosylierungs-Reaktionen der Vollstéandigkeit halber in Tab. 4
zusammenfassend dargestellt. Die hdchsten K Werte wurden fur Reaktion 5 (NAC + SNAP

< SNAC + NAP; K, = 7,7) und Reaktion 3 (GSH + SNAP < GSNO + NAP; K¢, = 6,7)

erhalten. In Ansétzen, die SNC, SNAP und ihre korrespondierenden Thiole enthielten, sowie
in quartenaren Gemischen, in denen SNC und SNAP vorhanden waren (s. 5.2.8), kam es zu
einem schnellen Verschwinden von SNC und SNAP. So erhielt man fir Reaktion 6 nach einer
Minute ein Konzentrationsverhatnis von SNC zu SNAP von 2,9, nach 20 Minuten hingegen
eines von 9,3. Zu diesen Zeitpunkten betrug die SNAP-Konzentration 29 bzw. 10 uM, die
SNC-Konzentration 14 und 1,5 pM. Nach 40 min war weder SNAP noch SNC detektierbar.
In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dal3 SNAP allein in Pufferldsungen mit

physiologischem pH-Wert nur recht langsam zerféllt. Die Daten in Tab. 4 zeigen, dal3 in
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S-Transnitrosylierungs-Reaktionen von allen getesteten S-Nitroso-Substanzen SNhC und
SNAC gegentiber GSNO, SNALB, SNAP und SNC bevorzugt sind.

Tab. 4.  Gleichgewichtskonstanten fir verschiedene Systeme von S-Nitroso-Substanzen
und ihren korrespondierenden Thiolen.

Reaktion Gleichgewichtskonstante (K eq)
(A+B=C+D) Keg = ([C] - [DIA] - [B]
1. GSH + SNC = GSNO + Cys 1,98
2. GSH+ SNAC <= GSNO + NAC 0,35
3. GSH + SNAP<= GSNO + NAP 6,67
4. Cys+SNAC = SNC+ NAC 0,20
5. NAC+ SNAP<= SNAC + NAP 7,67
6. Cys+ SNAP = SNC + NAP 2,89/9,34*
7. hCys+ GSNO = SNhC + GSH 2,09
8. hCys+ SNC = SNhC + Cys 5,01
9. hCys+ SNC = SNhC + Cys 1,22
10. GSH + SNALB = GSNO + ALB 0,59
11. Cys+ SNALB = SNC + ALB 0,75

Die Konzentration der S-Nitroso-Substanzen betrug je 20 uM in allen Ansétzen. Die Thiol-
Konzentrationen betrugen bel den Reaktionen 1-9 je 500 uM, in den Reaktionen 10 und 11 je
250 pM. Nur die Reaktionen 10 und 11 wurden in Gegenwart von 1 mM DTPA durchgefihrt.
Die Konzentrationen der niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen wurden nach 15 min Inku-
bation durch Injektion eines 200 ul-Aliquots in die HPLC (System A, Eluent A, 333 nm)
bestimmt. Die Konzentration von SNALB nach 15 min Inkubation wurde nach Extraktion der
Plasma-Proteine mittels 1 ml-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen mittels GC-MS bestimmt.
Die fett gedruckten Resktionen (6-11) wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Die
Daten zu den Reaktionen 1-6 stammen aus [48].

" Instabiles Gleichgewicht

5.2.8 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in einem quartenaren Gemisch aus GSNO,
SNC, SNAC und SNAP und ihren Thiolen

Die Inkubation von GSNO, SNC, SNAC und SNAP mit ihren korrespondierenden Thiolen in
Tris-Puffer fihrte zu einer schnellen Abnahme der SNC- und SNAP-Konzentration (Abb. 34).
Gleichzeitig nahm die Konzentration von SNAC und GSNO zu. Nach einer Minute betrugen
die Konzentrationen der S-Nitroso-Substanzen 50 pM fur SNAC, 25 pM fir GSNO, 2 uM fur
SNC und 5 puM fur SNAP. Wahrend nach 20 min die SNC- und SNAP-Konzentrationen nicht
mehr bestimmbar waren, nahmen die SNAC- und GSNO-Konzentration innerhalb der folgen-
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den 39 min lediglich um 8 pM (SNAC) bzw. 5 uM (GSNO) ab. Diese Ergebnisse zeigen
einen fast quantitativen Transfer der NO-Gruppe von SNC und SNAP auf die SH-Gruppen
von NAC und GSH, wobei mehr auf NAC as auf GSH Ubertragen wurde. Das Konzentra-
tionsverhaltnis von GSNO zu SNAC betrug 0,5, 0,52 und 0,48 nach 1, 20 und 40 min und ist

in guter Ubereinstimmung mit dem KegWert der Reaktion in Tab. 4, der in einer friheren

Arbeit bestimmt wurde [48]. Das bedeutet, dal3 sich dieses quartendre System im Gleichge-

wicht entsprechend dem binéaren System, bestehend aus GSNO, SNAC und den korrespondie-
renden Thiolen, verhdlt.
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Abb. 34. Zeitliche Verlaufe der SNAP-, SNC-, GSNO- und SNAC-Konzentration bei der
Inkubation von je 20 uM dieser S-Nitroso-Substanzen in Gegenwart von je 500 uM der
korrespondierenden Thiole NAP, Cys, GSH und NAC in Tris-Puffer (0,2 M, pH 7,4). Zu den
angegebenen Zeiten wurden 200 pl-Aliquots des Ansatzes mittels HPLC (System A, Eluent
A, 333 nm) analysiert.

5.3 (STrang)nitrosylierungs-Reaktionen in Plasma und Vollblut

Im vorangegangenen Kapitel wurden der Mechanismus und die Reaktionsprodukte von
S-Transnitrosylierungs-Reaktionen untersucht. Ferner wurden Gleichgewichtskonstanten von
S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in gepufferten waldrigen Losungen bestimmt. Im folgen-
den Abschnitt soll geklart werden, ob und in welchem Mal3e diese Ergebnisse auf die wesent-
lich komplexeren Medien Plasma und Vollblut Gbertragbar sind. Vor allem ist von Interesse,

welche Substanzen (authentisches NO, NO-Donoren wie GTN und SNP und verschiedene
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S-Nitroso-Substanzen) in Plasma oder Vollblut zur Bildung von Plasma-SNALB fuhren kén-

nen.

Etwa sechs Sekunden nach der SNC-Zugabe zu frisch gewonnenem Human-Plasma ohne
bzw. mit DTPA (1 mM) wurden 24,2 bzw. 18,3 yM SNALB im Plasma gemessen (Abb. 35
A). Zu diesem Zeitpunkt betrug die SNC-Konzentration im Plasma 43,6 bzw. 57 uM. Danach
stieg die SNALB-Konzentration deutlich langsamer an. Wahrend der gesamten Inkubations-
zeit waren die SNALB-Konzentrationen in Abwesenheit von DTPA deutlich und konstant
niedriger als in seiner Anwesenheit. Die SNC-Konzentration nahm wéahrend der Inkubations-
zeit konstant ab: Nach 60 min betrug die SNC-Konzentration 6 uM in Gegenwart von DTPA
und 4 uM in seiner Abwesenheit. Abb. 35 B zeigt, dal3 in diesem Experiment die Gesamtheit
der Plasma-Thiole unmittelbar nach der SNC-Zugabe leicht zunahm und im weiteren Zeitver-
lauf wieder abnahm, und zwar in Abwesenheit von DTPA deutlich stéarker als in seiner Ge-
genwart. Am Ende des Experiments betrug die Nitrit-Konzentration im Plasma 12,9 bzw.
10,4 uM in Ab- bzw. Anwesenheit von DTPA.
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Abb. 35. Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Plasma-SNALB und -SNC (A) bzw. der gesam-
ten Plasma-Thiole (B) nach Inkubation von 100 pM SNC in Human-Plasma (EDTA) in Ge-
genwart (1 mM) und Abwesenheit von DTPA.

Abb. 36 A zeigt, dal3 eine 10-minltige Inkubation von GSNO, SNC und SNhC in frischem
Human-Plasma (EDTA) zu einer konzentrationsabhangigen SNALB-Bildung im getesteten
Konzentrationsbereich (0-100 uM) flhrte. Von alen untersuchten S-Nitroso-Substanzen
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fuhrte SNC in Abwesenheit von DTPA Uber den gesamten Konzentrationsbereich zu den
hochsten Konzentrationen von SNALB. Abb. 36 B zeigt, dal3 in diesem Experiment die ver-
bleibenden Konzentrationen der zugegebenen niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen eben-
falls abhangig von ihren zugegebenen Konzentrationen waren.

Die hochste verbleibende Konzentration wurde bei SNhC und GSNO beobachtet. Die
Verwendung von DTPA im Plasma fuhrte zu einer Uber die gesamte Inkubationszeit
konstanten Verringerung der SNALB-Bildung und zu héheren verbleibenden SNC-Konzen-

trationen im Plasma.
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Abb. 36. Abhéngigkeit der SNALB-Bildung (A) und der verbleibenden Konzentrationen
der niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen (RSNO) im Plasma (B) von der RSNO-Konzen-
tration, die dem Plasma zugegeben wurde. GSNO, SNC (in An- und Abwesenheit von 1 mM
DTPA) und SNhC wurden fur 10 min in Plasma (EDTA) separat inkubiert.

Der Effekt des verwendeten Anticoagulanz auf die Bildung von SNALB und die verbleiben-
den niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen im Plasma nach deren Inkubation in Vollblut ist
in Abb. 37 zu sehen: Sowohl bei Verwendung von EDTA als auch von Citrat fuhrte die Zu-
gabe von niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen zur konzentrationsabhangigen SNALB-
Bildung im Plasma. Allerdings fuhrte die Verwendung von EDTA gegenlber der Verwen-
dung von Citrat zu hoheren SNALB-Konzentrationen (Abb. 37 A).
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Trotz der Verwendung von DTPA im Citrat-Blut konnte hier nach Zugabe von SNC zum
Vollblut im Plasma kein verbleibendes SNC gemessen werden (Abb. 37 B). Im Gegensatz
dazu konnte in EDTA-BIlut sowohl in An- as auch in Abwesenheit von DTPA verbleibendes
SNC im Plasma gemessen werden, sofern die zugesetzte SNC-Konzentration initial mehr als
30 UM betrug.
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Abb. 37.  Abhéngigkeit der SNALB-Bildung (A) und der verbleibenden SNC-Konzentration
in Plasma (B) von der SNC-Konzentration, die zum Blut (EDTA oder Citrat als Anticoagu-
lanz) zugegeben wurde. SNC wurde in Blut fur 10 min inkubiert und das Blut anschlief3end
zentrifugiert (5 min, 800 g, 4°C). Im Citrat-Blut war DTPA in einer Konzentration von 1 mM
vorhanden. Im EDTA-Blut wurde kein DTPA verwendet.

In paralelen Experimenten mit Blut und Plasma wurde die Fahigkeit von NO, SNP und
GTN zur S-Nitrosylierung von Albumin untersucht. Als Vergleich wurden SNC und
GSNO verwendet. In Ubereinstimmung mit vorherigen Versuchen (s. Abb. 35 - Abb. 37)
zeigt Abb. 38, dal? die Reaktion SNC und GSNO mit Albumin in einem vergleichbaren
Ausmald zur SNALB-Bildung fihrt.

NO, zugegeben in Form einer waldrigen L6sung, reagierte ebenfalls mit der Thiolgruppe von
Albumin, aber in einem deutlich geringeren Mal3e als SNC und GSNO. Im Gegensatz dazu
fuhrten SNP und GTN zu keiner mefdbaren SNALB-Bildung, weder im Plasma noch im
Vollblut.
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Abb. 38. Bildung von SNALB nach separater 10-minttiger Inkubation von SNC, GSNO,
NO, SNP und GTN (je 100 uM) in Plasma bzw. Blut (EDTA). Die Konzentrationen sind als
Mittelwerte = SD angegeben. Es wurde Blut von vier (SNC) bzw. zwei (GSNO, NO, SNP und
GTN) gesunden Spendern unmittelbar nach dessen Gewinnung eingesetzt. In diesen Experi-
menten wurde kein DTPA verwendet. Bei den Experimenten mit NO diente eine geséttigte
NO-L6sung (ca. 2 mM) in deoxygeniertem Puffer A als Stamml6sung.

54 Transport und Metabolismus von S-Nitroso-Substanzen in humanen
Erythrozyten

Erythrozyten sind verantwortlich fur die Inaktivierung von NO Uber seine Oxidation zu Nitrat
[107]. Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dal3 SNC und GSNO in Plasma vor-
wiegend zu Nitrit, in vollem Blut hingegen zu Nitrat metabolisiert werden [48]. Daher stellte
sich die Frage, ob Erythrozyten auch fur die Inaktivierung von S-Nitroso-Substanzen zu Nitrat
verantwortlich sind. Zunéchst wurde untersucht, ob S-Nitroso-Substanzen in das Cytosol von
Erythrozyten gelangen konnen. Fur entsprechende in vitro-Experimente wurden vorwiegend

gewaschene menschliche Erythrozyten verwendet.

54.1 Identifikation von intrazelluléar gebildetem GS®NO in menschlichen Erythrozyten

Abb. 39 B zeigt, daR die Inkubation von S[1°N]C mit menschlichen Erythrozyten zur Bildung
einer Verbindung fihrte, die bei der flr S-Nitroso-Substanzen charakteristischen Wellenlénge
von 333 nm absorbiert und die gleiche HPLC-Retentionszeit wie synthetisches GSNO
(Probe A, Abb. 39 A, Retentionszeit 15 min) hat. Die GC-MS-Anayse von 1 min-Fraktionen
des Effluenten der Probe B zeigte im Peakflachenverhéltnis m/z 47 zu m/z 46 einen starken
Anstieg bei der Retentionszeit von synthetischem GSNO (Abb. 39 C). Dies ist ein deutlicher
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Hinweis auf die Bildung von intrazelluldrem GSNO in den mit SNC inkubierten Erythro-
zyten. Die Anstiege des Peakflachenverhdltnisses m/z 47 zu m/z 46 bel 2 und 7 min weisen
auf intrazellulares [1°N]Nitrit und SI°NC hin.
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Abb. 39. Gewaschene Erythrozyten, gewonnen aus 3 ml humanem vendsem Blut (EDTA),
wurden in physiologischer NaCl resuspendiert und mit SI°NC (400 uM) versetzt. Das Volu-
men des Inkubations-Ansatzes betrug 3 ml. Die Inkubationszeit betrug 10 min. Ein 200 -
Aliquot des Cytosols aus den erneut gewaschenen und lysierten Erythrozyten wurde nach
Ultrefiltration in die HPLC (System A, Eluent A, Flulrate 1 ml/min, UV-Detektion bei 333
nm) injiziert. (A) UV-Profil eines synthetischen GSNO-Standards (12,5 pM, Probe A); (B)
UV-Profil der HPLC-Analyse des Erythrozyten-Cytosols nach Inkubation mit S®NC (Probe
B); (C) GC-MS-Profil von Probe B: 1 min-Fraktionen wurden gesammelt, mit 1 mM HgCl,,

behandelt, derivatisiert und auf Nitrit mittels GC-MS analysiert. Die Peakflachenverhéltnisse

von m/z 47 ([1>N]Nitrit) und m/z 46 ([¥*N]Nitrit) wurden gegen die Retentionszeit aufge-
tragen.

Zur Struktur-Aufklérung wurden die HPLC-Fraktionen (13-16 min) der Probe A (synthe-
tisches GSNO) und der Probe B (intrazelluldres GSI°NO) mittels Festphasen-Extraktion tiber
microcon SCX-Kartuschen extrahiert. Die Rechromatographie von 20 pl-Aliquots der Eluate
fUhrte jeweils nur zu einem einzigen Peak mit der Retentionszeit von GSNO. Eine ESI-
MS-Analyse der Eluate wurde durchgefihrt, indem die Mutter-lonen [M+H]* mit m/z 337,5
fir GSNO und m/z 338,5 fiir GSNO einer Kollisions-aktivierten Dissoziation unterzogen
wurden. Die erhaltenen Tochter-lonen-Massenspektren sind in Abb. 40 dargestellt. Mit Aus-
nahme der Mutter- und der Tochter-lonen, die noch die [1°N]Nitroso-Gruppe enthalten, sind

die Massenspektren von synthetischem GSNO und dem intrazelluldren GSNO sehr dhnlich.
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Die Bildung des Tochterions mit m/z 307,5 aus m/z 338,5 entsteht durch den neutralen Ver-
lust von 31, hochst wahrscheinlich von 1°NO. Das ist ein eindeutiger Beweis fir die intra-

zelluldre Bildung von GSNO in Erythrozyten, die mit SNC inkubiert wurden.
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Abb. 40. ESI-MS-Tochter-Spektren von HPL C-Fraktionen (System A, Eluent A) mit der
Retentionszeit von synthetischem GSNO. Oben: Synthetisches GSNO, unten: Cytosol-Ultra-
filtrat aus lysierten menschlichen Erythrozyten, die mit SYNC inkubiert wurden.

5.4.2 Abhangigkeit der GSNO-Bildung in Erythrozyten von der Inkubationszeit und
der SNC-Konzentration
Abb. 41 zeigt, daR die Inkubation von Erythrozyten mit S™NC nicht nur zur Bildung von
GS'®>NO, sondern auch zur Bildung von Cystein, [1°N]Nitrat und [1°N]Nitrit fiihrt. Die intra-
zellulére Bildung von GSI®NO, Cystein und [1°N]Nitrat in menschlichen Erythrozyten ist ab-
hangig von der Inkubationszeit bei einer konstanten Konzentration von SI°NC (Abb. 41 A)
und von der SNC-Konzentration bei einer konstanten Inkubationszeit (Abb. 41 B). In beiden
Félen folgte die intrazelluldre GS°NO-Bildung einem sigmoiden Verlauf. Bei niedrigen

extrazelluldren SNC-Konzentrationen bzw. kurzen Inkubationszeiten ist in menschlichen
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Erythrozyten offenbar die Oxidation von SNC zu Nitrat durch Oxyhamoglobin gegentiber der

S-Transnitrosylierung von GSH bevorzugt. Bei hdheren SNC-Konzentrationen bzw. |angeren
Inkubationszeiten nimmt dagegen der Anteil der S-Transnitrosylierung zu. Auch [1°N]Nitrit
wurde im Cytosol gebildet, das Hauptprodukt von GS™NO ist jedoch [1°N]Nitrat: nach
20 min Inkubation mit 600 uM S15NC: 10 pM [5N]Nitrit und 190 uM [1°N]Nitrat.
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Abb. 41. (A): Abhéngigkeit der intrazelluldren Bildung von GSNO und Cystein in
menschlichen gewaschenen Erythrozyten von der Inkubationszeit. Die SI°NC-Konzentration
betrug 400 pM. (B): Abhangigkeit der intrazelluléren Bildung von GS®NO, [1°N]Nitrat und
[1°N]Nitrit in intakten (geschlossene Symbole) und GS°NO in lysierten (offene Symbole)

gewaschenen menschlichen Erythrozyten von der SINC-Konzentration. Die Inkubationszeit
betrug 20 min.

Die Zugabe von S°NC zu lysierten, gewaschenen Erythrozyten fiihrte ebenfalls zur konzen-
trationsabhangigen Bildung von GS°NO. Verglichen mit intakten Erythrozyten waren die ge-
bildeten GSNO-K onzentrationen in lysierten Erythrozyten erheblich hoher (Abb. 41 B). Die
intrazelluldre GSNO-Konzentration erreichte bei dem Experiment mit lysierten Erythrozyten
auch bei einer SI>NC-Konzentration von 600 pM noch kein Plateau. Dies weist auf eine hohe
Kapazitét intakter Erythrozyten fir S-Transnitrosylierungen hin. Da diese sehr wahrscheinlich
von der hohen cytosolischen GSH-Konzentration (2,6 mM bei diesem Spender) in Erythrozy-
ten herrdhrt, ist es wichtig, darauf hinzuweisen, dal3 die GSH-Konzentration beim Versuch
mit den lysierten Erythrozyten nur halb so grol3 war wie beim Versuch mit intakten. Die
extrazellularen SINC-Konzentrationen waren hingegen im Versuch mit intakten Erythrozy-

ten grofRer als angegeben, da sich die Konzentrationsangaben auf das gesamte Volumen (des
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Blutes und der lysierten Erythrozyten) beziehen. Die zeitabhéngige Zunahme von Cystein im
Cytosol gewaschener Erythrozyten (Abb. 41 A) folgt dem Verlauf einer Sattigungs-Kurve,
und die intrazelluléren Cystein-Konzentrationen sind nach gleichen Inkubationszeiten erheb-
lich hoher al's die entsprechende intrazel luldre GS™NO-K onzentration. Dies stimmt mit der in

Abb. 41 B gezeigten bevorzugten intrazellul&ren Nitrat-Bildung gut tGberein.

Die basalen Konzentrationen von Cystein und GSH in gewaschenen Erythrozyten von drei
gesunden Spendern betrugen (als Mittelwert £ SD) 9 £3 pM fir Cystein und 2330 £ 302 uM
fir GSNO. Eine Bildung von intrazelluldrem S™NC konnte lediglich bei der hichsten Kon-
zentration von extrazel lulér zugegebenem S®NC (600 pM) mittels HPLC in einer Konzentra-
tion von ca. 4 pM detektiert werden. Die Konzentrationen von cytosolischem Cystein und
GSNO betrugen in dieser Probe 195 bzw. 108 uM. Die gemessene intrazellulére SNC-Kon-
zentration entspricht ungefahr dem Wert, der sich aus der gemessenen cytosolischen Cystein-
GSH- und GSNO-Konzentration und dem Keq-Wert der Reaktion GSNO + Cys = GSH +

SNC von 1,98 (Tab. 4) fur die intrazelluldre SNC-K onzentration berechnen 1813t. Es gilt:

[GSNO]{Cys| _ 108 M X195
[GSH]xK 2330 MM 1,98

[SNC] = =4,56 MM (9)
[SNC], [GSNQ], [Cys] und [GSH] sind die Konzentrationen der S-Nitroso-Substanzen bzw.
Thioleim Cytosol der Erythrozyten.

54.3 Abhangigkeit der GSNO-Bildung in menschlichen Erythrozyten von ver schiedenen
S-Nitroso-Substanzen, authentischemm NO, NONOat und Angeli’s Salz

Es wurde die GSNO-Bildung nach separater Inkubation von L-SNC, D-SNC, SNhC, SNAC,
GSNO, SNAP, NO (als Gas), DETA NONOat und Angeli’s Salz in gewaschenen Erythrozy-
ten untersucht. Wie Abb. 42 zeigt, fuhrten nur L-SNC, D-SNC und S-Nitroso-D,L-homo-
cystein zur Bildung nennenswerter Konzentrationen von GSNO im Erythrozyten-Cytosol.
L-SNC fuhrte dabel zu signifikant hoheren intrazellularen GSNO-Konzentrationen als
D-SNC. Wahrend SNAC und SNAP noch in geringem Mal3e zur cytosolischen GSNO-Bil-
dung fuhrten, war dies fir GSNO selbst nicht der Fall. NO fuhrte zu keiner mefdoaren GSNO-
Bildung in gewaschenen Erythrozyten, ebensowenig DETA NONOat und Angeli’s Salz.
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Abb.42.  Abhangigkeit der intrazelluldren GSNO-Bildung in menschlichen gewaschenen
Erythrozyten von verschiedenen S-Nitroso-Substanzen, authentischem NO (d. h. ads Gas),

NO- und NO -Donatoren. Die Inkubationszeit betrug jeweils 10 min. Alle Substanzen wurden
in Konzentrationen von 400 pM eingesetzt. Die GSNO-Konzentrationen sind als Mittelwerte
+ SD (Blut von einem Probanden, 2-5 Inkubationen) angegeben.

5.4.4 Inhibition der SNC-abhangigen GSNO-Bildung in gewaschenen Erythrozyten

durch Aminosauren

Cystein und Serin inhibierten die intrazelluldre GSNO-Bildung durch SNC in gewaschenen
Erythrozyten um 80 + 15 % bzw. 98 £ 5 %, Lysin inhibierte hingegen um 65 = 10 % (Abb. 43).
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Abb. 43.  Hemmung der Bildung von GSNO im Cytosol von gewaschenen Erythrozyten
nach finfminiitiger Koinkubation von S®NC (600 pM) und den angegebenen Aminosauren
(10 mM). o. AS: ohne Aminosaure.
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Die Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der GSNO-Bildung in
Erythrozyten von der Serin-Konzentration zeigte eine exponentielle Abhangigkeit der
intrazelluldren GSNO-Konzentration von der zugegebenen Serin-Konzentration, wahrend
die intrazelluldre Cystein-Konzentration eher linear von der Serin-Konzentration abhéngig
war (Abb. 44).
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Abb. 44.  Abhéngigkeit der intrazellularen GSNO- und Cystein-Bildung in menschlichen ge-
waschenen Erythrozyten nach funfmindtiger Inkubation mit SNC (600 uM) von der Serin-
Konzentration.

Die Inkubation von gewaschenen Erythrozyten mit SNC in An- und Abwesenheit von
Serin fuhrte im ganzen Konzentrationsbereich zu einer Verminderung der intrazellularen
GSNO- und Cystein-Konzentration (Abb. 45).

Wahrend die absoluten Konzentrations-Differenzen zwischen der intrazellularen GSNO-
Konzentration in An- und Abwesenheit von Serin mit steigender SNC-Konzentration
wachsen, ist der Unterschied der Differenz der Cystein-Konzentrationen in An- und Ab-

wesenheit von Serin Uber den gesamten Konzentrationsbereich annghernd gleich.
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Abb.45.  Intrazelulare GSNO- (A) und Cystein-Konzentration (B) nach dreiminiitiger Inkubation
von gewaschenen menschlichen Erythrozyten mit verschiedenen SNC-Konzentrationen in
Anwesenheit (5 mM, offene Symbole) und Abwesenheit (geschlossene Symbole) von Serin.

545 Vergleich des Transportesvon Cystein und SNC in das Erythrozyten-Cytosol
Gewaschene Erythrozyten, suspendiert in physiologischer NaCl, wurden mit SNC bzw. Cystein inkubiert
und die Cystein-Konzentrationen im Erythrozyten-Cytosol bestimmt. Diese waren im gesamten Konzen-
trationdbereich nach Inkubation mit SNC deutlich hther ds nach Inkubation mit Cystein (Abb. 46). Die
Verlaufeder intrazdluldren Cysein-K onzentrationen dhneln dem Verlauf ener Stigungs-Kurve.
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Abb. 46. Bildung von Cystein im Cytosol von menschlichen gewaschenen Erythrozyten
nach dreimindtiger Inkubation mit SNC bzw. Cystein (jeweils 0-1500 pM).
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5.4.6 Kinetische Untersuchungen zum Transport von SNC in Erythrozyten

Gewaschene Erythrozyten wurden mit SNC inkubiert. S&mtliche Inkubations-Ansétze hatten
nach SNC-Zugabe einen neutralen pH-Wert. Als Mal3 fir den Transport von SNC in die Ery-

throzyten wurde intrazelluléres Cystein gewahlt.

Die intrazelluléaren Cystein-Konzentrationen folgten dem Verlauf einer Séttigungskurve mit
einem anndhernd linearen Bereich bis zu einer Konzentration von 1 mM SNC. Die GSNO-
Konzentrationen im Erythrozyten-Cytosol folgten hingegen in Abhangigkeit von der einge-
setzten SNC-Konzentration einem sigmoiden Verlauf. In Abb. 47 sind die Bildungsgeschwin-
digkeiten von GSNO und Cystein im Erythrozyten-Cytosol in Abhangigkeit von der einge-
setzten SNC-Konzentration zu sehen. Aus Abb. 47 lassen sich anhand der Cystein-Bildungs-
geschwindigkeiten die K\,- und V _ -Werte des Transportes von SNC in den Erythrozyten

und die maximale Bildungsgeschwindigkeit von GSNO im Erythrozyten-Cytosol abschétzen.
Ky und V. betragen demnach 470 uM SNC und 95 pM Cystein/min. Die maximale Bil-

dungsgeschwindigkeit von intrazellularem GSNO ist kleiner und betragt 15 uM GSNO/min.
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Abb. 47.  Anfangs-Bildungsgeschwindigkeiten von GSNO und Cystein im Cytosol von ge-
waschenen menschlichen Erythrozyten nach Inkubation (3 min) mit verschiedenen SNC-Kon-
zentrationen (0-2 mM) und daraus erhaltene Werte fur K, und V. (in Bezug auf die cytoso-

lische Cystein-Konzentration). GSNO und Cystein wurden mittels HPLC-System A (Eluent
A) bestimmt.
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5.4.7 Bilanzierung des Transportesvon SNC in gewaschenen Erythrozyten

Gewaschene Erythrozyten, suspendiert in physiologischer NaCl, wurden fr 3 min mit SNC
(1500 uM, bezogen auf das ganze Volumen) inkubiert. Anschlief3end erfolgte Zentrifugation
(4°C, 800 g, 1 min). Im Uberstand und im Erythrozyten-Cytosol wurden die Konzentrationen
von Cystein, SNC und GSNO bestimmt.

Die Konzentration von SNC betrug im Uberstand 1790 uM, wahrend seine Konzentration im
Cytosol 4 uM betrug. Die Cystein-Konzentration lag extrazelluldr bel 60 uM, wahrend sie
intrazelluldr 356 UM betrug. Extrazellulér konnte kein GSNO gemessen werden, wahrend
intrazelluldr 75 pM GSNO vorlagen. Diese Daten zeigen, dal? die SNC-Konzentration extra-
zelluldr um 40 % abgenommen hat, wahrend 30 % dieser SNC-Menge a's Cystein im Cytosol
wiedergefunden werden konnte. Es wurde nicht untersucht, wo und in welcher Form die rest-
lichen 70 % von SNC verblieben sind. Eine Wiederholung dieses Versuchs, allerdings mit
einer Inkubationszeit von 10 min, bestétigte diese Ergebnisse (nicht gezeigt).

5.4.8 Bestimmung von GSNO im Erythrozyten-Cytosol nach Inkubation von S!NC
in Vollblut

3 ml-Aliquots von Blut wurden mit SNC inkubiert, anschlieffend zentrifugiert (4°C, 800 g,
10 min) und in 400 pl-Aliquots der Plasma-Proben die SNALB-Konzentration mittels
GC-MS bestimmt. Die Aufarbeitung der Erythrozyten-Fraktionen und die Analyse von intra-
zelluldrem GSNO, GSH und Cystein erfolgte analog zu den Versuchen mit gewaschenen

Erythrozyten.

Die intrazelluldren GSNO-Konzentrationen waren im Vergleich zu Versuchen mit gewa
schenen Erythrozyten erheblich niedriger (Abb. 48). Der exponentielle Anstieg der GSNO-
Konzentration im Erythrozyten-Cytosol mit steigender SINC-Konzentration dhnelt dem der
cytosolischen GSNO-Konzentration nach Inkubation von SNC-Konzentration in gewa-
schenen Erythrozyten. Allerdings wurde im Versuch in Vollblut auch bel der hochsten
S'>NC-Konzentration noch keine Séttigung erreicht (Abb. 48 B).

Erheblich hoher als die hier gemessenen intrazelluldren GSI®NO-Konzentrationen sind die
S>NALB-Konzentrationen in den Plasma-Fraktionen. Sie steigen Uber den gesamten Kon-

zentrationsbereich mit der zugesetzten SISNC-Konzentration an (Abb. 48 A). Dies gilt auch
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fUr das intrazelluldre Cystein, dessen Konzentrationen die gleiche Grofenordnung haben wie

bei Versuchen mit gewaschenen Erythrozyten.
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Abb. 48.  Konzentration von SI°NALB im Plasma und cytosolische GS®NO- und Cystein-
K onzentrationen nach 20-miniitiger Inkubation von S®NC (0-1700 puM, bezogen auf das ge-
samte Blutvolumen) in Vollblut (EDTA). (A) Direkter Vergleich der Konzentrationen. (B)
Darstellung der intrazelluldren GSI°NO-Konzentration aus (A) mit einer um Faktor 50 hohe-
ren Auflésung der GSI°NO-K onzentration. GSNO wurde mittels HPLC (System A, Eluent A)
analysiert. Die Analyse von SI°NALB erfolgte nach Extraktion der Plasma-Proteine mit 1 ml-
HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen mittels GC-MS. Als interner Standard wurde den Plasma-
Proben vor der Extraktion S¥NALB (16,8 UM) zugesetzt.

54.9 SNALB-Bildung in Plasma nach Inkubation mit S®NC vorinkubierten
gewaschenen Erythrozyten

Re-Inkubation von mit S°NC behandelten und wiederholt gewaschenen Erythrozyten mit un-
behandeltem Plasma fiihrte zur SI’NALB-Bildung in diesem Plasma (Abb. 49). Es bestand
eine sigmoide Abhangigkeit der SI°NALB-Konzentration im Plasma von der SNC-K onzen-
tration, mit denen die Erythrozyten zuvor inkubiert worden waren. Es ist interessant, dal3 die
in diesem Versuch gemessenen Plasma-Konzentrationen von SNALB (Abb. 49) von der

gleichen GréRenordnung wie die von GS®NO sind, die durch Inkubation von SI®NC mit
Vollblut entstanden sind (Abb. 48 B).
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Abb. 49. Abhangigkeit der SPNALB-Bildung in Human-Plasma von der S™NC-Konzen-
tration. Menschliche gewaschene Erythrozyten wurden mit den angegebenen SPNC-Konzen-

trationen fir 10 min inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen der SI°NC-behandelten Erythro-
zyten wurden sie mit dem nicht behandelten Original-Plasma fur 10 min reinkubiert.

SINALB wurde mittels HiTrapBlue Sepharose-K artuschen aus dem Plasma extrahiert und
mittels GC-MS analysiert.

5.4.10 Inhibition der ADP-induzierten Plattchenaggregation in plattchenreichem

Plasma durch mit SI5NC vorinkubierte und gewaschene Erythrozyten

Humane Erythrozyten von zwel Spendern, die mindestens 10 Tage vorher kein Aspirin oder
andere antiaggregatorisch wirkende Medikamente genommen hatten, wurden mit S°NC in-
kubiert. Diese Erythrozyten wurden erneut finfmal gewaschen und mit dem urspriinglichen,
unbehandelten PRP fur 15 min in Ab- und Anwesenheit von extern zugegebenem Cystein
(10 uM im PRP) reinkubiert. Das PRP, das durch Zentrifugation dieses ,Blutes’ erhalten
wurde, wurde fir Plattchenaggregations-V ersuche verwendet. Als Kontroll-Probe diente PRP,
das auf gleiche Weise gewonnen wurde, mit der Ausnahme, dal3 das zuerst gewonnene PRP
mit unbehandelten gewaschenen Erythrozyten inkubiert wurde. Die maximale Inhibition der
ADP-induzierten Pléttchenaggregation wurde mit 10 pM SNC bestimmt. Abb. 50 zeigt, dal3
in Gegenwart von Cystein mit SI°NC vorinkubierte Erythrozyten zu einer deutlichen Hem-
mung der Pl&ttchenaggregation fuhren. In Abwesenheit von Cystein wurde keine Hemmung
gemessen. Offenbar ist die Entwicklung der antiaggregatorischen Wirkung von mit SNC vor-
inkubierten Erythrozyten abhangig von zum PRP gegebenem Cystein. Dieser Versuch zeigt,
dal? mit SNC vorbehandelte Erythrozyten eine biologische Aktivitat in vivo besitzen kénnten.
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Abb. 50. Inhibition der Plattchenaggregation in PRP nach seiner Inkubation (15 min) mit
gewaschenen menschlichen Erythrozyten, die zuvor fiir 20 min mit SNC (400 uM) inkubiert
worden waren. Dem PRP wurde vor der Aggregationsmessung Cystein (10 pM) zugesetzt.
Die Plattchenaggregation wurde mit 1 yM ADP induziert. Linke Seite: (A) Relative Aggre-
gation in PRP, das mit S®NC-behandelten Erythrozyten inkubiert wurde. (B) Relative Aggre-
gation von PRP, das mit SNC (10 pM) inkubiert wurde. (C) Relative Aggregation von PRP,
das mit gewaschenen Erythrozyten, die zuvor in SNC-freier physiologischer NaCl behandelt
wurden, inkubiert wurde (Kontrolle). Die hier gemessenen maximalen Aggregationen wurden
zu 100 % gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte £ SD aus zwel Experimenten mit je einem
gesunden mannlichen und einem weiblichen Spender angegeben. Rechte Seite: Pléttchen-

aggregations-Kurven, die fur die unter A, B und C beschriebenen Fale fur den weiblichen
Spender erhalten wurden.

5.4.11 Speicherung von GSNO in Erythrozyten, resuspendiert in Plasma und physiolo-
gischer NaCl-L dsung

Frisch gewonnenes Blut (EDTA as Anticoagulanz) wurde zentrifugiert, das Plasma abge-
trennt und auf Eis aufbewahrt. Die Erythrozyten wurden dreimal gewaschen, auf das ur-
spriingliche Volumen mit physiologischer NaCl aufgefiillt, mit L-S*NC fiir 20 min inkubiert
und anschliefRend finfmal gewaschen. Der Ansatz wurde in 3 ml-Aliquots unterteilt, diese
zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und zwei Erythrozyten-Fraktionen wurden mit
dem urspriinglichen Plasma reinkubiert. Die dritte Erythrozyten-Probe wurde vor der Reinku-
bation bei -80°C eingefroren. Die Beendigung der Inkubation erfolgte durch Zentrifugation.
In den Plasma-Proben wurde Nitrat und SNALB mittels GC-MS bestimmt. In den Erythrozy-

tenfraktionen wurden die intrazellularen GSNO-Konzentrationen mittels HPLC bestimmit.
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Ferner erfolgte eine Bestimmung von intrazelluldrem Nitrat in den Erythrozyten-Lysaten
mittels GC-MS.

Die Untersuchungen zur Speicherung von GSNO in Erythrozyten nach Resuspension in phy-
siologischer NaCl-Losung erfolgten in Analogie zu den Untersuchungen mit Plasma (s.0.).
Die Unterbrechung der Inkubationen erfolgte durch Zentrifugation. In den Uberstanden
wurden SNC und GSNO mittels HPLC bestimmt. Die Nitrat-Konzentrationen in den Uber-
stédnden wurden mittels GC-MS bestimmt. Die Weiterbehandlung der Erythrozyten-Fraktio-
nen und die Messung der intrazelluldren GSNO- und SNC-Konzentrationen erfolgte in

gleicher Weise wie fur den Versuch mit Plasma beschrieben.

Nach Reinkubation der SNC-behandelten Erythrozyten im urspriinglichen Plasma (Abb. 51,
links) konnte zu keinem Zeitpunkt SNC im Erythrozyten-Cytosol gemessen werden. Die
intrazelluldre GSNO-Konzentration sank hier innerhalb weniger Sekunden von 84,0 uM auf
8,3 UM ab. Nach 2 h betrug sie noch 1 UM, zu spéteren Zeitpunkten war gar kein intrazellu-
lares GSNO mehr mef3bar. Nach Re-Inkubation der SNC-behandelten Erythrozyten in physio-
logischer NaCl (Abb. 51, rechts) betrug die extrazelluldre SNC-Konzentration zu Beginn ca.
2 UM. Zu spéteren Zeitpunkten nahm die SNC-Konzentration im Cytosol leicht zu, um dann
wieder abzunehmen. Intrazelluléres GSNO war im Cytosol von in physiologischer NaCl sus-
pendierten Erythrozyten langer zu messen als im Cytosol von in Plasma resuspendierten Ery-
throzyten (Abb. 51, rechts). Wéhrend der ersten 10 min sank die intrazelluldre GSNO-Kon-
zentration nur unwesentlich von 100 auf 93 pM ab und betrug auch nach 3 h noch 37,8 uM.
In beiden Félen betrug die cytosolische GSNO-Konzentration ca. 100 uM. Dies zeigt die
gute Reproduzierbarkeit der Methode. Extrazelluléres GSNO war zu keinem Zeitpunkt weder

in physiologischer NaCl-L 6sung noch in Plasma mef3oar.

Wahrend beim Experiment mit in Plasma resuspendierten Erythrozyten die cytosolische
Nitrat-Konzentration nach Erreichen eines Maximums nach 5 min exponentiell abnahm, stieg
sie beim Experiment mit in physiologischer NaCl-L 6sung resuspendierten Erythrozyten bis zu
einer Inkubationszeit von 10 min weiter an und fiel dann ebenfalls exponentiell ab. Die extra-
zelluléren Nitrat-Konzentrationen verliefen in beiden Experimenten dhnlich. Sie stiegen in
Form von Séttigungs-Kurven auf Werte um 80-100 pM. Die im Plasma zu Beginn des Ver-
suchs gemessene Nitrat-Konzentration von ca. 30 uM rihrt wahrscheinlich vom endogenen,
basalen Nitrat-Gehalt des Plasmas her.
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Extrazelluléres SNALB (nur im Plasma, nicht gezeigt) stieg von einer basalen Konzentration
von 230 nM auf 2600 nM und fiel auf einen Wert von 1200 nM nach 3 h.
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Abb. 51. Zeitlicher Verlauf der GSNO, SNC- und Nitrat-Konzentratrionen im Cytosol von
Erythrozyten und im Uberstand, d.h. in physiololgischer NaCl bzw. Plasma, nach Resuspen-
sion von Erythrozyten, die zuvor mit SNC (600 uM) fir 20 min inkubiert worden waren.
Nach funfmaligem Waschen wurden die Erythrozyten-Fraktionen in Plasma bzw. physiolo-
gischer NaCl resuspendiert und fur die angegebenen Zeiten inkubiert. Die Inkubation wurde
durch Zentrifugation (4°C, 800 g, 5 min) beendet. Im Cytosol und in den Uberstanden
(Plasma (links) bzw. NaCl-L6sung (rechts)) wurde die Konzentration von GSNO und SNC
mittels HPL C und die von Nitrat mittels GC-M S bestimmt.

5.4.12 Metabolismus von GSNO in Blut, Plasma und gewaschenen Erythrozyten in An-
und Abwesenheit von Cystein

In einer friheren Arbeit wurde beobachtet, dald GSNO in humanem Vollblut zu Nitrat meta-
bolisiert wird [48]. In Plasma (Citrat) wurde beobachtet, dal3 GSNO deutlich langsamer zu
Nitrit metabolisiert wird. Der Befund der vorliegenden Arbeit, dal3 die Inkubation von GSNO
mit gewaschenen Erythrozyten zu keiner mef3baren intrazelluldren GSNO-Konzentration
fuhrte (s. Kapitel 5.4.3), steht scheinbar im Widerspruch dazu. Die S-Transnitrosylierungs-
Reaktion zwischen GSNO und Cystein und der nachgewiesene Transport von SNC durch die
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Erythrozyten-Membran kénnten aber der Mechanismus fir den Metabolismus von GSNO im
Blut sein. In einer Versuchsreihe wurde daher untersucht, ob Cystein den Metabolismus von
GSNO im Blut beeinfluft.

Eswurden Vollblut, gewaschene Erythrozyten, resuspendiert in physiologischer NaCl-L 6sung
(2:1, v/iv) und Plasma (mit EDTA bzw. Citrat als Anticoagulanz) gewonnen. Die mit Citrat
gewonnenen Matrices wurden fur 1 h bel RT stehengelassen, damit die Konzentration von
endogenem Cystein moglichst niedrig gehalten wurde [47]. Die mit EDTA gewonnenen
Matrices wurden mit 50 bzw. 100 uM Cystein versetzt. Alle Matrices wurden mit GSNO
versetzt und fir 1 h bel RT inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Aufarbeitung der Proben und
die Bestimmung der Konzentrationen von Nitrit im Plasma, Uberstand und Cytosol, die von
SNALB im Plasma und die von GSNO im Plasma bzw. Uberstand. Ferner wurden die intra-
und extrazelluléren Nitrat-Konzentrationen in den Ansétzen mit Vollblut bzw. gewaschenen
Erythrozyten bestimmt. Die Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe sind in Abb. 52 und Abb. 53
dargestellt.

Die Inkubation von GSNO in Blut und gewaschenen Erythrozyten fuhrte zur Zunahme der
Nitrat-K onzentration im Plasma bzw. Uberstand (Abb. 52). Dabei konnte keine deutliche Ab-
hangigkeit von der zugesetzten Cystein-Konzentration festgestellt werden. Die Zunahmen der
extrazelluldren Nitrat-K onzentrationen waren in den Ansétzen mit gewaschenen Erythrozyten
niedriger alsin denen mit Vollblut. Das ist darauf zurtickzufUhren, dal3 extrazelluléres GSNO
in Ansétzen mit gewaschenen Erythrozyten scheinbar deutlich stabiler ist alsim Plasma (Abb.
53, oben). Es mul3 damit gerechnet werden, dal? extrazelluldres GSNO, besonders in Gegen-
wart von Cystein, zum gemessenen extrazelluldren Nitrat beitrug. Die Zunahmen der Nitrat-
Konzentrationen in den Cytosol-Fraktionen der Erythrozyten zeigten sowohl in den Ansétzen
mit Vollblut as auch in Ansétzen mit gewaschenen Erythrozyten eine deutliche Abhéngigkeit
von der extern zugesetzten Cystein-Konzentration: Je mehr Cystein vorhanden war, desto
grofer war nach 1 h Inkubation die Nitrat-Konzentration im Cytosol der Erythrozyten.
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Abb. 52.  Zunahmen der intra- und extrazelluldren Nitrat-Konzentrationen nach Inkubation
von Vollblut bzw. gewaschenen Erythrozyten, resuspendiert in physiologischer NaCl-L6sung
(1:1, v/v) nach einstindiger Inkubation mit GSNO (100 uM) in Gegenwart der angegebenen
Cystein-Konzentrationen. Die Angaben der zugesetzten GSNO- und Cystein-Konzentrationen
beziehen sich auf das Gesamtvolumen der Ansdtze, die Angaben der gemessenen Nitrat-Kon-
zentrationen auf die Uberstdnde bzw. das Erythrozyten-Cytosol. Die basalen Nitrat-K onzen-
trationen wurden von den nach 1 h Inkubation gemessenen abgezogen.

Extrazelluléres GSNO war nach 1 h Inkubation in Blut und Plasma nur zu messen, wenn den
Ansédtzen kein Cystein zugesetzt worden war. Die Inkubation von GSNO mit gewaschenen
Erythrozyten fUhrte dagegen zu einer ausgeprégten Cystein-abhangigen Abnahme der GSNO-
Konzentration in der NaCl-Fraktion (Uberstand) und zu deutlich hoheren verbleibenden
GSNO-Konzentrationen als in den Ansdtzen mit Vollblut oder Plasma (Abb. 53, oben). Die
Inkubation von GSNO in Voallblut fihrte zu einer deutlichen Bildung von Plasma-SNALB,
dessen Konzentration mit steigender Cystein-Konzentration signifikant abnahm, wahrend in
den entsprechenden Ansdtzen mit Plasma nur eine geringfigige Abhéngigkeit zwischen
SNALB-und Cystein-Konzentration zu beobachten war (Abb. 53, Mitte). Die Nitrit-Bildung
(im Uberstand) war in den Ansitzen mit gewaschenen Erythrozyten groRRer als in denen mit

Blut. In Plasmawar sie erwartungsgemal’d am grofiten.

In alen drei Fallen nahm die Nitrit-Konzentration mit steigender Cystein-Konzentration ab,
wobel dieser Effekt bel den Erythrozyten am deutlichsten war (Abb. 53, unten). Dal3 auch in
Abwesenheit von Erythrozyten (in den Ansdtzen mit Plasma) die Nitrit-Konzentration mit

steigender Cystein-Konzentration abnahm, stimmt mit den Ergebnissen aus Kapitel 5.1.2 gut
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Uberein. Dort wurde gezeigt, dal3 auch aus SNC in wal¥rigen, gepufferten Losungen um so

weniger Nitrit gebildet wird, je mehr Cystein in den Ansédtzen vorhanden ist.

Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dal3 der Metabolismus von GSNO zu Nitrat in Blut und in

gewaschenen Erythrozyten durch Cystein beschleunigt wird.
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Abb. 53. Reaktionsprodukte von GSNO in Vollblut, gewaschenen Erythrozyten bzw.
Plasma. Vollblut bzw. gewaschene Erythrozyten in physiol. NaCl wurden in Gegenwart der
angegebenen Cystein-Konzentrationen mit 100 uM GSNO fir 1 h inkubiert. Die Angaben der
zugesetzten GSNO- und Cystein-Konzentrationen beziehen sich auf das Gesamtvolumen der
Ansitze. Die Messungen fanden in den Uberstdnden bzw. im Plasma statt. GSNO wurde
durch Injektion von 200 pl-Aliquots der Uberstande bzw. Plasma-Ultrafiltrate in die HPLC
(System A, Eluent A, 333 nm) bestimmt. Die Analyse von SNALB in Plasma erfolgte nach
Extraktion der Plasma-Proteine mittels 1 ml-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen und
anschlieRender GC-MS-Analyse (Interner Standard: 16,8 uM S°NALB). Nitrit wurde mittels
GC-MS bestimmt (Interner Standard: 50 uM [ 15N]Nitrit).
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5.4.13 Einflul3 von exogenem Cystein auf den zeitlichen Verlauf der Metabolisierung

von GSNO in gewaschenen Erythrozyten

Gewaschene Erythrozyten (zweima 7,5 ml, aus EDTA-BIlut) wurden im gleichen Volumen
physiologischer NaCl-Losung suspendiert. Diese und die zum Waschen der Erythrozyten-
Fraktionen verwendete physiologische NaCl-Losung enthielt 1,6 mg/ml EDTA. Einer Probe
wurde 10 uM, der anderen 100 uM Cystein zugesetzt. Die Inkubationen wurden durch Zu-
gabe von GSNO gestartet. Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurde je ein 3 ml-Aliquot
zentrifugiert und im Uberstand Nitrat und GSNO gemessen. In den Erythrozyten-Fraktionen,
die nur einmal nach der Inkubation gewaschen wurden, wurde die cytosolische Nitrat- und
Cystein-Konzentration bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 54 dargestellt.

Die GSNO-Konzentrationen in den Uberstanden fielen in Gegenwart von 100 uM zuge-
setztem Cystein wesentlich schneller ab as in Gegenwart von 10 pM Cystein (Abb. 54 A).
Die gebildeten Nitrat-Konzentrationen in den Uberstanden betrugen tber die gesamte Inku-
bationszeit in den Uberstanden 52 + 8 uM und 47 + 5 pM (Angaben als Mittelwerte + SD, n =
8) in den Proben mit 10 bzw. 100 uM extern zugesetztem Cystein. Im Cytosol lagen die
Nitrat-Konzentrationen in Gegenwart von 10 pM Cystein Uber die gesamte Inkubationszeit
bei ca. 20 pM. In Gegenwart von 100 uM stieg die cytosolische Nitrat-Konzentration inner-
halb der ersten 20 min auf einen Maximalwert von 55 uM, fiel wahrend der folgenden 20 min
auf ca. 40 uM und blieb dann nahezu konstant (Abb. 54 B). Die Konzentration von extrazellu-
larem SNC stieg in beiden Ansdtzen in den ersten 10 min bzw. 20 min von O pM auf einen
maximalen Wert von 17,6 pM (100 uM Cystein) bzw. 2 pM (10 uM Cystein) an und fiel
dann schnell wieder auf sehr niedrige Konzentrationen (100 uM Cystein) bzw. unter die
Nachweisgrenze der HPLC-Methode ab. Im Ansatz mit 10 pM Cystein war im Uberstand
bereits nach 40 min kein SNC mehr detektierbar, im Ansatz mit 100 uM Cystein dagegen erst
nach 2 h (Abb. 54 C). Cystein im Erythrozyten-Cytosol erreichte im Ansatz mit 10 uM
Cystein ein Maximum von 6 pM bel 40 min und im Ansatz mit 100 uM Cystein ein Maxi-
mum von 65 pM bel 90 min und fiel nach weiteren 30 min auf 40 uM ab (Abb. 54 D).

Diese Daten bestédtigen die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Versuch, aus dem bereits
hervorging, da3 die Metabolisierung von GSNO in gewaschenen Erythrozyten um so
schneller ablauft, je hoher die Cystein-Konzentration ist. Die Daten dieses Versuchs zeigen
deutlich, dal3 die Halbwertzeit von extrazellul&rem GSNO mit steigender Cystein-Konzentra-

tion verkirzt wird. Dies liegt offenbar an der Bildung von extrazellularem SNC, das durch
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S-Transnitrosylierungs-Reaktion von GSNO mit Cystein entsteht. Das extrazellulare SNC
wird anschlief3end in das Cytosol der Erythrozyten transportiert, wodurch intrazelluldr Cystein
und Nitrat gebildet werden. Sowohl Nitrat als auch Cystein kdnnen das Erythrozyten-Cytosol
wieder verlassen.

120 20
\ —M®— 10 puM Cystein 184 C —A— 10 pM Cystein
1 100 - —0—100 pM Cystein & —A— 100 pM Cystein
\ 16 .
2 804 '\. 144
3 \I 12+
—_ 60 E‘\ . 101 .
n\ GSNO im Uberstand 6 SNC im Uberstand
40
6
(- o
O 20 \I:l 4]
. — \D 2 -‘/A\KA
= 00 , . . . 04 P — S A »
© 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
80 70
= 70 B —@— 10 uM Cystein D v/v —W— 10 uM Cystein
+ 1 —O— 100 pM Cystein 60 V/ —V— 100 pM Cystein
C 604 . . .
O wl f Nitrat im Cytosol 501 / Cystein im Cytosol
/ 40 v
N 40 _)/o /O\O/O/o /S
30
C 30 © /
o
O -’\./.\’/o/ 204
X 0] 10 Y
_v— vV V—y v
00 . . . . (R4 . , —
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Zeit [min]

Abb. 54. Zeitliche Verlaufe der GSNO- (A) Nitrit- (B) und SNC-Konzentrationen (C) in
den Uberstdnden bzw. der Cystein-Konzentration im Cytosol (D) wahrend der Inkubation von
GSNO (100 uM) in gewaschenen menschlichen Erythrozyten, suspendiert in physiologischer
NaCl (1:1, v/v) mit Cystein. Die Angaben der zu den Ansdtzen gegebenen GSNO- und
Cystein-Konzentrationen beziehen sich auf das gesamte Volumen der Ansétze. Extra
zelluléares GSNO und SNC wurden mittels HPLC (System A, Eluent A, 333 nm) gemessen.
Die Bestimmung von intrazellul&rem Nitrat erfolgte mittels GC-MS. Cytosolisches Cystein
wurde mittels HPLC (HPLC-System A, Eluent A, 333 nm) nach Konvertierung zu SNC ana-
lysiert. Die Angaben der gemessenen Konzentrationen beziehen sich auf die angegebene
Matrix (Uberstand bzw. Cytosol).

5.4.14 Metabolismusvon NO in gewaschenen humanen Erythrozyten

Mit einer Gas-dichten Spritze wurden unter langsamem Vortexen folgende Volumina von
gasformigem NO langsam in je 3 ml gewaschene Erythrozyten aus je 3 ml EDTA-BIut ein-
geleitet: O Wl; 6,7 Wl; 13,4 W; 20 pl; 27 pl; 40 Wl entsprechend NO-Kon zentrationen im Blut
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(bezogen auf das gesamte Volumen) von 0, 100, 200, 300, 400, 600 uM. Die Inkubationszeit
betrug jeweils 10 min. Im Erythrozyten-Cytosol wurde die Nitrat-, GSNO-und GSH-K onzen-
tration bestimmt. In keiner der Proben konnte GSNO im Cytosol gemessen werden. Die GSH-
Konzentration im Erythrozyten-Cytosol ist nach einer Zugabe von 600 uM NO zu den Sus-
pensionen der gewaschenen Erythrozyten um 416 puM gefal len, wéhrend die Nitrat-Konzen-
tration um 324 UM angestiegen ist (Abb. 55). Inkubation von S™NC (600 uM) in gewasche-
nen Erythrozyten filhrte hingegen zu keiner Abnahme von GSH neben der GS®NO-und
[1°N]Nitrat-Bildung (nicht gezeigt).
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Abb. 55. GSH- und Nitrat-Konzentrationen im Cytosol von menschlichen Erythrozyten
nach Inkubation von gewaschenen Erythrozyten mit NO (0-600 uM). Das NO wurde als Gas
in die Ansétze eingeleitet. Die Bestimmung von cytosolischem GSH erfolgte nach Konvertie-
rung zu GSNO mittels HPLC (System A, Eluent A, 333 nm). Die Analyse von Nitrat erfolgte
mittels GC-MS.

5.5 In vivo-Untersuchungen zum Metabolismus von S-Nitroso-Substanzen
an der Ratte

Nachdem der Metabolismus und die biologische Aktivitat von S-Nitroso-Substanzen in vitro
eingehend untersucht wurden, stellt sich die Frage nach ihrem Metabolismus und ihrer biolo-
gischen Wirkung in vivo. Diese Untersuchungen sind vorwiegend der Gegenstand einer
anderen Arbeit [147]. In der vorliegenden Arbeit wird daher nur kurz auf den Metabolismus
von S-Nitroso-Substanzen in vivo bel der Ratte eingegangen. Bei den hier beschriebenen
Experimenten wurde 4C-markiertes SNC ([14C]SNC) und 1°N-markiertes GSNO (GS°NO)
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eingesetzt, um Informationen Uber den Metabolismus sowohl des Thiol-Restes als auch der

S-Nitroso-Gruppe von S-Nitroso-Substanzen zu bekommen.

5.5.1 Intravendse Bolus-Injektion von SNC und [C]SNC in eine Ratte

Einer 460 g schweren mannlichen anasthesierten (Xylazin, 2 mg/kg K érpergewicht, Ketamin,
70 mg/kg Korpergewicht) Sprague-Dawley-Ratte wurden 500 ul einer 40 uM SNC-L 6sung
in physiologischer NaCl, die 3874 cpm/ul [14C]SNC enthielt, in die vena cava inferior inji-
ziert. In Zeitabstanden von 1 min wurden 1-2 ml Blut mittels Citrat-Monovetten tber die vena
iliaca dex in einem Zeitraum von 30 s entnommen. Der Versuch wurde durch vollstandige
Blutabnahme nach 6 min beendet. Dem Tier wurde die Lunge, Niere, Aorta und Leber ent-
nommen und die Radioaktivitét dieser Organ-Proben (je ca. 2 g, Aorta: 0,5 g) gemessen. Die
Blut-Proben wurden sofort auf Eis gelagert und am Ende des Versuchs (nach 8 min) fir 5 min
zentrifugiert (800 g, 4°C). In je 100 pl-Aliquots der Plasma-Fraktionen wurde die Radioakti-
vitét gemessen. Die Erythrozyten-Fraktionen wurden einmal mit 1 ml physiologischer NaCl
gewaschen, im gleichen Volumen dest. Wasser lysiert und zentrifugiert (5 min, 800 g, 4°C).
Es erfolgte die Messung der Radioaktivitét in je 20 pl-Aliquots der Uberstande. 300 pl-Ali-
guots der Plasma-Proben wurden fir 10 min durch Zentrifugation (4°C, 1200 g) ultrafiltriert
und 200 Wl-Aliquots der Ultrafiltrate in die HPLC (System A, Eluent A) injiziert, 1 min-

Fraktionen gesammelt und in diesen ebenfalls die Radioaktivitéat gemessen.

In Abb. 56 sind die gemessenen Aktivitéten in den einzelnen Plasma bzw. Erythrozyten-
Cytosol-Fraktionen (A) und in den am Ende des Versuchs entnommenen Organen (B) darge-
stellt. Wahrend die relativen Aktivitdten im Plasma mit dem Zeitpunkt der Blutabnahme
kontinuierlich von 99 cpm/ul auf 33 cpm/pl abfielen, erreichte die relative Aktivitét in den
Erythrozyten-Cytosolen ein Maximum nach 2 min (21 cpm/pl) und fiel dann kontinuierlich
ab. Nach 6 min betrug die relative Aktivitét im Erythrozyten-Cytosol 4,5 cpm/pl.

In keiner HPLC-Analyse der Plasma-Proben war eine Erhéhung der Radioaktivitdt in den
8-min-Fraktionen (Retentionszeit von SNC) zu messen. Die gréften Aktivitaten konnten in
den Fraktionen mit der Retentionszeit von Cystin (11 min) und Cystein (4 min) in einem in

etwa gleichen Intensitétsverhaltnis gemessen werden (nicht gezeigt).
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Das verzogerte Auftreten der Aktivitét im Erythrozyten-Cytosol (Abb. 56 A) legt nahe, dal3
[14C]SNC und/oder [C]Cystein und [14C]Cystin aus dem Plasma in das Erythrozyten-Cyto-
sol transportiert wurden. DaR mittels HPLC-Analyse kein [14C]SNC gemessen werden
konnte, kénnte daran liegen, dal3 die Zeit bis zur Analyse trotz Kihlung und zigiger Aufar-
beitung zu lang war. Diese Zeit betrug bereits bei der 1 min-Probe etwa 15 min, so dal3 bei der
Blutabnahme eventuell vorhandenes SNC vollstandig zersetzt worden ware. Legt man die
maximale Aktivitét im Plasma und ein Gesamt-Blutvolumen von 8 ml zugrunde, so konnten
40,8 % der injizierten Aktivitat im Plasma wiedergefunden werden. Die Analyse der Aktivité-
ten in den entnommenen Organen (Abb. 56 B) zeigt, daR die grolRten Mengen von 14C-hal-
tigen Substanzen am Ende des Versuchsin der Niere, gefolgt von Lunge und Leber, zu finden
waren. In der Aorta konnten nur vergleichsweise geringe Mengen 4C-haltiger Substanzen ge-

messen werden.
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Abb. 56. (A) Relative Radioaktivitéten im Plasma bzw. im Erythrozyten-Cytosol nach i.v.
Bolus-Injektion von [14C]-haltigem SNC (1937000 cpm) in eine Ratte in Abhéngigkeit vom
Zeitpunkt der Blutabnahme. (B): Radioaktivitéten in den angegebenen Organen, die 7 min
nach der Injektion entnommen wurden.

5.5.2 Langzeit-Infusion von GS®NO in eine Ratte

Einer 380 g schweren mannlichen anasthesierten (Xylazin, 2 mg/kg Koérpergewicht, Ketamin,
70 mg/kg Korpergewicht) Sprague Dawley-Ratte wurde zunéchst 1 ml vendses Blut aus der
rechten Femoral-V ene mittels EDTA-Monovette entnommen. Anschlief3end wurden innerhalb
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von 10 s 200 pl einer pH-neutralen 10 mM GS™NO-Lésung in physiologischer NaCl i.v. in
die rechte Jugular-Vene injiziert. Die Infusion der restlichen 1,2 ml der GSI°NO-Ldsung er-
folgte Uber einen Zeitraum von 150 min mittels Perfusor. In Zeitabstdnden von 30 min wurde
jeca 1 ml Blut (150 min: 2 ml) abgenommen. Zwischen der ersten Injektion von 200 pl der
GS!NO-L 6sung und der Abnahme der zweiten Blutprobe lagen 3 min. Nach Beendigung der
GS!>NO-Infusion wurden noch (iber einen Zeitraum von 1 h weitere Proben (180 und 210
min) abgenommen. Die Blutproben wurden sofort zur Plasma-Gewinnung fir 5 min bei 800 g
und 4°C zentrifugiert und 300 pl-Aliquots des Plasmas Uber 1 ml-HiTrapBlue Sepharose-
Kartuschen extrahiert. Die Kartuschen wurden zur sicheren und vollstandigen Beseitigung
einer moglichen GSNO- und Nitrit-Verschleppung mit je 30 ml Puffer A gespult und die
Proteine dann eluiert. Die Proben wurden in Doppel bestimmung mit und ohne vorherige ein-
stindige Inkubation mit 1 mM HgCl; fir die Nitrit-Bestimmung mittels GC-MS aufgear-
beitet. Der Rest der Plasma-Proben wurde wahrend der Aufarbeitung auf Eis gelagert und am

Ende des Versuchs bel —20°C fir einen Tag eingefroren.

Ein 0,3 ml-Aliquot der 150 min-Plasma-Probe wurde durch Zentrifugation (1200 g, 4°C, 5
min) ultrafiltriert. Es erfolgte die Analyse eines 200 pl-Aliquots des Ultrafiltrates mittels
HPLC (System A, Eluent A) und die Bestimmung von niedermolekularen S-Nitroso-Sub-
stanzen in 1 min-Fraktionen mittels GC-MS.

Am folgenden Tag wurden je zwei 10 pl-Aliquots der am vorigen Tag eingefrorenen Plasma-
Proben mit 90 Wl dest. Wasser versetzt und fir die Nitrit-Bestimmung mittels GC-M S aufge-
arbeitet. Ferner wurden 20 pl-Aliquots der Plasma-Proben mit 180 pl NH 4Cl-Puffer, pH 8,8,
versetzt und diese Proben fir die Nitrat-Bestimmung mittels GC-MS aufgearbeitet. Fir die
Extraktion nach der Derivatisierung wurden hier 300 gl Toluol verwendet. Die Durchfihrung
der GC-MS-Anaysen erfolgte in diesem Versuch ohne die Verwendung von internen Stan-
dards. Die Konzentrationsverldufe von SI°NALB, [1°N]Nitrit und [*°N]Nitrat sind in Abb. 57
zu sehen.

SINALB und [*°N]Nitrit stiegen nach der Bolus-Injektion sprunghaft auf ihre maximalen
Plasma-K onzentrationen an (3 min-Werte, Abb. 57). Im Laufe der folgenden 60 bzw. 30 min
fielen die SNALB- bzw. [1N]Nitrit-K onzentrationen wieder ab und blieben dann bis zur
150. Minute konstant. Die [1°N]Nitrat-K onzentration im Rattenplasma stieg kontinuierlich im

Verlaufe der gesamten Infusionszeit an und erreichte ihren Maximalwert nach 150 min (Abb.



5 Ergebnisse 117

57), also am Ende der GSI®NO-Infusion. Die maximalen Konzentrationen betrugen 180 nM
fir SNALB, 50 nM fir [1°N]Nitrit und 10,7 pM fir [15N]Nitrat. SI°NC und GS®NO

konnten in der 150 min-Plasma-Probe nicht detektiert werden.

Diese Beobachtungen zeigen, dai3 die Bolus-Injektion von GSI®NO in die Ratte zur Bildung
von SPNALB, [1°N]Nitrit und [*°N]Nitrat fuhrte. Die mit Beginn der Dauer-Infusion von
GSIPNO abfallenden SNALB- und [1N]Nitrit-Konzentrationen, aber noch steigenden
[1°N]Nitrat-K onzentrationen weisen auf einen Metabolismus von SI°NALB und [*°N]Nitrit
zu [1®N]Nitrat hin. Nach 30-60 min Infusion wurde ein konstantes Gleichgewicht zwischen

Bildung und Abbau von SISNALB und [1°N]Nitrit erreicht.

Nach Beendigung der Infusion fielen die SI°NALB- und [*°N]Nitrit-K onzentrationen wahr-
scheinlich durch ihre Umwandlung in [1°N]Nitrat ab. Die ebenfalls abfallende [1°N]Nitrat-
Plasmakonzentration konnte durch Ausscheidung von [1°N]Nitrat in den Urin, wie sie in
anderen Arbeiten gemessen wurde [146,147], erklart werden. Aus dem Abfall der SNALB-
Konzentration nach Erreichen des Maximalwertes ermittelt sich unter Vernachlassigung der
SSNALB-Neubildung durch die wesentlich langsamere GSNO-Infusion eine in vivo-Halb-

wertzeit von etwa 20 min.

Fur die Ratte kann ein Gesamt-Blutvolumen von 8 ml zugrundegelegt werden. Nimmt man
an, daR die gesamte Menge injiziertes GSNO nach 150 min in Form von [1°N]Nitrat vorlag
und vernachlassigt die Ausscheidung von [*°N]Nitrat Uber die Nieren, so hétte die
[1°N]Nitrat-K onzentration im Plasma zu diesem Zeitpunkt 1,5 mM betragen miissen. Es
konnten zu diesem Zeitpunkt jedoch nur 10,7 uM gemessen werden. Die vergleichsweise ge-
ringen SINALB- und [1°N]Nitrit-K onzentrationen im Plasma sind fiir diese Berechnung ver-

nachléssigbar.

Es konnten also nur 0,6 % des injizierten GSNO in Form von bekannten GS°NO-Metabo-
liten im Rattenplasma wiedergefunden werden. Berlicksichtigt man eine konstante Ausschei-
dungsgeschwindigkeit des [1°N]Nitrats tiber den Urin von 28,8 nmol/h (berechnet tiber den
linearen Abfall der [1°N]Nitrat-Konzentration nach 150 min), so wurden nur 1,13 % des inji-

zierten GSNO in Form von [1°N]Nitrat im Plasma wiedergefunden.
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Abb. 57. Konzentrationsverlaufe von [°N]Nitrit, SI°NALB und [*°N]Nitrat im Plasma
einer Ratte nach Bolus-Injektion von 200 yl und anschlief3ender Dauer-Infusion von 1,2 ml
einer 10 mM GS!®NO-Lésung in physiologischer NaCl-Lésung bis zur 150. Minute. Die ba-
salen Plasma-Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen betrugen 1 bzw. 40 uM, der Nitrit-Blank im
Puffer A betrug 200 nM (S®NAL B-Bestimmung).

5.5.3 Bestimmung von GSNO im Rattenplasma nach i.v. Infusion von GSNO
5 ml einer pH-neutralen 10 mM GSNO-L6sung in physiologischer NaCl wurden innerhalb

von 20 min intravends in die rechte Jugular-Vene einer anasthesierten (Xylazin, 2 mg/kg Kor-
pergewicht, Ketamin, 70 mg/kg Korpergewicht), 400 g schweren Sprague-Dawley-Ratte in-
fundiert. Vor und nach der Infusion wurden je 2 ml vendses Blut aus der rechten Femoral-
Vene mittels EDTA-Monovetten entnommen. Das Blut wurde fir 10 min bei 4°C und 800 g
zentrifugiert, das Plasma mit DTPA (600 uM) versetzt und durch Zentrifugation (1200 g,
4°C, 5 min) ultrafiltriert. Das GSNO wurde durch HPLC-Analyse eines 200 pl-Aliquots
(System B, Eluent D) isoliert. Je zwei 50 pl-Aliquots der gesasmmelten HPL C-Fraktion von
GSNO wurden in Borat-Puffer verdinnt (1:20, v/v) und je 4 pl 212 mM NEM zugesetzt.

Eine Probe (1 ml) wurde mit OPA-Reagenz A (100 pl) fir 2 min inkubiert und ein 200 pl-
Aliquot sofort mit HPLC-System B, Eluent D unter Verwendung des Fluoreszenz-Detektors
analysiert. Die andere Probe wurde fir 40 min mit OPA-Reagenz B (100 pl) inkubiert und
nach 40 min mit dem gleichen HPL C-System analysiert. Die entsprechenden HPL C-Chroma-
togramme sind in Abb. 58 zu sehen.
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Vor der Infusion konnte kein endogenes GSNO gemessen werden (nicht gezeigt). Die GSH-
Konzentration im Rattenplasma nach 20-minttiger Infusion von GSNO betrug 130 uM. Fur
die GSH-Bestimmung wurde HPLC-System A und Eluent A verwendet. Das Fehlen eines
Peaks mit der Retentionszeit von GSH (7,2 min) im linken Chromatogramm der Abb. 58
zeigt, dal3 das GSH durch die vorherige Isolierung der GSNO-Fraktion und durch die Behand-
lung mit NEM vollstandig entfernt wurde. Die Konzentration von GSNO im Rattenplasma be-
trug am Ende der Infusion 60 uM. Dal? in diesem Versuch GSNO im Rattenplasma in einer
relativ hohen Konzentration gemessen wurde, ist wahrscheinlich auf die nahezu 25-fach
hohere Infusionsrate von GSNO im Vergleich zu vorigen Versuchen zuriickzufihren (6,25

gegen 0,25 pmol GSNO/kg K érpergewicht - min).
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s _
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Abb. 58. HPLC-Chromatogramme (HPLC-System B, Eluent D, 1,4 mi/min Ful¥ate,
Fluoreszenz) der Analysen von GSNO in Rattenplasma-Ultrafiltraten nach i.v. Infusion von
GSNO (125 pmol/kg Korpergewicht) in eine Ratte Uber einen Zeitraum von 20 min. Linkes
Chromatogramm: 2 min Derivatisierung mit OPA-Reagenz A. Rechtes Chromatogramm: 40
min Derivatisierung mit OPA-Reagenz B. Vor der Derivatisierung mit den OPA-Reagenzien
wurden die HPLC-Fraktionen mit der Retentionszeit von GSNO aus den Ultrafiltraten mit
dem gleichen HPL C-System gesammelt, verdinnt und fir 2 min mit 480 uM NEM inkubiert.
Die Abwesenheit eines Peaks im linken Chromatogramm zeigt, dal3 GSH die Analyse von
GSNO (rechtes Chromatogramm) nicht storte.
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5.6 Vorkommen von endogenen S-Nitroso-Substanzen im Plasma und in
Erythrozyten von Menschen

Uber die Konzentrationen von endogenen S-Nitroso-Substanzen in menschlichem Blut
existierten zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur wenige Publikationen [6,64]. Die von
Stamler et al. publizierte Konzentration von SNALB in Human-Plasmavon 7 = 5 uM wurde
bereitsin der dieser Arbeit zugrundeliegenden Diplomarbeit [59] angezweifelt. Mit den in der
vorliegenden Arbeit entwickelten bzw. weiterentwickelten Methoden wurde der Versuch
unternommen, weitere Daten Uber die endogenen Konzentrationen von S-Nitroso-Substanzen

im menschlichen Blut zu bekommen.

In Tab. 5 sind die endogenen SNALB- und Nitrat-Plasma-K onzentrationen, die bei gesunden
Menschen und Menschen, die an verschiedenen Lebererkrankungen bzw. an chronischem
Nierenversagen erkrankt waren, mit der hier vorgestellten Methode der SNAL B-Bestimmung
gemessen wurden. Als Qualitatskontroll-Probe wurde zu je einer Plasma-Probe aus jeder
Spender-Gruppe SNALB in einer Konzentration von 2 und 5 pM zugegeben und paral lel ana-
lysiert. Die mittlere accuracy und imprecision der Qualitétskontroll-Proben betrug 93 % bzw.
10,5 % in den Proben mit 2 uM zugesetztem SNALB und 104 % bzw. 7,5 % in den Proben
mit 5 uM zugesetztem SNALB.

Mit Ausnahme von 3 Menschen mit Lebererkrankung (zweimal 1000, einmal 2000 nM) lagen
alle Plasma-Konzentrationen von SNALB im Bereich von 0-560 nM. Es konnte in keiner
Spender-Gruppe eine Korrelation zwischen den Plasma-SNALB- und Plasma-Nitrat-K onzen-
trationen festgestellt werden. Auch zwischen den einzelnen Gruppen bestand kein
signifikanter Unterschied bezliglich der SNALB-Plasmakonzentration. Die in der vorlie-
genden Arbeit bel gesunden Probanden gemessenen SNAL B-Plasmakonzentrationen von 181
+ 150 nM sind um einen Faktor von 40 kleiner als die von Stamler et al. gemessenen Werte
von 7 £ 5 uM in einem Kollektiv von 5 gesunden Probanden [6]. In keiner der Plasma-Proben
von gesunden Spendern war die Plasma-SNALB-K onzentration so hoch wie von Stamler et al.
berichtet. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen SNAL B-Plasma-K onzentrationen wurden
durch die Messungen von Nitrit in frischem, unbehandeltem Plasma von vier gesunden Proban-

den untermauert: Die Nitrit-K onzentrationen betrugen 1,38 + 0,09 uM ohne HgCl, und 1,53 +
0,13 pM mit HCI,,. In den entsprechenden Ultrafiltrat-Proben wurden 1,35 + 0,22 uM ohne

HgCl, und 1,33 + 0,12 uM Nitrit mit HgCl., gemessen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von
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einer anderen Arbeitsgruppe fur die Summe von Nitrit und S-Nitroso-Substanzen angegeben
[148]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal3d SNALB und mdglicherweise niedermolekulare
S-Nitroso-Substanzen im Plasma nur in Konzentrationen im unteren nM-Bereich physiologisch
vorkommen. Auch im Cytosol von Erythrozyten von gesunden Spendern (n = 12) konnte im

Rahmen dieser Arbeit kein endogenes GSNO gemessen werden (nicht gezeigt).

Tab. 5. SNALB- und Nitrat-Konzentrationen im Plasma von gesunden und kranken
Spendern.

Spender-Gruppe SNALB [nM] (MW £ SD) Nitrat [uM] (MW £ SD)
Gesunde (n = 23) 181 + 150 356+ 15,2
Patienten mit L ebererkrankungen (n = 40) 161 + 274 56,5+ 41,5
Patienten mit chronischem Nierenversagen (n=6) 147 +55 68,8+ 20,1

SNALB wurde in ultrefiltrierten Protein-Fraktionen (nach Extraktion von Plasma Uber
HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen) gemessen; Nitrat wurde in nativem Plasma quantifiziert.

5.7 Reaktionsprodukte der neuronalen NO-Synthase bel der Inkubation
von Arginin in Gegenwart und Abwesenheit von GSH

Von zwei Arbeitsgruppen wurde berichtet, dal3 GSNO ein Produkt von nNOS ist [13, 14]. Die
Angaben Uber den Anteil von GSNO an den Produkten der NOS unterscheiden sich jedoch
erheblich. Wahrend Meyer et al. [14] von einem Anteil von ca. 30 % des gleichzeitig aus
Arginin gebildeten Citrullins berichten, betrégt dieser nach Schmidt et al. [13] nur 5 %. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Interferenz-freie Methode zur simultanen Bestimmung von

GS™®NO und [*°N]Nitrit in Ansédtzen von L-[°N,]JArginin mit isolierter NNOS entwickelt.

Die damit erhaltenen Ergebnisse werden im Folgenden vorgestellt.

5.7.1 Inkubation von NOS mit L-[*®N2]Arginin in Gegenwart von GSH
Es wurden 5 ml eines Ansatzes mit GSH, NADPH, CaM, CaCl, und L-[*°N2]Arginin herge-

stellt. Dieser Ansatz wurde in 1 ml-Aliquots unterteilt. Nach 10 min Vorinkubation bei 37°C
wurde NOS zugesetzt, und zwar je zweimal in einer Konzentration von 0,5 bzw. 1 pg/ml,
und far 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Von jedem Ansatz wurde ein 100 pl-Aliquot mit
400 pl eiskaltem Aceton versetzt und mittels GC-MS die [1°N]Nitrit-K onzentration bestimmt.
200 pl-Aliguots der Ansédtze wurden sofort auf die HPLC injiziert (HPLC-System B, Eluent

D) und bis zu einer Retentionszeit von 4,5 min 15 s Fraktionen gesammelt. Die Analyse von
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GS®NO erfolgte durch Behandlung der HPLC-Fraktionen mit HgCl, (1 mM) und GC-MS-

Analyse von [**N]Nitrit. Die gemessenen Peakflachenverhaltnisse von m/z 47 und m/z 46

wurden gegen die Retentionszeit aufgetragen.

Die [1°N]Nitrit-K onzentrationen in den Ansitzen betrugen nach 10 min 0,59 + 0,15 pM in
den Ansédtzen mit 5 ug NOS/ml und 1,29 + 0,10 uM in den Ansétzen mit 10 ug NOS/ml. Die
Chromatogramme der Abb. 59 zeigen einen erheblichen Anstieg des Peakflachenverhdltnisses
zur Retentionszeit von Nitrit (2,5 min) und einen sehr leichten Anstieg zur Retentionszeit von
GSNO (3,5 min) bel beiden verwendeten NOS-K onzentrationen. Es wird deutlich, dal3 die
GSI>NO-K onzentrationen um mehrere GroRenordnungen niedriger sind as die entsprechen-
den [1°N]Nitrit-K onzentrationen. Zur ungefahren Quantifizierung von GS°NO in den Anst-
zen wurden die Peakflachen von GSNO (3,25.-3,75. Minute) und [1°N]Nitrit (2.-3. Minute)
in den Chromatogrammen von Abb. 59 integriert und ihr Verhdtnis mit den mittels GC-MS
bestimmten [1°N]Nitrit-Konzentrationen multipliziert. Daraus berechnen sich die GSNO-
Konzentrationen zu 29 (5 pg NOS/ml) bzw. 42 nM (10 pg NOS/ml).
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Abb. 59.  Peakflachenverhéltnisse von m/z 47 zu m/z 46, gemessen in 15 s HPL C-Fraktio-
nen (System B, Eluent D) aus NOS-Ansitzen (5 bzw. 10 pg/ml), die L-[*°N,]Arginin
(100 uM), NADPH (50 uM), CaM (600 nM), CaCl , (600 uM) und 1 mM GSH enthielten und
far 10 min inkubiert wurden. Die rechte Seite stellt das Chromatogramm der linken Seite mit
6-fach empfindlicherer Skalierung der y-Achse dar. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte

+ SD aus Doppel bestimmungen. Die angegebenen Nitrit-Konzentrationen sind separat mittels
GC-MS bestimmt worden.
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Diese Ergebnisse stehen in krassem Widerspruch zu den Ergebnissen von Mayer et al. [14],
die unter gleichen Bedingungen eine GSNO-Bildung von 3 uM gemessen haben. Anders als
in der vorliegenden Arbeit hat diese Arbeitsgruppe ein HPL C-System eingesetzt, dessen mo-
bile Phase einen pH-Wert von 3 hatte. Da unter solchen Bedingungen und in Gegenwart einer
hohen GSH-Konzentration (1 mM) mit einer artifiziellen Bildung von GSNO in betracht-
lichen Mengen zu rechnen ist [48], wurden NOS-Ansédtze mit alen Cofaktoren, GSH und
zwei L-[15N2]Argini n-Konzentrationen eingesetzt, fir 30 min inkubiert und 200 pl-Aliquots
davon mit HPLC-System A (Eluent A, pH 2) und HPLC-System B (Eluent D, pH 7,0) analy-
siert. Abb. 60 zeigt eine betrachtliche Bildung von GS™NO in den L-[*°N,JArginin und NOS

enthaltenden Ansétzen, die mit HPL C-System A analysiert wurden.
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Abb. 60. Peakflachenverhaltnisse von m/z 47 zu m/z 46, gemessen in 1 min-HPL C-Fraktio-
nen (System A, Eluent A) aus NOS-Ansétzen (13 pg/ml), die L-[°N,]JArginin (10 und
100 uM), NADPH (800 pM), CaM (500 nM), CaCl ,, (500 pM), FAD (5 uM), FMN (5 uM),
H,Bip (10 pM) und 1 mM GSH enthielten und fir 30 min inkubiert wurden. Als Kontrolle

diente ein Ansatz mit der oben angegebenen Zusammensetzung und 100 uM L-[15N2]Arginin,
jedoch ohne NOS.

Man beachte, dal? die Hohe der GSI®NO-Peaks groRenordnungsmalig mit den [L°N]Nitrit-
Peaks Ubereinstimmt, was in den in Abb. 59 dargestellten Chromatogrammen nicht der Fall
ist. Eine Auswertung der UV-Signale (333 nm) aus diesen HPLC-Analysen fuhrte zu dem
Ergebnis, dai3 die GS'°NO-Konzentrationen in den Ansétzen 8,5 uM (100 uM L -[1°N,]Argi-

nin) bzw. 0,8 pM (10 pM L -[°N,]Arginin) betrugen. Die entsprechenden [*SN]Nitrit-Kon-
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zentrationen in den Ansétzen betrugen 34,2 bzw. 3,7 puM. Mit dem HPLC-System B wurde
hingegen keine signifikante GSI°NO-Bildung in diesen Proben gemessen (nicht gezeigt). Eine
30-minitige Inkubation von 34 pM [1°N]Nitrit mit 3 mM GSH bei 37°C filhrte nach Analyse
mittels HPLC-System A zur Bildung von GS!°NO in einer Konzentration von 7,7 pM, nach
Analyse mittels HPL C-System B hingegen zu keiner signifikanten GSNO-Bildung.

Die von Mayer et al. [14] gemessene Bildung von GSNO in GSH-haltigen NOS-Ansétzen
konnte daher, zumindest zum Tell, artifizieller Natur sein. Eine weitere Erklarung fir diese
Diskrepanz konnte auch die zeitliche Abnahme der GSNO-Konzentration im NOS-Ansatz
unter den Bedingungen der vorliegenden Arbeit sein. Diese Moglichkeit wurde im folgenden

Versuch untersucht.

5.7.2 Stabilitat von GS®NO in NOS-Ansitzen

Eswurden 1,5 ml eines kompletten Ansatzes in Puffer A nach 10 min Vorinkubation bei 37°C
mit NOS (10 pg/ml) und GS™NO (10 pM) versetzt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
200 pl-Aliquots mit GS*NO (50 pM) versetzt, mittels HPLC (System B, Eluent D, 333 nm)
analysiert und die GSNO-Fraktion (2:55 min bis 3:35 min, ca. 700 pl) gesammelt. Als Blind-
probe wurde ein Ansatz mit der oben angegebenen Zusammmensetzung, jedoch ohne
GS!>NO, wie oben behandelt und die GSNO-HPL C-Fraktion gesammelt. Zur Umwandlung
von GSNO in Nitrit wurden in den Auffang-Réhrchen je 10 pl 100 mM HgCl, vorgelegt.
Nach 1 h Inkubation bei RT erfolgte die Aufarbeitung und Analyse von jeweils zwei 100 -
Aliquots fur die Nitrit-Bestimmung mittels GC-MS. Die in der Blindprobe gemessene
GSIPNO-Konzentration (0,2 uM) wurde von den in den Proben gemessenen GSNO-Kon-

zentrationen abgezogen.

Abb. 61 zeigt den Verlauf der GSI°NO-Konzentration in den NOS-Ansitzen. Die Konzentra-
tion nahm im Zeitraum von 60 min von 9,2 auf 3,7 uM ab. Nach 10 min sind unter den Bedin-
gungen der NOS-Inkubation noch 84 %, nach 30 min Inkubation noch 67 % des eingesetzten
GS!>NO vorhanden. Somit sind die in den oben geschilderten Versuchen gemessenen ge-
ringen GS'®NO-K onzentrationen in NOS-Inkubationen in Gegenwart von GSH nur unwesent-
lich auf die Abnahme der GSNO-K onzentration unter diesen Bedingungen zurtickzufhren.
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Abb. 61. Stabilitdt von GS™NO in NOS-Inkubations-Ansitzen. Die Ansitze enthielten 1
mM GSH, 50 uM NADPH, 600 nM Camodulin und 600 uM CaCl , und 10 pg/ml NOS in
Puffer A. Die Analyse von GS®NO nach den angegebenen Inkubationszeiten erfolgte durch
Zugabe von 50 pM GSMNO als interner Standard, Isolierung der GSNO-Fraktionen mittels
HPLC und deren Analyse mittels GC-M S auf Nitrit. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
+ SD aus Doppelbestimmungen. Zur genauen V orgehensweise siehe Text. Die gewdahlten Be-
dingungen entsprechen denen von Mayer et al. [14].

5.7.3 Quantifizierung von Nitrit und Nitrat in NOS-Ansatzen
Es wurden 5 ml eines Ansatzes, bestehend aus allen Cofaktoren und 100 pM L -[**N]Arginin

in Puffer A, hergestellt und in zwel 2,5 mi-Aliquots unterteilt. Einer der beiden Proben wurde
GSH (1 mM) zugesetzt. Beide Ansédtze wurden in je vier 600 pl-Aliquots unterteilt. Je zwel
dieser Aliquots wurden zusétzlich mit 50 M NADPH bzw. 800 uM NADPH versetzt. Die
Proben wurden jeweils fir 10 min bei 37°C vorinkubiert und die Reaktion mit NOS
(10 pg/ml) gestartet. Nach 10 min erfolgte die Zugabe je eines 100 pl-Aliquots zu 400 ul eis-
kaltem Aceton und Analyse mittels GC-MS. Zusdtzlich wurde je ein 100 pl-Aliquot eines
kompletten Ansatzes, jedoch ohne NOS, a s Kontrolle wie oben behandelt und analysiert.

Abb. 62 zeigt, dal die [1°N]Nitrit- und [*°N]Nitrat-Konzentrationen in den Ansitzen mit
800 uM NADPH erheblich hther waren as in den Ansétzen mit nur 50 pM NADPH. In Ge-
genwart von GSH war die gemessene [1°N]Nitrit-K onzentration jedoch erheblich groRer alsin
Abwesenheit von GSH. Dabei war der EinfluR von GSH auf die [°N]Nitrat-Bildung erheb-
lich geringer als auf die [1°N]Nitrit-Bildung. In den Ansitzen ohne GSH war die [1°N]Nitrat-
Bildung aus L-[**N]Arginin sowohl bei 800 als auch bei 50 pM NADPH gegeniiber der
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[1°N]Nitrit-Bildung bevorzugt. Die Ansitze mit GSH enthielten jeweils anndhernd gleiche
[15N]Nitrit- und [1°N]Nitrat-K onzentration.
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Abb. 62. Konzentrationen von [1°N]Nitrit und [1°N]Nitrat nach zehnminitiger Inkubation
von L-[°N]Arginin (100 pM) mit NOS (10 pg/ml), Calmodulin (500 nM) CaCl , (100 uM),

Hs-Bip (10 uM), FAD (5 uM) und FMN (5 uM) und den angegebenen Kon zentrationen von
NADPH und GSH in Puffer A. Die Quantifizierung erfolgte mittels GC-MS. Als interne Stan-
dards wurden 50 pM Nitrit bzw. 100 uM Nitrat verwendet. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte £ SD aus Doppel bestimmungen.

5.7.4 Messung von NO in NOS-Ansatzen

In kompletten NOS-Ansdtzen (1 ml) mit den tblichen Konzentrationen aller Cofaktoren in
Puffer A sowie L-[*>N,]Arginin (40 pM) und NOS (13 pg/ml) konnte mittels NO-Sensor kein
NO detektiert werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von NOS gestartet. Es kam dabei
zwar zu einer leichten Erhohung der an der Elektrode gemessenen Spannung. Dies geschah
jedoch auch in Ansétzen, die kein L-[*°N]Arginin enthielten (nicht gezeigt).

5.8 Unterscheidung zwischen GSNO und GSNO,

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde berichtet, dal3 aus der Reaktion von Peroxynitrit
mit GSH nicht GSNO, sondern S-Nitroglutathion (GSNO,) entsteht [50]. Es wurde dartiber-

hinaus berichtet, dals GSNO und GSNO, mittels HPLC nicht unterschieden werden konnen.

Es wurde daher hier der Versuch unternommen, eine Methode zu finden, mit der zwischen
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GSNO und GSNO, unterschieden werden kann oder gar ihre simultane Quantifizierung

moglichist.

Zur Herstellung von GSNO,, wurde 1 ml einer 10 mM GSH-L&sung in dest. Wasser mit ca
20 mg Nitronium-Tetrafluoroborat (NO,BF,) bei RT umgesetzt. Diese Losung wurde mit

Eluent A aufgenommen (1:10, v/v), ein 200 pl-Aliquot auf die HPLC (System A, Eluent A)
injiziert und die GSNO,-Fraktion (ca. 1,5 ml, 8,633 min) gesammelt. Dem gesammelten Peak
wurde sofort zur Stabilisierung DTPA (81 puM) zugesetzt. Zur ungeféhren Quantifizierung
unter der Annahme, dal3 GSNO und GSNO, den gleichen molaren Extinktionskoeffizienten

bei 333 nm haben, wurde als Vergleich ein 200 pl-Aliquot einer Lésung von GSNO (238 uM)
in Eluent A mittels HPLC injiziert (System A, Eluent A) und analysiert. Anhand der GSNO-
Peakflache ermittelte sich die Konzentration des verdinnten (injizierten) GSNO,-Reaktions-
ansatzes zu 481 pM. Eine GSNO-Stamml6sung wurde in Eluent A auf die gleiche Konzentra-
tion (481 uM) verdunnt und in die HPLC injiziert. Der GSNO-Peak (ca. 1,5 ml, 8,798 min)
wurde ebenfalls gesammelt und mit DTPA (81 uM) versetzt. Sofort nach Gewinnung der
GSNO- bzw. GSNO,-Fraktion wurde je ein 800 pl-Aliquot mit [ **N]Nitrit und [*°*N]Nitrat (je
100 uM) versetzt. Es erfolgte jeweils die Zugabe von HQCl, (1 mM) bzw. Dithiothreithol (1
mM) zu je zwei 100 pl-Aliquots dieser Lésungen und die sofortige GC-M S-Bestimmung von
Nitrit und Nitrat (Analyse der Peakflachenverhdtnisse von m/z 46 zu m/z 47 (Nitrit as
PFB-Derivat) bzw. m/z 62 zu m/z 63 (Nitrat als PFB-Derivat). Ferner wurden je zwel 100 -
Aliquots der gesammelten GSNO-bzw. GSNO,-Fraktion ohne Zugabe weiterer Reagenzien

derivatisiert und mittels GC-MS analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 63 dargestellt.

Die ohne Zugabe weiterer Reagenzien derivatisierten GSNO-Fraktionen wurden als Kontroll-
Proben verwendet. Die in ihnen gemessenen Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen betrugen 3,9
+ 0,2 uM bzw. 11,7 £ 0,3 uM. Die GSNO ,-Fraktion, die auf die gleiche Weise behandelt

wurde, enthielt hingegen nach Abzug der Blindwerte praktisch kein Nitrit (0,3 + 0,4 pM),
aber 14,3 + 0,2 pM Nitrat. Die Derivatisierung der GSNO-Fraktion in Gegenwart von HgCl,

fUhrte zur Bildung von 48,2 £ 0,7 uM Nitrit. Nitrat wurde aus GSNO unter diesen Bedin-
gungen erwartungsgemal’d praktisch nicht gebildet (1,3 £ 0,8 uM). In der entsprechenden
GSNO,-Fraktion wurde hierbei  stattdessen 49,3 + 1,3 uM Nitrit und 16,9 + 1,7 uM Nitrat ge-

messen. Geht man von einer quantitativen Umsetzung von GSNO zu Nitrit und GSNO, zu
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Nitrit und Nitrat in Gegenwart von HgCl, aus, so resultiert daraus, dal3 GSNO, eine etwa

34 % grofRere molare Absorption als GSNO bei 333 nm hat. Ahnliche Daten wurden auch in
der Literatur [50] beschrieben. Die Nitrat-Freisetzung aus GSNO, ist offenbar unabhangig

von der Anwesenheit von HgCl,,. In Gegenwart von Dithiothreithol entstand aus GSNO nur

Nitrit, wahrend aus GSNO, kleine Mengen von Nitrit und Nitrat entstanden (Abb. 63).
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Abb. 63.  Bildung von Nitrit und Nitrat in Ansdtzen von GSNO und GSNO, in Eluent A in
Gegenwart von HgCl, (1 mM) bzw. 1 mM Dithothreithol (DTT, 1 mM) bzw. ohne Zugabe

dieser Reagenzien. Als interne Standards dienten je 100 pM [°N]Nitrit und [*°N]Nitrat. Die
in der Kontroll-Probe gemessenen Konzentrationen wurden von allen anderen Konzentra-
tionen abgezogen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD aus Doppel bestimmungen.

In einem weiteren Versuch wurde wie folgt vorgegangen: Ein 200 ul-Aliquot eines Ge-
misches aus je 200 pM GS°NO und 200 pM GSNO. in Eluent A wurde mittels HPLC (Sys-
tem A, Eluent A) analysiert und der GS®NO/GSNO,-Peak gesammelt.

Ein 25 pl-Aliquot der GSNO/GSNO,-Fraktion wurde mit NH4Cl-Puffer verdinnt (1:1, v/v).

Davon wurde ein 25 pl-Aliquot mit 25 Wl H ,'%0 versetzt. Der pH-Wert dieser Lésung betrug
6,5. Es wurde HgCl, (1 mM) zugesetzt und diese Probe sofort analog zur GC-MS-Bestim-

mung von Nitrit unter Verwendung von jeweils der Halfte aller bendtigten Reagenzien aufge-

arbeitet. Zur Auswertung der GC-M S-Chromatogramme wurden die Peakfl&chenverhatnisse
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von m/z 46 (NO,") zu m/z 48 (ON80") und m/z 47 (1NO,) zu m/iz 49 (O®N80O") berech-

net.

Das Peakflachenverhdltnis von m/z 46 zu m/z 48 und somit auch das Konzentrations-
verhdtnis von NO,” zu ON80 betrug 1,48. Das Peakfl&chenverhaltnis von m/z 47 zu m/z 49

und somit auch das Konzentrationsverhéltnis von °NO,” zu ON!80- betrug 1,16. Das be-
deutet, daf3 80 sowohl in [2N]Nitrit (aus GSNO,) als auch in [*°N]Nitrit (aus GS™NO) in-
korporiert wurde. In das Nitrit aus GSNO, wurde alerdings deutlich weniger 180 inkorporiert
als in [**N]Nitrit aus GSI®NO. Es kann somit auf diese Weise zwischen GSNO und GSNO,

mittels GC-M S unterschieden werden.
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6 Diskussion

6.1 Neu- und weiterentwickelte M ethoden

Die Forschung auf dem NO-Gebiet gestaltet sich aus vielféltigen Griinden als sehr schwierig.
NO selbst und viele seiner Metabolite wie S-Nitroso-Substanzen und Peroxynitrit sind in bio-
logischen Flussigkeiten sehr instabil, kommen in sehr niedrigen Konzentrationen vor und
kénnen nicht selten ineinander Uberfihrt werden. Die akkurate und Interferenz-freie Quantifi-
zierung von NO, Nitrit, Nitrat, S-Nitroso-Substanzen und anderen Metaboliten in biolo-
gischen Flissigkeiten in vitro und insbesondere in vivo ist eine unabdingbare V oraussetzung
fUr die zuverl&ssige Erforschung der Chemie, Biochemie und Pharmakologie von NO und sei-

ner Metabolite und fur die Ermittlung der Rollen von NO im menschlichen Organismus.

Die Erforschung von NO stellt daher eine sehr grof3e Herausforderung fur die analytische
Chemie dar. Aus diesem Grunde Uberrascht es nicht, dald in den letzten Jahren mehrere
Arbeitsgruppen zahlreiche analytische Verfahren zur quantitativen Erfassung von NO und
seinen Metaboliten einschliefdlich der S-Nitroso-Substanzen entwickelt haben [64,149]. Unter
diesen lassen nur auf der Massenspektrometrie beruhende Methoden eine eindeutige
Identifizierung und eine akkurate Quantifizierung auch in  komplexen biologischen Flissig-
keiten wie Plasma oder Urin zu. Da haufig, wie in der GC-MS, eine vorgeschaltete
Derivatiserung notwendig ist, sind massenspektrometrische Verfahren nicht unbedingt
uneingeschrankt einsetzbar, sondern erfordern eine vorherige Abtrennung der Anayten mit
anderen chromatographischen Verfahren. Fur die Realisierung der Ziele der vorliegenden
Arbeit wurde aus den dargelegten Griinden die Massenspektrometrie al's Hauptmef3verfahren
gewdhit. Bereits bestehende Verfahren wurden weiterentwickelt und validiert. Es wurden
auch neue Methoden entwickelt und validiert. Diese werden im Folgenden diskutiert und mit

Literatur-Methoden fir die einzelnen Substanzen verglichen.

6.1.1 Analysevon SNALB mittelsGC-MS

Die Bestimmung von endogenem SNALB in Humanplasma wurde bislang nur von einer
einzigen Arbeitsgruppe unter Verwendung der Chemilumineszenz vorgenommen. Mit dieser
Technik wurde die SNALB-Konzentration im Plasma von funf gesunden Menschen als 7 £
5uM bestimmt [6]. Diese Methode wurde alerdings nicht im Detail beschrieben. Kirzlich
berichtete dieselbe Arbeitsgruppe, dal’ die Plasma-Konzentration von SNALB nur 0,25-1 uM
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betragt [64] und somit wesentlich kleiner als die zuerst berichtete ist [6]. Diese Daten wurden
mit derselben Methode gemessen. Die wesentlich niedrigeren Konzentrationen wurden auf
das hohere Alter der Proben zurtickgefthrt. In einem wesentlich grof3eren Kollektiv von ge-
sunden und erkrankten Personen wurden in der vorliegenden Arbeit Plasma-SNALB-Konzen-
trationen in der GrofRenordnung von 0,2 UM gemessen. Sie liegen somit im unteren Bereich
der von Stamler et al. berichteten Konzentrationen fur Plasma-SNALB. Bel der Chemilumi-
neszenz-Methode erfolgt die SNALB-Bestimmung durch direkte Injektion von nativem Plas-
ma in die Photolyse-Zelle, die zur NO-Freisetzung aus SNALB dient [6]. Das Fehlen von In-
terferenzen in dieser Methode wurde durch Vergleichsmessungen (Blindproben) von mit

HgCl, vorbehandeltem Plasma zur Entfernung von endogenen S-Nitroso-Substanzen

demonstriert. Eingehendere Untersuchungen zu moglichen Interferenzen, zur Genauigkeit und
zum Detektionslimit dieser Methode sind bislang nicht publiziert worden. Daher kénnen In-
terferenzen oder andere systematische Fehler bel der Quantifizierung von Plasma-SNALB mit

dieser Methode nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden.

SNALB und niedermolekulare S-Nitroso-Subsanzen kénnen auch spektrophotometrisch ge-
messen werden. Diese Methode wurde von anderen Arbeitsgruppen ausschliefdlich zur Unter-
suchung von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zwischen zwei S-Nitroso-Substanzen und
ihren korrespondierenden Thiolen eingesetzt. Da die Extinktionsanderung um 340 nm bzw.
540 nm gemessen wird, kann die Spektrophotometrie nicht zur Bestimmung absoluter Kon-
zentrationen in komplexen Medien angewandt werden. Da die UV-Vis-Spektren von Albumin
und SNALB nahezu identisch sind, Albumin jedoch in einem sehr hohen Uberschuf? (iber
SNALB vorliegt, kann SNALB nicht neben Albumin spektrophotometrisch bestimmt werden.

Die Massenspektrometrie stellt eine Alternative zur Chemilumineszenz und der Spektrophoto-
metrie dar. In Gegenwart eines sehr groien Uberschusses von Albumin gegeniiber SNALB im
Plasma — nach der vorliegenden Arbeit ca. 3800-fach — ist eine direkte Unterscheidung zwi-
schen intaktem Albumin und intaktem SNALB mittels Massenspektrometrie schwierig oder
gar unmaoglich. Zum einen unterscheiden sich ihre Molekil-Massen nur geringftigig (um 29
Da, bel einer Molektlmasse von 68000 Da). Zum anderen konnen SNALB und Albumin nicht
chromatographisch voneinander getrennt werden. Die Bestimmung von SNALB neben
Albumin mittels HPLC ist nicht mdglich aufgrund der Coelution dieser Substanzen [43]. Die
Kopplung der Massenspektrometrie mit der HPL C scheidet aus diesem Grunde als eine Tech-

nik zur direkten Quantifizierung von SNALB aus. Um dennoch die Massenspektrometrie zur
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Detektion von SNALB einsetzen zu kdnnen, wurde eine indirekte Methode entwickelt [59]. In
der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode weiterentwickelt, validiert und zur Quantifizie-

rung von SNALB im Human-Plasma eingesetzt.

Fir alle Methoden zur Bestimmung von S-Nitroso-Substanzen sind gut charakterisierte Stan-
dards zur Kalibrierung bzw. zur Verwendung als interne Standards erforderlich. Wahrend die
Synthese niedermolekularer S-Nitroso-Substanzen schnell und einfach ist [16,30,43,150,151],
gestaltet sich die Synthese von SNALB und S™NALB als ungleich schwieriger. Bei den zwei
am haufigsten verwendeten Methoden zur Pr8paration von SNALB wird Albumin mit sal-
petriger Saure bei pH 2 oder mit Butylnitrit bei neutralem pH-Wert umgesetzt [19] (Abb. 64).
Dabei kann die S-Nitrosylierung der Thiol-Gruppe des einzigen reduzierten Cysteins (Cys-34)
am Albumin mit Reaktionen an zahlreichen anderen (aromatischen) Zentren des Proteins kon-
kurrieren. In der vorliegenden Arbeit wurden beide Methoden angewendet und miteinander

verglichen.

Die Untersuchungen der Reaktion von Plasma-Albumin mit salpetriger Saure bzw. Butylnitrit
mittels UV-Vis-Spektrophotometrie haben klar gezeigt, dal3 bei der Verwendung von Butyl-
nitrit offenbar kaum andere Zentren auf3er dem Cys-34 von Albumin nitros(yl)iert werden.
Dafur spricht das Ausbleiben der Entwicklung eines Absorptions-Maximums bei 340 nm bei
der Verwendung von Butylnitrit. Dieser Befund &3t sich mit der geringeren Elektrophilie von
Butylnitrit gegentber salpetriger Saure und damit einer geringeren Reaktivitédt mit aroma-
tischen Gruppen von Albumin erkléaren. Neben der hdheren Selektivitét der S-Nitrosylierung
von Cys-34 konnen auch hohere Ausbeuten erreicht werden. Das liegt u.a. daran, daf die
Neutralisierung von SNALB-Ansdtzen mit salpetriger Saure grundsétzlich zu einer teilweisen
Denaturierung der Proteine fuhrt. Die Verwendung von Butylnitrit ist wegen der schonenden
Reaktions-Bedingungen (neutraler pH-Wert) und der hoheren Selektivitét die Methode der
Wahl.

Die Synthese von SNALB-Standards durch S-Transnitrosylierung mit niedermolekularen
S-Nitroso-Substanzen wie SNC oder GSNO ist mdglich, erfordert aber einen hohen molaren
UberschuR an SNC bzw. GSNO [31,142]. Besonders das durch die S-Transnitrosylierungs-
Reaktion von Albumin mit SNC gebildete Cystein muf3 im Anschlul® an diese Reaktion aber
vollsténdig entfernt werden. Andernfalls ist eine schnelle Zersetzung des SNALB-Standards

Uber die intermedidare Bildung von instabilem SNC as Folge der Reversibilitét von
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S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zu erwarten. Auch durch Nitrosylierung mit NO-Gas kann
SNALB hergestellt werden. Die Ausbeuten sind allerdings niedrig, da NO das freie Cys-34
des Albumins in erheblichem Mal3e zur Sulfensdure oxidieren kann (Abb. 64) [152]. Dartiber-
hinaus sind weitere Reaktionen von NO, z.B. mit aromatischen Bestandteilen von Albumin,

moglich.
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Abb. 64. Schematische Darstellung der angenommenen Reaktionen von Human-Serum-
albumin (HSA) mit salpetriger Saure (HONO), Butylnitrit, S-Nitroso-Substanzen (RSNO)
und NO. Salpetrige Saure, Butylnitrit, S-Nitroso-Substanzen (RSNO) und NO reagieren mit
der Sulfhydryl-Gruppe des Cys-34 am HSA zu SNALB. Diese Reagenzien reagieren auch mit
anderen Gruppen am HSA (als R; und R, gekennzeichnet) als mit Cys-34, wobei C, N- und

O-Nitroso-HSA gebildet werden kann. NO reagiert mit Cys-34 am HSA zusétzlich noch zur
Sulfensaure [152]. Die Hg?*-katalysierte Konversion von SNALB zu Nitrit und seine an-
schlieffende Derivatisierung mit PFB-Bromid zum PFB-NO, fir die GC-MS-Analyse ist in

eckigen Klammern dargestellt.

Zur Herstellung von SNALB kann von kommerziell erhaltlichem HSA ausgegangen werden.
Solche Préparate enthalten jedoch nur zu einem sehr kleinen Prozentsatz Cys-34 in reduzierter
Form [43]. Vor der S-Nitrosylierung ist daher eine Reduktion notwendig. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dal3 die Reduktion von bovinem Serum Albumin (BSA) mit Dithiotreitol
(DTT) vor der Nitrosylierung zu einer extensiven molekularen Heterogenitét tber Oligomeri-
sation flhrt [153]. Auch bei der Verwendung von NaBH,, oder 2-Mercaptoethanol sind solche
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Veranderungen moglich. DarUberhinaus haben sich Reduktions-Versuche mit diesen Sub-
stanzen als zeitaufwendig und beziiglich der Ausbeuten und Stabilitéten der Praparate als vol-

lig ungeeignet erwiesen [59].

Aus diesen Grunden wurde zur Darstellung von SNALB-Standards in dieser Arbeit frisches
Human-Plasma verwendet. Die SNALB-Standards kdnnen aus den Reaktions-Ansétzen leicht
und in hoher Reinheit durch Extraktion mit HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen erhalten wer-
den. Das gleiche Extraktionsverfahren wurde auch fir die Quantifizierung von SNALB im
Plasma und in Pufferlésungen mittels GC-M S angewandt. Dadurch wird auch eine komplette
Entfernung von endogenem Nitrit und endogenen niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen
erreicht, welche bel der anschlief?enden GC-MS-Anayse mit SNALB interferieren wirden.
Aufgrund des hohen Uberschusses von Albumin gegeniiber den niedermolekularen Thiolen
Cystein (ca. 10 uM) und GSH (ca. 5 uM) im Plasma und den er mittelten Gleichgewichtskon-
stanten der Transnitrosylierungs-Reaktionen SNALB + Cys = ALB + SNC und SNALB +
GSH = ALB + GSNO (Keq = 0,75 bzw. 0,59) sind allerdings, zumindest unter physiolo-

gischen Bedingungen, keine im Vergleich zu SNALB (ca. 200 nM) nennenswerten Konzen-
trationen an SNC oder GSNO im Plasma und somit keine Interferenz durch diese Substanzen
zu erwarten. Auch bel htheren SNC- und GSNO-Konzentrationen kann eine Interferenz
seitens dieser Verbindungen eliminiert werden, indem ein gréfieres Volumen des Puffers A
zur vollsténdigen Elution dieser an Blue Sepharose schwach bindenden S-Nitroso-Substanzen

verwendet wird.

Bel der Verwendung von 1-ml-HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen zur Extraktion von
SNALB und Albumin aus Plasma (400 pl) betrug die Wiederfindungs-Rate sowohl fur
SNALB as auch fur Albumin 45 %. Trotz des nach den Ergebnissen dieser Arbeit etwa 3800-
fachen Uberschusses von Albumin gegeniiber SNALB im Human-Plasma konnte keine Inter-
ferenz bei der Messung von SNALB mit dieser Methode festgestellt werden. S-Nitroso-
Hamoglobin koénnte mit der Messung von SNALB interferieren, da Hamoglobin von
HiTrapBlue Sepharose-Kartuschen mit der Albumin/SNALB-Fraktion coeluiert. S-Nitroso-

Hamoglobin, das physiologisch im Blut vorkommt [102], wirde in Gegenwart von HgCI,

ebenfalls Nitrit bilden. Diese mdgliche Interferenz &3 sich leicht durch Verwendung von

nicht-hdmolytischem Plasma vermeiden.
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Die wichtigste interferierende Spezies bei der GC-M S-Bestimmung von SNALB ist das ubi-
quitér, auch im Elutionspuffer (Puffer B) vorhandene Nitrit, das zum Peakflachenverhaltnis
m/z 46 zu m/z 47 aus SNALB-Analysen erheblich beitragt.

Bei der Extraktion von SNALB aus Plasma (400 pl) betragt die SNALB-Konzentration im
Eluat (2 ml) nur ein Zehntel seiner Plasma-Konzentration. Der Beitrag von Nitrit zum
GC-MS-Peak mit m/z 46 ist deutlich groR3er (Faktor 12,5) als der von SNALB, wenn man von
einer mittleren SNALB-Plasma-K onzentration von 200 nM und einer Nitrit-Konzentration im
Elutionspuffer von 250 nM ausgeht. Eine Aufkonzentrierung der SNALB-Fraktion durch
Ultrafiltration ist nitzlich, da dabel der Beitrag von SNALB zu m/z 46 im Vergleich zu Nitrit,
das hierbel nicht aufkonzentriert wird, steigt. Aufgrund der Interferenz durch Nitrit kann die
SNALB-Plasma-Konzentration nicht einfach durch Multiplikation des Peakflachenverhalt-
nisses von m/z 46 zu m/z 47 mit der Konzentration des internen Standards (d.h. SI°NALB)
berechnet werden. Fir die korrekte Berechnung wurde eine Formel entwickelt und deren
Validitét tberpruft. Auch das LOQ der Methode wird durch Nitrit maf3geblich beeinflufd. An-
hand von Untersuchungen mit SI°NALB konnte gezeigt werden, dal? mit dieser Methode
SNALB noch in einer Konzentration von unter 1 nM gemessen werden konnte, wenn in den

Proben kein Nitrit aus anderen Quellen als SNALB vorhanden wére.

Um das LOQ der Methode weiter zu verringern, wurde versucht, das Nitrit durch Ammonium-

sulfamat [154] aus den Eluaten vor der Versetzung von SNALB mit HgCl, zu entfernen. Diese

Vorgehensweise brachte jedoch keinen nennenswerten Erfolg, da die Eliminierung von Nitrit
und des in groRem Uberschuf verwendeten Ammoniumsulfamats unvollstandig waren. Da-
ruberhinaus war anschlief3end eine Neutralisation notwendig, wodurch wiederum Nitrit in die

Probe eingebracht wurde.

Der Zeitpunkt der Zugabe des internen Standards SI°NALB zum Plasma ist nicht entschei-
dend fur die akkurate Bestimmung von SNALB mittels GC-MS. Das ist im Einklang mit der
von unserer Arbeitsgruppe ermittelten Halbwertzeit von SNALB in Blut in vitro von 5,5 h
[60]. Auch das verwendete Anticoagulanz bei der Blutentnahme hat keinen signifikanten Ein-
fluld auf die gemessene SNALB-Konzentration. Cystein und GSH weisen in EDTA-Plasma
eine deutlich hohere Stabilitét auf als in Citrat-Plasma, da sie in Abwesenheit von Chelatoren
schnell und quantitativ oxidiert werden [44,96]. Kirzlich wurde berichtet, dal3 SNALB in fri-

schem Plasma in héheren Konzentrationen vorliegt alsin fur 2-3 Wochen gelagertem Plasma
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[64]. In unseren Untersuchungen wurde der interne Standard (S°NALB) entweder sofort oder
spétestens kurz vor dem ersten Auftauen zugesetzt. Da sich mit einem maoglichen Zerfall des
endogenen SNALB auch die Konzentration des internen Standards entsprechend andert, ist
die GC-MS-Methode weniger anfallig auf einen Zerfall von SNALB als andere Methoden, bei

denen kein interner Standard verwendet wird.

Bel gesunden Freiwilligen und Patienten mit verschiedenen Leberkrankheiten bzw. chro-
nischem Nierenversagen wurde mit der GC-MS-Methode SNALB im Plasma in Konzentra-
tionen um 200 nM gemessen. In nur drel Plasma-Proben (von Leberkranken) von insgesamt
69 konnten héhere SNA L B-K onzentrationen gemessen werden (zweima 1000, einmal 2000 nM).
Bel den Patienten mit Leberkrankheiten bestand eine Korrelation zwischen Erkrankung bzw.
Krankheits-Aktivitdt und Plasma-Nitrat (nicht publizierte Beobachtung), aber nicht zwischen
Krankheits-Aktivitdt und Plasma-SNALB. Die durchschnittliche Konzentration von SNALB
im Plasma von gesunden Menschen ist damit nach unserer Methode um eine Groldenordnung

kleiner als die von Stamler et al. gemessenen SNAL B-Konzentrationen [6].

Dal3 SNALB im Plasma von gesunden Menschen physiologisch vorkommt, wurde auch mit
einem Bioassay bestétigt. Die Plattchenaggregations-Messungen haben ferner darauf hinge-
deutet, dal? die SNALB-Konzentration im Plasma nicht in der GrofRenordnung von 7 pM, son-
dern sehr viel kleiner ist. Auch die aus SNALB durch S-Transnitrosylierung gebildete SNAC-
Konzentration bestétigte die mittels GC-MS gemessenen SNALB-Konzentrationen [59].
Daten Uber das Vorkommen und die Konzentrationen von SNALB in Human-Plasma von
anderen Arbeitsgruppen sind bisher nicht bekannt. Es wurde lediglich berichtet, dai3 die Ge-
samt-K onzentration von S-Nitroso-Substanzen im Plasmaunter 2 uM betragt [ 155].

Obwohl die bei gesunden Menschen vorkommende physiologische SNALB-Konzentration
nicht in der Grofdenordnung von 7 UM liegt, wie von Stamler et al. berichtet [6], sondern nur
ca 200 nM betragt, heil3t das nicht, dal? eine solche Konzentration keinen relevanten biolo-
gischen Effekt haben kdnnte. So wurde durch Plattchenaggregationsmessungen gezeigt, dal
auch derart niedrige Konzentrationen zu einer geringfugigen Inhibition der Aggregation
fuhren konnen. Eine Konzentration von 7 uM wurde hingegen zu einer kompletten Inhibition
fUhren. Das wére fir einen |ebenden Organismus von grof¥em Nachteil, z.B. bel duf3eren und
inneren Verletzungen, da durch die komplette Inhibition der Plattchenaggregation die Blutver-

luste erhdht waren. Das physiologische Vorkommen von SNALB im Plasma von Menschen
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bedeutet, dal3 durch S-Transnitrosylierungs-Reaktionen mit Plasma-Cystein und Plasma-GSH
auch die niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO physiologisch im Plasma
von Menschen vorkommen, wenn auch nur in Konzentrationen im untersten nM-Bereich
(s.u.). SNALB ist der haufigste und langlebigste NO-Tréger in der Zirkulation des Menschen.
Die Hypothese von Stamler et al., daR in vivo ein Transfer von NO-Aquivalenten zwischen
Plasma-Proteinen wie Albumin und niedermolekularen Plasma-Thiolen wie Cystein und GSH
stattfindet, wobei die Plasma-Proteine als Speicher und die niedermolekularen Thiole als
Vermittler der biologischen Aktivitét dienen [7], ist weiterhin plausibel.

6.1.2 Analysevon GSNO und SNC mittelsGC-MS

Fir die physiologischen niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO wurde
eine Methode zur akkuraten und empfindlichen Bestimmung mittels GC-M S entwickelt. Auch
in dieser Methode liegt die quantitative und selektive Umwandlung der S-Nitroso-Gruppen zu
Nitrit mittels Hg?* und dessen Quantifizierung als PFB-NO, mittels GC-MS zugrunde. Es

werden hier ebenfalls die 1°N-markierten Analoga der S-Nitroso-Substanzen als authentische
interne Standards verwendet. Diese Methode konnte in unterschiedlichen Matrices erfolgreich
eingesetzt werden. In Erythrozyten, die mit SNC inkubiert wurden, entstanden neben GSNO
nur sehr niedrige Nitrit- und SNC-Konzentrationen, so dal3 GSNO im Erythrozyten-Cytosol
direkt mit dieser Methode quantifiziert werden konnte. Fur die Quantifizierung von SNC und
GSNO im Plasma, in dem Nitrit und zahlreiche hoch- und niedermolekulare S-Nitroso-Sub-
stanzen vorkommen [6,61,64], ist allerdings eine vorgeschaltete chromatographische Isolie-
rung der zu quantifizierenden S-Nitroso-Substanz unbedingt erforderlich.

Die Abtrennung von SNC und GSNO aus Plasma-Ultrafiltraten mittels HPLC ist eine geeig-
nete Moglichkeit, um diese Substanzen selektiv mittels GC-MS zu quantifizieren. Es mul} al-
lerdings eingerdumt werden, dal3 endogene Konzentrationen von SNC und GSNO im Plasma
mit dieser Methode nicht bestimmt werden kénnen. Das liegt daran, dal3 S-Nitroso-Sub-
stanzen in Plasma, Ultrafiltrat oder im HPLC-Eluenten viele Reaktionen wie Zersetzung zu
NO oder S-Nitrosylierungen [16,64,144] eingehen kénnen. Daher sind die tatsachlichen Kon-
zentrationen von S®NC und GS'®NO in den gesammelten HPL C-Fraktionen, die aus Ana-
lysen von Plasma-Ultrafiltraten stammten, nicht bekannt. Bei den entsprechenden Untersu-

chungen war Nitrit im HPLC-Eluenten in einer Konzentration von 1,774 + 0,163 uM (Mittel-
wert + SD, n = 10) vorhanden. Unter der Annahme, dai’ die S™NC- und GS'®NO-Konzentra-
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tionen nach ihrer Zugabe zum Plasma-Ultrafiltrat unveréndert blieben, ermitteln sich die Kon-
zentrationen der Summe von Nitrit und RSNO in den HPL C-Fraktionen von SNC und GSNO
aus Plasma-Ultrafiltraten, denen kein SNC oder GSNO extern zugesetzt wurde, zu 1,767 bzw.
1,998 pM. Diese Werte sind in der GrofRenordnung des Blank-Nitrits, das im HPL C-Eluenten
vorhanden ist. Aus diesem Grunde kann angenommen werden, dal3 die endogenen SNC- und

GSNO-Konzentrationen im Plasmaim unteren nM-Bereich liegen.

Eine akkurate Quantifizierung von GSNO und SNC mit dieser Methode kénnte méglich sein,

wenn Blank-Nitrit vor der Versetzung mit HgCl,, quantitativ entfernt wird und bei der wei-

teren Aufarbeitung kein Nitrit eingeschleppt wird. Die Gefahr einer artifiziellen Bildung von
S-Nitroso-Substanzen aus Nitrit und Thiolen unter den Reaktionsbedingungen der Nitrit-Ent-
fernung mit Ammoniumsulfamat ist sehr hoch. Daher muf3 die HPLC-Fraktion der zu ana-
lysierenden S-Nitroso-Substanz frel von Thiolen sein. Das konnte gegebenenfalls durch die

Verwendung von NEM bel einem neutralen pH-Wert erreicht werden.

Die Kombination von HPLC und GC-MS zur Bestimmung von SNC und GSNO hat sich vor
alem bei dem Nachweis ihrer 15N-markierten Analoga in biologischen Proben aus in vivo-
und in vitro- Versuchen als hilfreich erwiesen. Die relativ niedrige natirliche Haufigkeit von

15N (0,36%) und die GC-MS-Detektion der lonen °NO,” und 4NO,” ermdglichen Untersu-

chungen zur Chemie und Biochemie von S-Nitroso-Substanzen bel Verwendung extrem
niedriger, physiologischer Konzentrationen um 1 nM. Bei Analysen mittels HPLC und UV-
Detektion bel 340 nm sind Untersuchungen nur bel Konzentrationen der S-Nitroso-Sub-
stanzen tber 1 uM moglich. Spektrophotometrische Untersuchungen erfordern sogar Konzen-
trationen um 10-100 pM. Bei diesen sehr hohen, unphysiologischen Konzentrationen zeigen
S-Nitroso-Substanzen jedoch andere chemische Eigenschaften, die sich ganzlich von denen
unterscheiden konnen, die sie im unteren nM-Bereich aufweisen, z.B. bezlglich der Metall-

ionen-katalysierten NO-Freisetzung.

6.1.3 Analysevon GSNO als OPA-GSH-Derivat mittelsHPLC

Auf der Basis der auf3ergewdhnlichen Reaktion von GSH mit OPA, bei der ein sehr stabiles
und hoch Fluoreszenz-aktives tricyklisches Isoindol-Derivat von GSH (Abb. 13, Mitte) [68]
gebildet wird, konnte eine Methode zur selektiven Bestimmung von GSNO entwickelt

werden. Sie ist frei von Interferenzen durch andere S-Nitroso-Substanzen und GSH in rele-
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vanten Konzentrationen. Auch besteht bei dieser Methode keine Gefahr einer artifiziellen
GSNO-Bildung aus GSH und Nitrit.

Das Prinzip der Methode basiert auf der Bildung von GSH aus GSNO durch
S-Transnitrosylierung mit einem Uberschul? an 2-Mercaptoethanol und der simultanen Reak-
tion des aus GSNO stammenden GSH mit OPA zur Bildung des OPA-GSH-Derivats. GSNO
ist in biologischen Flissigkeiten wie Plasma neben relativ hohen GSH- und GSSG-Konzen-
trationen nur in sehr niedrigen Konzentrationen zu erwarten [6,49,64,100]. Weder GSH und
GSSG noch gemischte Disulfide von GSH im Plasma interferieren. Das komplette Entfernen
von GSSG und wahrscheinlich auch der gemischten Disulfide, ferner teilweises Entfernen
von GSH und die Isolierung von intaktem GSNO konnte durch HPLC-Anayse von underi-
vatisierten Plasma-Ultrafiltrat-Proben erreicht werden. Die vollstdndige Abtrennung von
GSSG und anderen gemischten Disulfiden von GSH war notwendig, da diese durch Reaktion
mit 2-Mercaptoethanol zu GSH reduziert werden. Das verbleibende GSH in der HPL C-Frak-
tion von GSNO konnte vollstandig durch den Einsatz von NEM entfernt werden. Die NEM-
Konzentration wurde so optimiert, dal3 das aus GSNO gebildete GSH nicht betroffen wurde.
Das restliche NEM kann mit dem aus GSNO freigesetzten GSH nicht reagieren, da es durch
2-Mercaptoethanol sehr schnell und vollstandig S-alkyliert wird.

Die massenspektrometrischen Analysen zeigen eindeutig, dal? das aus GSNO gebildete OPA-
Derivat identisch mit dem OPA-GSH-Derivat ist, das Neuschwander-Tetri und Roll als tri-
cyklisches Isoindol-Derivat von GSH charakterisiert haben [68]. Der Mechanismus der Bil-
dung des OPA-GSH-Derivates nach der Inkubation von GSNO mit OPA-Reagenz B, d.h. in
Gegenwart von 2-Mercaptoethanol, konnte aufgeklért werden. Dieser beinhaltet die Bildung
von einem OPA-GSH- (OPA-GSH) und einem OPA-GSH-2-Mercaptoethanol-Derivat (OPA-
GSH-2ME), welches schliefdlich durch langsame Cyklisierung in das stabilere OPA-GSH wei-
terreagiert (Abb. 13). Fur diesen Mechanismus spricht auch die Bildung gemischter OPA-Iso-
indol-Derivate aus zahlreichen Aminosduren und OPA in Gegenwart von 2-Mercaptoethanol
[156,157].

Die Anwendbarkeit dieser Methode in vivo wurde demonstriert. In eine Ratte i.v. infundiertes
GSNO konnte im Plasma Interferenz-frei quantifiziert werden. Die Kombination von zwei
HPLC-Analysen zur Isolierung von intaktem GSNO aus Plasma-Ultrafiltrat und der an-
schlief3enden HPLC-Analyse mit Fluoreszenz-Detektion erlaubt eine hochspezifische und
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empfindliche Detektion von GSNO im Ultrafiltrat von Human- und Ratten-Plasma, bel der
weder GSH noch GSSG interferieren. Auch Cystein, das im Plasma in Konzentrationen um
10 uM vorhanden ist [44,96], interferiert weder in der HPLC-Analyse von GSH [68] noch
von GSNO in dieser Methode. SNALB wird durch die Plasma-Ultrafiltration komplett ent-
fernt und kann so ebensowenig interferieren. Der Nachteil dieser Methode bei der Bestim-
mung von GSNO im Plasma besteht darin, dal3 die Plasma-Proben um einen Faktor von etwa
10 verdunnt werden. Dadurch wird die Nachweisgrenze der Methode gegeniiber der Analyse
wal¥iger Proben von 3 nM auf 100 nM heraufgesetzt. Die mittlere Wiederfindungsrate von
GSNO aus Plasma-Ultrafiltraten betragt ca. 90 %. Der geringe Verlust von 10 % kann auf
eine langsame Zersetzung von GSNO und/oder die Reaktion mit niedermolekularen Thiolen
im Ultrefiltrat erklért werden. Der zweifelsfreie Nachweis der Existenz von endogenem
GSNO in menschlichem Plasma konnte bislang nicht erbracht werden. Mit der HPLC-Ana-
lyse von GSNO als OPA-GSH-Derivat konnte GSNO in keiner der untersuchten Plasma-Pro-
ben von gesunden Probanden gefunden werden. Es kann daraus geschlossen werden, dal3 die

endogene Konzentration von GSNO in Human-Plasmakleiner als 100 nM ist.

6.1.4 Bestimmung der Aktivitat von isolierter neuronaler NO-Synthase mittels GC-M S

Die Methode basiert auf der Quantifizierung von Nitrit, dem Hauptprodukt der Oxidation von
NO in wal¥rigen Lésungen [35], mittels GC-MS. Aufgrund der Anwesenheit von Nitrit (260
nM) in den verwendeten Puffern und Reagenzien wurde als Substrat der NOS L-[1°N,]Argi-

nin verwendet, um zweifelsfrei die NOS-katalysierte Bildung auch kleinster Mengen von
[1°N]Nitrit nachzuweisen und unter Verwendung von [1*N]Nitrit als internen Standard zu
quantifizieren. Das LOQ der Methode betragt 20 nM [1oN]Nitrit, wenn [M*N]Nitrit (2,5 pM)
verwendet wird und sogar nur etwa 4 nM, wenn auf die Zugabe von [1N]Nitrit verzichtet

wird. In diesem Fall kann das aus L-[*°N,]Arginin stammende [*°N]Nitrit Uber das in relativ

konstanten Konzentrationen vorkommende Blank-Nitrit (260 nM) quantifiziert werden.

In Gegenwart optimierter Konzentrationen aler Cofaktoren der NOS wurde fur die NOS-
katalysierte Reaktion von L-[1°N,]JArginin zu [°N]Nitrit eine Michaelis-Menten-Kinetik
ermittelt. Der mit der vorliegenden Methode ermittelte K, ,-Wert betrug 3,30 (nach Hanes)
bzw. 3,01 pM (nach Lineweaver-Burk) fur L-[*°N,]Arginin. Die V. -Werte betrugen 0,205

(nach Hanes) bzw. 0,207 pmol [15N]Nitrit - mint - mg NOS 1 (nach Lineweaver-Burk). Die
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hier ermittelten K,,-Werte wurden auch mittels Citrullin-Assay zur Bestimmung der
NOS-Aktivitat erhaten, wahrend die ermittelten V _ -Werte um etwa 1/3 kleiner sind

[158,159,160,161,162]. Das stimmt mit der Beobachtung tiberein, dald die [1°N]Nitrit-Bildung
in NOS-Ansdtzen etwa 1/3 des von der NOS umgesetzten L-[15N2]Argi nins entspricht. Es

konnte ferner gezeigt werden, dal3 in Abwesenheit von GSH die verbleibenden 2/3 des

L-[*°N,]Argininsin NOS-Ansatzen zu [*°N]Nitrat oxidiert werden.

Diese Methode wurde exemplarisch zur Untersuchung verschiedener NOS-Inhibitoren ange-
wendet. Die Experimente zeigten, dal3 L-NNA der stérkste getestete NOS-Inhibitor unter den
getesteten (L-NNA > ADMA > L-NMA > L-NAME > SDMA) ist. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit publizierten Studien an neuronaler NOS [161,162]. Fir ADMA wurde
gezeigt, dal’ diese Substanz ein endogener Inhibitor der NOS in Makrophagen und in Gefalien
ist [120]. In eigenen Untersuchungen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal3 ADMA ein

potenter nicht-kompetitiver Inhibitor der neuronalen NOSist (K, = 0,42 nach Hanes bzw. 0,32
UM nach Lineweaver-Burk, K, = 1,62 bzw. 2,18 uM fur ADMA).

Die Simulation der NOS-Aktivitdt mit den experimentell gewonnenen Daten gelang mit
einem Modell fr nicht-kompetitive Hemmung durch ADMA wesentlich besser al's mit einem
Modell fir kompetitive Hemmung. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dal3 ADMA die
isolierte neuronale NOS erheblich stéarker hemmt als sein Isomer SDMA.. In einer vorange-
gangenen Studie wurde gezeigt, dal3 die intravendse Infusion von L-Arginin bei Menschen zu
einer NO-abhangigen Vasodilatation in vivo und gesteigerten Nitrat- und cGMP-Ausschei-
dungen in den Urin fuhrte [163], obwohl die NOS bei einer endogenen Plasma-K onzentration
von L-Arginin (ca 80 pM, eigene unverdffentlichte Ergebnisse) die NOS mit dem Substrat
L-Arginin geséttigt sein sollte. Dieses scheinbare Paradoxon kann durch die Existenz des
endogenen Inhibitors ADMA erklart werden. Die oben genannte Studie [163] flihrte jedoch zu
dem Ergebnis, dal3 die intravendse L-Arginin-Gabe nur eine leichte Erhohung der
NOS-Aktivitét in vivo verursachte. Eine Erhdhung der L-Arginin-Konzentration im Plasma
um einen Faktor von 10 sollte bel einer Inhibitionskonstanten K, von ADMA von 0,42 bzw.
0,32 pM, der Annahme einer kompetitiven Inhibition durch ADMA und einer endogenen

Konzentration von ADMA um 1 pM [120] zu einer ausgeprégteren Erhdhung der
NOS-Aktivitét fuhren. Legt man zugrunde, dal3 ADMA ein nicht-kompetitiver Inhibitor mit
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einem K,-Wert von 1,62 bzw. 2,18 yM ist, so ist die beobachtete relativ geringflgige
Steigerung der NOS-Aktivitét in vivo hingegen erklarbar.

Kurzlich wurde eine negative Korrelation zwischen Plasma-ADMA-Konzentration und Urin-
Nitrat-Konzentration bei Patienten mit peripherer arterieller Verschluf3erkrankung [122] und
essentiellem Bluthochdruck [120] gefunden. Die Akkumulation von ADMA im Plasma wird
als ein Risiko-Faktor fur die Entwicklung von NO-abhangiger endothelialer Dysfunktion und
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen diskutiert [120,122]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie bekréftigen diese Vermutung und zeigen, dal3 selbst die Konzentrationen bei gesunden

Probanden ausreichen, um eine partielle Hemmung zu bewirken.

In eigenen Untersuchungen wurde eine schwache Inhibition der NOS durch L-NAME festge-
stellt. Vorhergehende Untersuchungen zeigten, dal die durch L-NAME hervorgerufene Inhi-
bition auf die Bildung der freien Sure L-NNA durch deren Bioaktivierung [164] oder durch
spontane Hydrolyse [162] zurlickgeht. Die HPLC-Analyse von frisch hergestellten Losungen
von L-NAME zeigte, dal3 L-NNA in diesen Lésungen tatsichlich zu etwa 15 % anwesend
war. Die in den hiesigen Untersuchungen gemessene schwache Hemmung der NOS durch
L-NAME ist daher hdchst wahrscheinlich auf L-NNA und nicht auf L-NAME selbst zurtick-

zufihren.

Fir die Bestimmung der Aktivitdt von NOS existiert eine Reithe von Methoden. Sie alle ba-
sieren auf der Messung der NOS-Produkte NO und Citrullin. Im letzteren Fall wird dabei
radioaktiv markiertes L-Arginin as Substrat eingesetzt und radioaktives L-Citrullin gemes-
sen. Diese Methode ist zwar einfach in der Durchfiihrung, beschrénkt sich aber auf isolierte
NOS-Praparationen, da L-Arginin zu tber 99 % im Harnstoffzyklus zu L-Citrullin metaboli-
siert wird [165]. Wegen der unzuverldssigen direkten Messung von NO in NOS-Ansétzen
wird vorzugsweise Nitrit, sein aleiniges Oxidationsprodukt in waldrigen Losungen [35], be-
stimmt. Unter den Methoden fir die Nitrit-Bestimmung bietet die GC-MS-Methode eine
Reihe von gewichtigen Vorteilen. Der wichtigste Vortell ist ihre uneingeschrankte Anwend-
barkeit in Bezug auf die zu untersuchende Matrix. Ferner erlaubt die GC-MS die Erfassung
von weiteren potentiellen NO-Metaboliten wie Nitrat und GSNO. Damit erhdlt man wichtige
Informationen Uber die Bildung biologisch aktiver Metabolite, die man mit dem Citrullin-

Assay nicht gewinnen kann.
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6.2 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen

6.2.1 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in gepufferten waldrigen L 6sungen

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen waren Gegenstand von Untersuchungen verschiedener Ar-
beitsgruppen [16,30,31,32,144,166]. Die analytische Basis fur diese Untersuchungen bildete
die Spektrophotometrie. In der vorliegenden Arbeit wurden S-Transnitrosylierungs-Reak-
tionen von verschiedenen S-Nitroso-Substanzen und ihren korrespondierenden Thiolen mit-
tels HPLC und GC-MS untersucht. Die Vorteile dieser Techniken sind die uneingeschrénkte
Anwendbarkeit in biologischen Flissigkeiten, bei Mehrkomponenten-Systemen und bei an-

ndhernd physiol ogischen Konzentrationen der untersuchten S-Nitroso-Substanzen.

In unserer Arbeitsgruppe wurden die Gleichgewichtskonstanten von 11 S-Transnitrosylie-
rungs-Reaktionen ermittelt, davon sechs im Rahmen dieser Arbeit. Ferner wurden S-Trans-
nitrosylierungs-Reaktionen in terndren und quartendren waldrigen Gemischen, in Plasma, Blut,

Erythrozyten und in vivo an der Ratte untersucht.

S-Transnitrosylierungen sind sehr schnelle Reaktionen [30,48]. Bereits nach 1 min war bei-
spielsweise das Gleichgewicht in einem Reaktionsgemisch aus 500 uM Cystein und 100 pM
GSNO hergestellt [142]. Die Reaktions-Geschwindigkeitskonstanten k., flr die S-Transnitro-

sylierungs-Resktion GSH + SNC = GSNO + Cys hat einen Wert von iiber 70 M - s1 [142].
Meyer et al. [30] haben fur diese Reaktion einen vergleichbaren Wert erhalten.

Mit Ausnahme der Reaktion Cys + SNAP = SNC + NAP (Reaktion 6, Tab. 4) waren alle
untersuchten Gleichgewichte stabil. In Reaktion 1 wurde eine langsame Bildung von Nitrit
beobachtet. Diese ist eher auf die Zersetzung von SNC als von GSNO zurtickzufihren, da
SNC wesentlich instabiler als GSNO ist. Es zeigte sich, dal3d SNC im Gemisch mit Thiolen
(Reaktion 1; 120 min) generell eine deutlich verlangerte Halbwertzeit hat as allein (7 min)
[142]. Die Halbwertzeit ist alerdings im Gemisch von NAP und Cystein erheblich kleiner
(20 min), obwohl SNAP in Abwesenheit von anderen Thiolen eine stabile S-Nitroso-Substanz
ist (Halbwertzeit: 5,5 h, [142]). Auch in anderen S-Transnitrosylierungs-Reaktionen, an denen
NAC oder Cystein beteiligt waren, stellten sich stabile Gleichgewichte ein. Daher ist es be-
sonders Uberraschend, dal3 SNAP in Reaktion 6 sogar instabiler als SNC war (Halbwertzeit:
4 min). Eine Erklarung konnte sein, da3 NAP nicht in der Lage ist, mit Cu?*-lonen Thiolate
zu bilden. In der Tat zeigte sich, dal3 die Zugabe von SNC (20 uM) zu NAP (500 puM) in Tris-
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Puffer zu einer merklichen NO-Freisetzung fihrte, die bel der Zugabe von SNC zu Cystein
oder bei adlen anderen S-Transnitrosylierungs-Reaktionen nicht beobachtet werden konnte.

Der nach 1 min Inkubation gemessene Wert der Gleichgewichtskonstanten Keq fUr Reaktion 6

(Tab. 4), betrug 2,98 und stimmt gut mit dem von Meyer et al. [30] gemessenen Wert von
2,38 Uberein.

Im quartenédren Gemisch von SNC, SNAP, GSNO, SNAC und ihren Thiolen waren SNC und
SNAP nach kurzer Zeit nicht mehr zu messen, wahrend sich SNAC und GSNO wie in ihrem
bindren Gemisch verhielten. Das ist darauf zurtickzufiihren, dald sowohl SNC als auch SNAP
gute NO*-Donoren und NAC und GSH gute NO*-Akzeptoren sind. So lagen SNC und SNAP,
die unter diesen Bedingungen instabil sind, bereits nach kurzer Reaktionszeit in sehr niedrigen
Konzentrationen vor. Die vergleichsweise geringe Stabilitét von GSNO und SNAC in diesem
guartendren Gemisch ist vermutlich auf die intermedidre Bildung von kleinen Konzentra-
tionen von SNC und SNAP durch S-Transnitrosylierungs-Reaktion mit Cystein bzw. NAP zu-

ruckzufihren.

Bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen konnte mit Ausnahme von Reaktion 6 (Tab. 4) keine
Bildung von NO gemessen werden. S-Transnitrosylierungs-Reaktionen verlaufen deutlich
schneller as die NO-Freisetzung aus den untersuchten S-Nitroso-Substanzen, selbst aus dem
relativ starken NO-Donor SNC. In Reaktionsgemischen von SNC, GSNO und ihren Thiolen
konnten nur sehr niedrige Konzentrationen der oxidierten Thiole Cystin und GSSG gemessen
werden. Thre Bildung ist nicht auf die S-Transnitrosylierungs-Reaktion, sondern eher auf die
Autooxidation von Cystein und GSH zuriickzufiihren. Experimente mit [14C]-markiertem
SNC bzw. Cystein haben bestétigt, dal3 das Hauptprodukt der Reaktion einer S-Nitroso-Sub-
stanz mit einem anderen Thiol das korrespondierende Thiol der S-Nitroso-Substanz ist.
Zusammen mit der Feststellung, dal3 kein NO bel solchen Reaktionen gebildet wurde, ist der
Ruckschlufl? erlaubt, dal3 S-Transnitrosylierungen nicht tber einen radikalischen Mechanis-
mus, also eine Freisetzung von NO, ablaufen. Es wurde allerdings nicht untersucht, ob ge-
mischte Disulfide entstanden sind. Es ist jedoch zu vermuten, dal3 das nicht der Fall ist, da
dies wiederum einen radikalischen Mechanismus nahelegen wirde, bel dem gleichzeitig auch
GSSG und Cystin hétten entstehen mussen. Andere oxidierte Formen der Thiole wie GSOH

oder CysOH wurden auch nicht gemessen.
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Es konnte bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen kein NH,OH gemessen werden. Das bedeu-

tet, dal3 bel diesen Reaktionen ebenfalls kein NO™ intermedié&r gebildet wurde. Dieses Ergeb-
nis ist in Ubereinstimmung mit Arnelle et al. [16], die bei der Inkubation von GSNO mit
einem zehnfachen molaren Uberschul? an GSH ebenfalls kein Hydroxylamin messen konnten.
Diese Arbeitsgruppe hat beobachtet, dal3 Hydroxylamin und Disulfide ausschliefdich bel der
S-Transnitrosylierungs-Reaktion von GSNO bzw. SNC mit dem vicinalen Thiol DTT ent-

stehen [16]. Die Entstehung von NO™ und NH,OH wurde dabei auf die Freisetzung von NO
aus S-Nitroso-DTT und die Weiterreaktion von NO™ mit Thiolen zu NH,OH zurlckgefuhrt.

Wong et al. [144] haben dagegen herausgefunden, dal? bei der Reaktion von GSNO mit GSH
zahlreiche Produkte wie GSSG, NO", NO, N,O, NH,OH, Sulfinamide und Ammoniak ent-

stehen konnen. Allerdings wurde in diesen Untersuchungen 1-10 mM GSNO und 5-100 mM
GSH verwendet. Diese extremen Reaktionsbedingungen sind somit unter hdchst unphysiolo-
gischen Bedingungen durchgefuhrt worden. Zusétzlich betrugen die Inkubationszeiten 24 h,
was bedeutet, dali’ die Entstehung allein auf die Autooxidation von GSH zuriickzufiihren sein
wird. Bei derart langen Inkubationszeiten ist ferner zu erwarten, dald sekundére Reaktionen zu

den gemessenen Produkten gefuihrt haben. Selbst unter diesen Reaktionsbedingungen waren
bei einem GSH- zu GSNO-Verhdtnis von 10:1 N,O (ein stabiles NO™-Endprodukt), NO und

NH,OH in Gegenwart von Sauerstoff nur Nebenprodukte (unter 5 % in Bezug auf GSNO),

wahrend Nitrit das Hauptprodukt unter den entstandenen stickstoffhaltigen Verbindungen

war.

Unter physiologischen Bedingungen ist das Verhéltnis Thiole zu S-Nitroso-Substanzen erheb-
lich groRRer als 10:1. Das Verhéltnis von Albumin zu SNALB betrégt nach den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit etwa 3800:1. Beriicksichtigt man, dal? die einzige freie Thiol-Gruppe
am Albumin (Cys-34) in frisch gewonnenem Human-Plasma zu etwa 40 % in reduzierter
Form vorliegt [43], betrégt das Verhdltnis Albumin (mit reduziertem Cys-34) zu SNALB etwa
1500:1.

Die Inkubation von SNC in Gegenwart steigender Konzentrationen von Cystein Gber einen
Zeitraum von 20 h bestétigte, dal3 Hydroxylamin in sehr niedrigen Konzentrationen gebildet
werden kann. Es stellte sich ferner heraus, dal3 die Konzentration des stickstoffhaltigen
Hauptproduktes Nitrit nach 20 h Inkubation mit steigender Cystein-Konzentration in solchen
Ansétzen abnimmt. Das zeigt, dal3 Cystein das SNC nicht nur stabilisiert, sondern auch zu
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einem veranderten Reaktionsmechanismus von SNC fihren kann. Der Ausbeute-Verlust von
Nitrit kann allerdings nicht auf die geringfiigige Hydroxylamin-Bildung zurtickgefuhrt wer-
den. Eine mogliche Erklarung fur die Anderung des Mechanismus der Reaktion von SNC zu
Nitrit in waldrigen Losungen und seine Stabilisierung in Gegenwart von Cystein kénnte die
Bildung von Cu(ll)-Thiolaten sein. Diese Erklarung stimmt gut mit der Beobachtung Uberein,
daf3 ein Zusatz von CuSO, zu SNC-Ansdtzen in Puffer die Ausbeute von Nitrit erhoht sowie

die NO-Freisetzung beschleunigt (siehe auch [59]). In Abwesenheit von Cu?*-lonen ist auch
der Cul*-katalysierte Zerfallsmechanismus von SNC unterdriickt. Mechanismen wie photo-
lytische Spaltung, thermische Zersetzung oder die Zersetzung durch andere Metallionen, die
mit Cystein keine Thiolate bilden, kénnten dadurch dominieren und zu anderen Produktzu-

sammensetzungen fuhren.

Eine weitere wichtige Beobachtung aus den Untersuchungen zum Kupfer- und Cystein-ab-
hangigen SNC-Zefall ist die, dald sich die NO-Freisetzung aus SNC selbst in Gegenwart von
Cystein durch den Zusatz sehr niedriger CuSO,-Konzentrationen deutlich steigern laft. Das

spricht dafiir, da3 zwar ein groRer Teil der extern zugesetzten Cu2*-lonen mit Cystein zum
Thiolat reagiert, gleichzeitig aber wesentlich héhere Konzentrationen von Cul*-lonen ent-
stehen. Dieses Ergebnis ist in guter Ubereinstimmung mit Publikationen, die Cul*-lonen as
den eigentlich aktiven Katalysator einstufen und die Entstehung von Cul*-lonen auf die Re-

duktion von Cu2*-lonen durch reduzierte Thiole postulieren [23,64].

Im Gegensatz zu SNC setzen alle anderen S-Nitroso-Substanzen, (auch SNhC) in pH-neu-
tralen, gepufferten waldrigen Losungen keine nennenswerten NO-Mengen frei. Das extrem
unterschiedliche Verhalten von SNC und SNhC in Bezug auf die NO-Freisetzung und Sta-
bilitét dieser sehr ahnlichen Substanzen in wéldrigen Losungen verdeutlicht, auf welche dra
matische Welise sich kleine Unterschiede in der molekularen Struktur auf die Stabilitét und
moglicherweise auch auf die biologische Aktivitét von S-Nitroso-Substanzen auswirken kon-
nen. Der ausgesprochen starke Effekt von Cu?*-lonen auf die Freisetzung von NO aus SNC,
nicht aber aus SNhC, 14’ vermuten, dai die Interaktion von Cu2*-lonen mit SNC sehr gut
moglich, mit SNhC jedoch nicht moglich ist. Da der einzige Unterschied in der Struktur von
SNC und SNhC eine CH,-Gruppe ist, konnte man davon ausgehen, daf3 in der Interaktion von

Cu2*-lonen mit SNC sowohl die a-Amino-Gruppe als auch die S-Nitroso-Gruppe beteiligt
sind (Abb. 65, links). Der Abstand zwischen diesen Gruppen ist in SNhC um die Lange der
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CH,-Gruppe groRer as in SNC. Aus diesem Grunde konnten die Cu2*-lonen nicht auf die

gleiche Weise mit SNhC interagieren wie mit SNC (Abb. 65, Mitte). Moglicherweise sind die
etwas groReren Cul*-lonen besser befshigt, die Koordination mit der a-Amino-Gruppe und
der S-Nitroso-Gruppe zu bewerkstelligen, womit eine Destabilisierung der S-Nitroso-Gruppe
einhergehen wirde. Dieser Mechanismus wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dal3 eine
N-Acetylierung der a-Amino-Gruppe von SNC zu SNAC eine drastische Erhéhung der Stabi-
litdt der S-Nitroso-Gruppe bewirkt (Abb. 65, rechts).

COOH CI:OOH COOH
HzN/CdCHz HZN/CQCHZ HN/CQCHz
'u?* /ls cu® /clez ,Lc |s

i i oo
o) N o)
\\O
SNC SNhC SNAC

Abb. 65. Interaktion von SNC, SNhC und SNAC mit Cu?*-lonen. Lediglich SNC ist in der
Lage, sowohl mit seiner a-Amino-Gruppe as auch der S-Nitroso-Gruppe mit dem Cu?*-lon zu
interagieren und ist vermutlich dadurch wesentlich instabiler s SNhC und SNAC (s. auch Text).

Bel der Inkubation des NO-Donors SNP in Gegenwart der Thiole Cystein und GSH konnte
keine Bildung der S-Nitroso-Substanzen beobachtet werden. Die Verwendung von
[14C]Cysteinin einem solchen Experiment zeigte, dald nicht einmal kleinste SNC-Mengen bei
der Reaktion von SNP mit Cystein entstehen. Vorangegangene in vivo-Studien [5] stellen
einen Zusammenhang zwischen Thiol-Status und vasodilatatorischer Wirkung von SNP her.
Esist auch nach wie vor nicht auszuschlief3en, dal3 esin vivo zu einer Bildung von S-Nitroso-
Substanzen aus SNP kommt, die direkt oder Gber NO-Freisetzung vasodilatatorisch wirken.

Unter Betrachtung der in dieser Arbeit bei der Untersuchung von S-Transnitrosylierungs-Re-
aktionen in gepufferten wal¥rigen L&sungen erzielten Ergebnisse 183t sich fir S-Transnitrosy-
lierungs-Reaktionen der in Abb. 66 dargestellte Mechanismus postulieren. Er beinhaltet den
nucleophilen Angriff eines Thiolat-Anions (R;S) auf das Stickstoff-Atom einer S-Nitroso-

Substanz (R,SNO) und die heterolytische Spaltung ihrer S-N-Bindung, wobei die S-Nitroso-
Substanz R;SNO und das Thiolat R,S- entstehen. Diese Reaktion ist reversibel.
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R;-SH R,-SH

H* H*

Ri—S-N=0 + RyS

)
RS + R,—S-N=0

Abb. 66. Vorgeschlagener Mechanismus fur die reversible S-Transnitrosylierungs-Reaktion
zwischen dem Thiol R;-SH und der S-Nitroso-Substanz R,SNO in wal¥rigen Lésungen bei

physiologischem pH-Wert (7,4).

Der exakte Mechanismus der S-Transnitrosylierungs-Reaktion und die Bedingungen, die
diese beeinflussen, sind alerdings noch weiter zu erforschen. Untersuchungen von Stamler,
Loscalzo und deren Mitarbeitern [16,166] haben gezeigt, dal3 die Geschwindigkeiten dieser
Reaktionen vom pH-Wert abhéngig sind. Das konnte bedeuten, dal3 die Nucleophilie der Thi-
ole, die direkt mit den pK_-Werten der Sulfhydryl-Gruppen korreliert, die Reaktionsge-

schwindigkeiten bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurden die physiologischen nieder-
molekularen Thiole Cystein, Homocystein, GSH und NAC eingesetzt. Sie haben vergleich-
bare pK -Werte (8,33, 8,87, 9,12 und 9,65), aber relativ unterschiedliche Reaktionsgeschwin-

digkeiten und Gleichgewichtskonstanten.

Meyer et al. [30] haben kleinere Reaktionsgeschwindigkeiten fur S-Transnitrosylierungs-Re-
aktionen zwischen SNALB und GSH oder Cystein als zwischen GSNO und Cystein bzw.
GSH und SNC gemessen. Das stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit insofern
Uberein, als dal3 dort in Gleichgewichten zwischen SNALB und SNC bzw. GSNO und ihren
Thiolen das SNALB leicht beglnstigt ist.

Uberraschend ist, dal nach eigenen Untersuchungen SNhC gegeniber SNC in der
S-Transnitrosylierungs-Reaktion hCys + SNC == SNhC + Cys bevorzugt ist, obwohl der pK -

Wert von Homocystein grof3er as der von Cystein ist. Da SNhC erheblich stabiler als SNC
ist, kann angenommen werden, dal3 die Stabilitét von S-Nitroso-Substanzen und die Bedin-
gungen, die eine Stabilisierung fordern, weitere Parameter sind, welche die Reaktionsge-
schwindigkeiten und die Lage der Gleichgewichte von S-Transnitrosylierungen bestimmen.
Die Stabilitét von S-Nitroso-Substanzen ist offenbar von der molekularen Struktur abhangig,

was unter anderem auf eine sterische Abschirmung der S-Nitroso-Gruppe zurtickzufihren ist.
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Umgekehrt ist zu erwarten, dal’ diese sterische Abschirmung wiederum zu einer Verlang-
samung der Reaktionsgeschwindigkeiten fuhrt. Das freie Cystein (Cys-34) am Albumin befin-
det sich in einem abgeschirmten, hydrophoben Bereich des Proteins [95], was die aul3erge-
wohnliche Stabilitédt dieser Substanz zu erklaren hilft.

Auf der Basis der in dieser Arbeit ermittelten Plasma-SNALB-Konzentration von etwa

200 nM unter Beriicksichtigung der Keq-Werte von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen mit

SNALB/ALB (Reaktionen 10 und 11, Tab. 4) und der im Plasma herrschenden Cystein-,
GSH- und AL B-Konzentrationen [44,96] berechnet sich die endogene SNC- und GSNO-Kon-
zentration im Plasmavon gesunden Menschen zu 2-5 nM. Diese Werte sind bei weitem klei-
ner als die publizierte Konzentration von niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen im Hu-
man-Plasma von 300 nM [64].

Die Keq-Werte der in Tab. 4 dargestellten S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zeigen, dal3 die

Gleichgewichte in Ansétzen, die Homocystein oder NAC enthalten, sehr stark auf der Seite
von SNhC bzw. SNAC liegen. Die reduzierten freien Formen von Homocystein und NAC
sind im Plasma gesunder Menschen in Konzentrationen von 250 nM [44,96] bzw. < 175 nM
[44] vorhanden. Diese Konzentrationen sind etwa 60, 30 bzw. 1500 mal kleiner als die von
Cystein, GSH [44,96] und Albumin [60]. Aus diesem Grunde sind die zu erwartenden Kon-
zentrationen von SNAC und SNhC im Plasma trotz ihrer bevorzugten Bildung in
S-Transnitrosylierungs-Reaktionen noch deutlich niedriger als die von SNC und GSNO. Esist
nicht davon auszugehen, dal3 sie in htheren Konzentrationen als 1 nM vorkommen. In der Tat
konnte unsere Arbeitsgruppe kirzlich mit einer direkten GC-MS-Methode fir SNAC (as
PFB-Derivat) zeigen, dal3 die Konzentration dieser Substanz in menschlichem Plasma und
Urin unter 1 nM (Detektionslimit bei 1 nM) liegen muf3 [150]. Weitere Daten Uber das Vor-

kommen von SNAC in Humanplasma sind nicht bekannt.

NAC wird haufig als schleimldsendes Medikament bei Erkaltungen eingesetzt. NAC wird in
vivo hauptséchlich zu Cystein metabolisiert [44,167]. Eine Stunde nach der oralen Gabe von
600 mg NAC in Form von Tabletten an gesunde Probanden konnte in den entsprechenden
Plasma-Proben NAC in Konzentrationen um 5 UM gemessen werden [44]. Daher ist es mdg-
lich, dal3 deutlich erhthte, mef3bare SNC- und SNAC-Konzentrationen in solchen Plasma-
Proben aufgrund von S-Transnitrosylierungs-Reaktionen, besonders mit SNALB, auftreten

konnten. Damit kdnnte eine Vasodilatation und Hemmung der Plattchenaggregation einher-
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gehen, die gelegentlich bei der Einnahme von NAC beobachtet wird. Es bleibt jedoch zu
untersuchen, ob diese Effekte auf der SNALB-abhangigen Bildung von SNC und SNAC be-
ruhen oder auf allergische Reaktionen zurtickzufiihren sind.

Erhéhte Homocystein-Konzentrationen im Plasma wurden bel Patienten mit Gefal3erkran-
kungen gemessen [143]. Homocystein wird daher als Risikofaktor fur Arteriosklerose disku-
tiert [143]. Die genaue Rolle von Homocystein bei der Entwicklung dieser Erkrankungen ist
alerdings noch nicht bekannt. Das meiste Plasma-Homocystein (ca. 70 %) ist Uber Disulfid-
Bricken an Albumin gebunden. In freler Form kommt Homocystein hauptsachlich als ge-
mischtes Disulfid mit Cystein vor [143]. Im Gegensatz zu SNC ist SNhC ein sehr schwacher
NO-Donor und ein schwaches S-Transnitrosylierungs-Reagenz (NO*-Donor). Allerdings ist
dieser Stoff ein potenter Inhibitor der Collagen-induzierten Pl&ttchenaggregation in vitro
[142]. Ob hohe Plasma-K onzentrationen an Homocystein das physiol ogische Wirkungsmuster
von S-Nitroso-Substanzen verandern, indem sie zu einem biologisch weniger aktiven NO-
Pool in Form von SNhC fihren und ob auf diese Weise Gefél3erkrankungen verursacht wer-
den, ist noch zu erforschen. Eigenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zufolge konnte
alerdings keine Minderung des vasodilatatorischen Effektes von SNC durch co-injiziertes
Homocystein beobachtet werden. Ferner war i.v. injiziertes SNhC kein schwécherer Vasodila-
tator als alle anderen an der Ratte untersuchten S-Nitroso-Substanzen (SNC, GSNO und
SNAC [147]). Das spricht gegen eine solche Wirkungsweise. In vitro-Untersuchungen zur
NO-Freisetzung aus SNC bzw. SNhC haben allerdings gezeigt, dal3d SNhC auch in Gegenwart
von Cu2*-lonen oder Cystein ein erheblich schwécherer oder zumindest stabilerer NO-Donor
als SNC ist (sehe Abb. 27). Da S-Nitroso-Substanzen auch direkt, das heifdt Uber S-Trans-
nitrosylierung, wirken kdnnen, ist nicht unbedingt mit einer verminderten Aktivitét durch die

Bildung von SNhC zu rechnen.

Unter Verwendung von [1*C]Cystein konnte bewiesen werden, daR es bei der Reaktion von
SNALB mit Cystein nicht zu einer nennenswerten SNC-Bildung kommt. Es ist alerdings
maoglich, dal3 SNC in Gegenwart von SNALB nur ein instabiles Zwischenprodukt ist, das
dann weiter zu NO zerfallt. Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung Uberein, dal3 SNC
und SNALB in Gegenwart von Cystein auf unterschiedliche Weise die Plattchenaggregation
hemmen [168]. Es wurde festgestellt, dal? SNALB (in Gegenwart von Cystein) die Pléttchen
nur cGMP-abhangig, synthetisches SNC aber auch Uber andere cGM P-unabhéangige Mecha
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nismen hemmt. Der cGM P-abhangige Wirkmechanismus kdnnte daher dem NO, die cGMP-

unabhangigen Mechanismen der S-Nitroso-Substanz selbst zugeschrieben werden.

Die grol3e Instabilitét von SNC in Gegenwart von Albumin bzw. von SNALB stammendem
SNC ist sehr wahrscheinlich auf Albumin- bzw. SNALB-gebundenes Cu?* zuriickzufiihren,
das wie freile Kupfer-lonen die Reaktion von SNC zu NO katalysieren konnte [22]. Es wurde
in der vorliegenden Arbeit gezeigt, da’ mit Cu?* behandeltes SNALB in Abwesenheit von
Cystein stabil ist. Es konnte mehrere Tage gelagert werden, ohne dal3 in nennenswertem Male
aus ihm Nitrit gebildet wurde. In Gegenwart von Cystein hatten hingegen bereits nach 2 min
Inkubation in Puffer A (pH 7,0) 37% des verwendeten Cu-S™NALB zu [°N]Nitrit reagiert.
Esist dabei gleichgiiltig, ob das Cu2* am SNALB selbst oder an Albumin gebunden ist, denn
»gewohnliches* SNALB reagierte in Gegenwart von Cu-ALB mit vergleichbarer Ge-
schwindigkeit zu [1°N]Nitrit. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dal3 das im entsprechenden
Versuch eingesetzte Cu-SI>NALB auch Cu-ALB enthielt, da bei der S-Nitrosylierung von
Plasma-Albumin mit Butylnitrit oder salpetriger Saure nur etwa 50% der freien Thiolgruppen
am Cys-34 S-nitrosyliert werden. Moglicherweise spielt Protein-gebundenes Cu?* eine Rolle
bei der Steuerung und Entfaltung von biologischen Signalen durch S-Nitroso-Substanzen.
Protein-gebundenes Cu?* wiirde ihre Funktion als NO-Donor verstarken, wahrend ihre Wir-
kungsweise Uber S-Transnitrosylierungen (z.B. reversible Hemmung von Enzymen durch
S-Nitrosylierung von freien Thiolgruppen) dadurch unterdriickt wirde.

Bei alen anderen Uberpriften S-Transnitrosylierungs-Reaktionen, an denen Cystein und
[14C]Cystein beteiligt war, konnte die Bildung nennenswerter Mengen von [14C]SNC nachge-
wiesen werden. Selbst die Inkubation von nicht-markiertem SNC mit [1C]-markiertem
Cystein fiuhrte zur Bildung von [14C]SNC. Das zeigt, da3 S-Transnitrosylierungen immer
dann ablaufen, wenn S-Nitroso-Substanzen in Gegenwart von Thiolen vorliegen, das heif3t

selbst dann, wenn es sich um das korrespondierende Thiol handelt.

Es wurde vorgeschlagen, dal3 die S-Transnitrosylierung von Proteinen ein Signaltransduk-
tions-Mechanismus sein konnte, der mit der Phosphorylierung vergleichbar ist [17]. Ob die
Wirkung von S-Nitroso-Substanzen auf die Vasodilatation und Pléttchenaggregation in vivo
ganz oder teilweise auf S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zurlckzufiihren ist oder auf der
Freisetzung von NO beruht, ist noch genauer zu untersuchen. Die reversible Inhibition von

Enzymen findet allerdings ausschliefdich Uber deren S-Transnitrosylierung statt [169].
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6.2.2 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in menschlichem Plasma und Blut

V orangegangene Publikationen weisen darauf hin, dal3 S-Transnitrosylierungen auch in vivo
im Blut stattfinden. So wurde berichtet, dal3 die i.v. Infusion des NO-Donors [1-Hydroxy-2-
0X0-3-(N-methyl-3-aminopropyl)-3-methyl-3-aminopropyl]-3-methyl-1-triazen (NOC7) in
Ratten zur Bildung niedriger Konzentrationen von S-Nitroso-Substanzen im Plasma und zu
einer NO-induzierten Blutdrucksenkung fuhren, die bei Ratten mit verringerten Plasma-Albu-
min-Konzentrationen von kirzerer Dauer ist als bei gesunden Ratten [94]. Dieses Ergebnis
wurde auf die intermedidre Bildung von SNALB in vivo zurlickgefuhrt. Keaney et al. haben
an Hunden gezeigt, dal3 i.v. injiziertes SNALB eine langere hypotensive Wirkung hat als
GTN oder SNC [170]. Diese Beobachtungen konnen moglicherweise auf dieim Vergleich zu
NO [93] und SNC [5,48] lange Halbwertzeit von SNALB [17,60] im Plasma zurtickgefihrt
werden. Die Ergebnisse lassen vermuten, dal3 S-Transnitrosylierungs-Reaktionen auch in vivo
im Blut ablaufen. In der Arbeit von Minamyama et al. [94] wurden S-Nitroso-Substanzen im
Plasma ohne vorherige Isolierung mit der Saville-Methode gemessen. Es ist daher nicht ge-
wil3, ob tatséchlich S-Nitroso-Substanzen oder andere NO-Donatoren im Plasma quantifiziert
wurden. In der Arbeit von Keaney et al. [170] wurden nur hdmodynamische Effekte gemes-
sen, nicht aber die Plasma-Konzentration von S-Nitroso-Substanzen. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher die Bildung von SNALB in menschlichem Plasma und Blut Uber zwel

verschiedene Mechanismen in vitro untersucht:

1. S-Transnitrosylierungs-Reaktionen von Albumin durch die zwei wichtigsten physiolo-
gischen niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO bzw. durch das als
moglicher Parameter in Zusammenhang mit Gefalskrankheiten stehende SNhC (s.0.)

2. SNitrosylierung von Albumin durch NO [170] und zwei Medikamente, die NO-ahnliche
Aktivitéten in vivo und in vitro besitzen, ndmlich SNP und GTN.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3 die S-Nitrosylierungen von Albumin
durch GSNO, SNC und SNhC sowie durch NO Uber zwei Mechanismen zur Bildung von zir-
kulierendem SNALB fuhren kénnen. Dabei kommt es, wie auch in gepufferten waldrigen L6-
sungen, bel den schnellen S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zu deutlich héheren Ausbeuten
an SNALB als tber die Reaktion von NO mit Albumin. Es wurde berichtet, dal3 die Wirkung
von GTN und SNP auf die Interaktion von reduzierten niedermolekularen Thiolen wie

Cystein und GSH oder Albumin mit diesen Substanzen, z.B. nach vorangegangener enzyma-
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tischer Reaktion (wie bei GTN), zuriickzufihren ist. Bel ihrer Wirkung wurden S-Nitroso-
Substanzen als aktive Intermediate vorgeschlagen [5,151,171,172,173]. Die Inkubation von
Plasma und Blut mit SNP oder GTN in vitro fuhrte aber zu keiner Bildung von SNALB im
Plasma. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Chong et al. [173] Uberein. Diese Arbeits-
gruppe fand heraus, dal3 eine Thiol-abhéngige Zunahme des Metabolismus von GTN in vitro
in menschlichem Plasma nicht mit einer gesteigerten SNALB-Bildung einherging [173]. Es
konnte gezeigt werden, daf3 die Glutathion-S-Transferasen im Plasma fur den inhibitorischen
Effekt von GTN auf die Aggregation gewaschener Plattchen verantwortlich sind [174]. Aus
diesem Grunde konnte bei der Reaktion von GTN mit Plasma-Glutathion-S-Transferasen Gber
die intermediare Bildung von GSNO schliefdich SNALB entstehen.

SNC S-transnitrosyliert Albumin in Human-Plasma und Blut sehr schnell und effizient. Be-
reits 6 s nach der SNC-Zugabe zum Plasma hatten etwa 18 bzw. 24 % des zugegebenen SNC
zu SNALB reagiert (Abb. 35). In der gleichen Zeit nahm die SNC-Konzentration um 43 bzw.
64 % ab. Das bedeutet, dal? 25-30 % des SNC zu anderen Produkten reagiert haben. Die
Zunahme der Plasma-Konzentration von Nitrit, die aus 100 uM SNC gebildet wurde, betrug
3-4 UM nach 6 sund 13 pM nach 1 h. Esist folglich unklar, zu welchen stick stoffhaltigen
Produkten das restliche SNC reagiert hat. In Gegenwart von DTPA wurden geringere
SNALB-Konzentrationen gebildet als in seiner Abwesenheit. Eine Erkl&rung hierfur ist die
niedrigere Konzentration reduzierter Thiolgruppen in solchen Plasma-Proben: Bei einer ge-
ringeren Konzentration reduzierter Thiol-Gruppen am Plasma-Albumin stellt sich das
S-Transnitrosylierungs-Gleichgewicht nicht so stark zugunsten von SNALB ein (SNC + ALB
= Cys+ SNALB).

Das gebildete SNALB zerféllt in Plasma wesentlich langsamer als SNC. Das Gleichgewicht
zwischen SNALB und SNC scheint also im Plasma instabil zu sein. In gepufferten walirigen
L6sungen stellte sich hingegen bel der Reaktion Cys + SNALB = SNC + ALB (Reaktion
11, Tab. 4) ein stabiles Gleichgewicht ein. Es ist aber zu bedenken, dal3 das Cystein, das bei
der S-Transnitrosylierungs-Reaktion von SNC mit Albumin im Plasma entstanden bzw. endo-
genen Ursprungs ist, schneller oxidiert wird as in wal¥igen gepufferten Losungen. Cystein
wird daher auch schneller dem Gleichgewicht entzogen. Das bedeutet, dal’ sich das Gleichge-
wicht der Reaktion Cys + SNALB = SNC + ALB im Laufe der Zeit immer weiter zugunsten
von SNALB verschiebt. Zusétzlich reagiert immer weniger SNALB Uber die intermedidre
Bildung von instabilem SNC zu Nitrit. Die Sulfhydrylgruppen, die aus reduziertem Cys-34
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am Albumin stammen, werden vermutlich deutlich langsamer oxidiert als freies Cystein, da
sich das Cys-34 geschitzt in einem hydrophoben Bereich des Albumins befindet [95]. Die
Konzentration von SNALB stieg im Laufe der Inkubationszeit leicht an. Auch das ist auf die
Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten von SNALB zurtickzufihren, denn das Verhélt-
nis Albumin zu Cystein im Plasmawird mit der Zeit immer grof3er. Ferner ist davon auszuge-
hen, dal3 sich das Gleichgewicht nach der initialen Phase (6 s), anders als bei den niedermole-
kularen S-Nitroso-Substanzen, noch nicht richtig eingestellt hat.

Bel der Untersuchung der Transnitrosylierungs-Reaktion SNC + ALB = Cys + SNALB in
Plasma und Blut betrug die Konzentration freier Sulfhydrylgruppen wenige Sekunden nach
der Zugabe von SNC (100 uM) etwa 300 uM in Form von Albumin und 50 pM in Form von
Cystein. Die SNALB- und SNC-Konzentration betrug je ca. 30 uM. Die Gleichgewichtskon-

stante der S-Transnitrosylierungs-Reaktion berechnet sich unter diesen Bedingungen zu K eq”

0,17. Dieser Wert ist um einen Faktor von ca. 10 kleiner as der in gepufferten wéldrigen Lo-
sungen ermittelte von Keq = 1,33 (siehe Reaktion 11, Tab. 4). Unter der Annahme, dal3 die

SH-Gruppen von Albumin und Cystein in gleichem Mal3e oxidiert werden, berechnet sich fir

den Zeitpunkt von 60 min ein KegWert von 1,0. Dieser Wert stimmt deutlich besser mit dem

flr die Reaktion 11 in gepufferten wéldrigen Lésungen ermittelten Keq-Wert Uberein.

SNALB ist in Vollblut und Plasma in vitro auRerordentlich stabil (t;,, (Vollblut) = 5,5 h,
[60]). SNC ist selbst in EDTA-Plasma eine recht instabile S-Nitroso-Substanz und in Citrat-

Plasma noch deutlich instabiler. Der Komplexbildner DTPA wirkt in Citrat-Plasma zwar sta-
biliserend auf SNC, aber bei weitem nicht so stark wie EDTA. In gepufferten wéal¥rigen L6-
sungen wirkt Cystein stark stabilisierend auf SNC. Die Halbwertzeit von SNC in gepufferten
walrigen Losungen betragt (in Abwesenheit von Thiolen) 6 min, in Gegenwart des Cul*-Che-
lators Batocuproinsulfonat (10 uM) hingegen 58 min [48]. Die besonders stark stabilisierende
Wirkung von EDTA auf SNC in Plasma ist vermutlich auf zwel Effekte zurtckzufthren,
namlich die antioxidierende Wirkung auf Thiolgruppen und die Wirkung als Cu-Komplex-
bildner. DTPA wirkt hingegen nur als Cu-Komplexbildner. Thiole wie Cystein reagieren mit
Cu2*-lonen zu Thiolaten und senken auf diese Weise die Konzentration freier Cu2*-lonen. So
wirkt sich die antioxidative Eigenschaft von EDTA zusétzlich senkend auf die Konzentration
freier Cu?*-lonen aus. Hinzu kommt, daf? die groRRere Stabilitat von Cystein sich in der Reak-
tion Cys + SNALB = SNC + ALB zugunsten von SNC auswirkt. In EDTA-Plasma werden
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bei S-Transnitrosylierungs-Reaktionen dennoch hohere SNAL B-Konzentrationen gebildet as
in Citrat-Plasma. Dieser scheinbare Widerspruch kommt dadurch zustande, dal3 SNC in
EDTA-Plasma stabiler ist und so Albumin und SNC fir eine langere Zeit miteinander zu

SNALB reagieren konnen.

SNC ist gegenuiber GSNO und SNhC nicht nur in gepufferten waldrigen Losungen, sondern
auch in Plasma oder Blut ein potenteres S-Transnitrosylierungs-Reagenz. SNC fihrte generell
zu den hdchsten SNALB-Konzentrationen im Plasma. Die SNAL B-Konzentrationen im Plas-
ma waren nach der Inkubation von SNC, GSNO und SNhC in Vollblut stets hoher as nach
ihrer Inkubation in Plasma. Das kdnnte daran liegen, dal3 SNC und SNhC nur langsam in die
Erythrozyten aufgenommen werden und GSNO gar nicht. Dadurch waren in Experimenten
mit Vollblut die realen Konzentrationen von SNC, GSNO und SNhC hoéher alsin den entspre-
chenden Experimenten in Plasma (denn die zugegebenen Konzentrationen von SNC, GSNO

und SNhC bezogen sich immer auf das gesamte Blut-V olumen).

Metallionen und besonders Kupfer-lonen spielen eine wichtige Rolle in der Chemie und Bio-
chemie von S-Nitroso-Substanzen. Sogar wenn Kupfer-lonen an Proteine gebunden sind, kén-
nen sie eine NO-Freisetzung aus S-Nitroso-Substanzen bewirken [26]. Untersuchungen unse-
rer Arbeitsgruppe [48] zeigten, dal? die Stabilitét von SNC um einen Faktor von 10000 stérker
durch Cu?*-lonen beeinflult wird als die Stabilitit von GSNO. Eigene Vorarbeiten [59]
zeigten, daid die Kombination von Cu2* (500 nM) mit Cystein (50 uM) SNALB genauso
effektiv zu Nitrit zersetzt wie HgCl, (1 mM). Die Mechanismen sind allerdings unterschied-

lich: Wahrend in Gegenwart von HgCl, die Entstehung von Nitrit aus SNALB nicht Gber die

intermediare NO-Bildung ablauft (siehe Abb. 1), ist das, zumindest zum Teil, bei der Zerset-
zung mit der Kombination aus Cu?*-lonen und Cystein der Fall [48,59].

Physiologisch vorkommendem Cystein wird eine Schlisselrolle bel der Vermittlung und
Regulation der antiaggregatorischen Wirkung von SNALB zugeschrieben [168]. Die vorlie-
gende Arbeit zeigt, dal3 der Mechanismus der Cystein-vermittelten Wirkung von SNALB ver-
mutlich auf die intermedidre Bildung von SNC aus SNALB und Cystein zuriickgeht. In der
Mikroumgebung des Albumin-Molekils ist SNC alerdings wahrscheinlich hochst instabil
und setzt NO frei. Tellweise konnte es mit anderen Gruppen des Albumin-Molekils reagie-
ren. Fir die NO-Bildung aus aus SNALB stammendem SNC konnten an Albumin gebundene

Kupfer-lonen verantwortlich sein.
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Es ist bekannt, dal3 10 % der Cu2*-lonen im Plasma, das bedeutet 2 uM, fest an Albumin ge-
bunden sind [95]. Die Bindungs-Konstante betragt 1,6 - 1016 [175]. Die restlichen 90 % der
Cu?*-lonen im Plasma sind an a-Globulin gebunden [95]. Cu?*-enthaltendes SNALB ist in
menschlichem heparinisiertem Blut stabil [60] und setzt nicht spontan NO frei. In Gegenwart
von Cystein ist SNALB auch in Abwesenheit von extern zugegebenen Cu?*-lonen deutlich in-
stabiler. Daher kann angenommen werden, dai3 Albumin-gebundene Cu?*-lonen die Cystein-
vermittelte NO-Freisetzung aus SNALB tber SNC katalysieren. Die hemmende Wirkung von
SNALB auf die Plattchenaggregation kann nicht direkt Gber SNC vermittelt werden, da
Untersuchungen zur Hemmwirkung von SNC auf Pléttchen gezeigt haben, dal? diese z.T.
cGMP-unabhangig ist [47]. Die antiaggregatorische Wirkung von SNALB in Gegenwart von
Cystein wird hingegen ausschliefdlich cGM P-abhangig vermittelt [168]. Die cGM P-abhangige
Vermittlung der Inhibition der Plattchenaggregation wird dem NO zugesprochen, obwohl
nicht auszuschlief3en ist, dafl3 auch S-Nitroso-Substanzen per se die sGC aktivieren kdnnen.
Die cGM P-unabhéngigen Wirkungsmechanismen von SNC kdnnten hingegen auf eine direkte
Beteiligung von SNC, z.B. lber die Hemmung der Thromboxansynthese und S-Nitrosylie-
rung von Membran-Proteinen [47], zurlickgefUhrt werden.

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen zwischen den niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen
SNC, GSNO und SNhC und der Sulfhydryl-Gruppe des Cys-34 am Albumin in Plasma und
Blut sind die effizientesten Mechanismen, die zur Bildung von SNALB fuhren konnen. NO ist
ebenfals in der Lage, in Plasma oder Blut SNALB zu bilden, aber in erheblich geringerem
Male. Die NO-Donoren GTN und SNP sind dazu — zumindest in vitro — Uberhaupt nicht
fahig.

Die in vitro-Untersuchungen der S-Transnitrosylierungs-Reaktionen in Blut und Plasma spre-
chen dafir, dal3 diese Reaktionen auch in vivo im Blut stattfinden kdnnten. Die im vorange-
gangenen Abschnitt anhand der endogenen SNALB-, Cystein- und GSH- Konzentrationen im
Plasma (200 nM, 10 uM bzw. 5 pM) berechneten endogenen Kon zentrationen von SNC und
GSNO (2-5 nM) kdnnten somit zutreffen.

Wichtige Parameter fur die Stabilitdt und Wirkungsweise der S-Nitroso-Substanzen sind die
im Plasma vorliegende Konzentration des reduzierten Cysteins und die Konzentration von

freien und an Albumin und andere Plasma-Proteine gebundenen Kupfer-lonen.
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6.2.3 Rolle von Erythrozyten bei dem Metabolismus und der Vermittlung der biolo-

gischen Aktivitaten von S-Nitroso-Substanzen

Es ist bekannt, dal3 NO in Erythrozyten durch Reaktion mit Oxyh&moglobin zu Nitrat meta-
bolisiert wird [107]. Ferner wurde berichtet, dal3 SNHb in Erythrozyten vorkommt [102]. Sei-

ne stabilere, oxygenierte Form (SNO-Hb[Fe”]OZ) liegt in arteriellem Blut in Konzentrationen

von 300 nM vor [102]. Laut einer Theorie von Stamler et al. [102] findet durch den Ubergang
von SNO-Hb[Fe''|O, in die deoxygenierte Form SNO-Hb[Fe/!] im vendsen Blut eine Destabi-

lisierung der S-Nitroso-Gruppe von SNHb und die Bildung von intrazelluldarem GSNO bzw.
Freisetzung von NO statt. Auf diese Weise konnten Erythrozyten die endotheliale NO-Pro-
duktion in vendsen Kapillar-Gefél3en unterstitzen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3 Erythrozyten einen wesentlichen Einfluld
auf den Metabolismus von zirkulierenden S-Nitroso-Substanzen haben. Zusétzlich konnte ge-
zeigt werden, dal3 Erythrozyten as Vermittler der biologischen Wirkung von S-Nitroso-Sub-

stanzen fungieren kdnnen.

Zum ersten Mal wurde ein transmembrandses, selektives Transportsystem fur L-SNC in das
Cytosol der Erythrozyten gezeigt. Bel diesem Transport kommt es neben der Bildung von
Nitrat auch zur S-Transnitrosylierungs-Reaktion von intrazelluldrem GSH mit transportiertem
SNC unter Bildung von GSNO. Stamler et al. haben beobachtet, dal3 die Inkubation von
GSNO mit Erythrozyten im Gegensatz zu SNC nicht zur Bildung von SNHb fihrte [102].
Dieses Phanomen wurde jedoch nicht auf die Unfahigkeit von GSNO zuriickgefthrt, Erythro-
zyten-Membranen zu durchdringen. In dieser Arbeit wurde hingegen der Beweis erbracht, daf3
L-SNC als einzige physiologische S-Nitroso-Substanz in nennenswertem Mal3e zu diesem
transmembrandsen Transport in der Lage ist. Sein optisches Isomer D-SNC wird wesentlich
langsamer in das Erythrozyten-Cytosol transportiert. Diesist ein weiterer Hinwelis fir die Exi-
stenz eines selektiven Transportsystems fur SNC in der Erythrozytenmembran.

Es wurde bestétigt, dal3 NO in das Cytosol von Erythrozyten gelangen kann und dort zu Nitrat
oxidiert wird. Dieses NO fuhrt jedoch nicht zur Bildung von detektierbaren Konzentrationen
an intrazellulérem GSNO. Stattdessen fuhrt intrazelluléres NO im Gegensatz zu SNC zu einer
deutlichen Verringerung der cytosolischen GSH-Konzentration. Hierbel wird vermutlich
GSSG gehildet.
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Intrazelluldres GSNO ist selbst nicht in der Lage, das Cytosol von Erythrozyten zu verlassen.
Es ist wahrscheinlich, dal3 diese Beobachtung auch auf andere Zellen, in denen NO und
GSNO produziert wird (wie Endothelzellen oder Blut-Pléttchen [176]), Ubertragbar ist. Es hat
sich alerdings gezeigt, dal3 auch der Metabolismus und die biologische Wirkung anderer
S-Nitroso-Substanzen wie GSNO durch Erythrozyten beeinflufdt werden kann. Durch Coinku-
bation von GSNO mit Erythrozyten in Gegenwart von verschiedenen Cystein-Konzentra-
tionen konnte sowohl bei gewaschenen Erythrozyten als auch im Vollblut gezeigt werden, dal3
dem Cystein eine zentrale Rolle beim Metabolismus aller S-Nitroso-Substanzen Uber die Ery-
throzyten zukommt. Uber S-Transnitrosylierungs-Reaktionen der S-Nitroso-Substanzen mit
Cystein kann extrazellulér SNC gebildet werden, das dann in die Erythrozyten transportiert

wird. Dort wird es zu Nitrat metabolisiert oder geht andere Reaktionen ein.

Auch bel der Vermittlung der biologischen Aktivitét von intrazelluldrem GSNO in den Ery-
throzyten ist die S-Transnitrosylierungs-Reaktion mit Cystein essentiell: Mit GSNO
»beladene” Erythrozyten fuhrten nur dann zu einer deutlichen Inhibition von Plétchen in
plattchenreichem Plasma, wenn in den Ansdizen extern zugesetztes Cystein vorhanden war.
Das lalt vermuten, dal3 durch S-Transnitrosylierung im Cytosol der Erythrozyten gebildetes
SNC den Transport von NO*-Aquivalenten aus den Erythrozyten in das Plasma bewirkt. Die-
ses SNC kann im Plasma mit Albumin zu SNALB (und Cystein) reagieren oder direkt eine
biologische Wirkung wie die Inhibition der Pléttchenaggregation vermitteln. In der Tat konnte
nachgewiesen werden, dal? intrazellulares GSNO in Erythrozyten zur Bildung von SNALB
fuhren kann, dessen antiaggregatorische Wirkung wiederum Cystein-abhangig ist.

Der Transport von extrazelluldrem SNC in das Cytosol von Erythrozyten wurde genauer
untersucht. Es stellte sich dabei heraus, dal3 er durch andere Aminosauren, insbesondere Serin
und Cystein, gehemmt werden kann. Die Transport-Geschwindigkeit von SNC in das Erythro-
zyten-Cytosol ist durch Steigerung der extrazelluldren SNC-Konzentration nicht beliebig zu
steigern. Beide Beobachtungen sprechen fir einen Carrier-Transport von SNC. SNC reagiert
in Erythrozyten schnell und nahezu quantitativ weiter und ist daher nicht als Parameter fir
seinen Transport geeignet. Daintrazellulares GSNO aus intrazellul&rem SNC und GSH in den
Erythrozyten nicht quantitativ durch S-Transnitrosylierung gebildet wird, ist es as Mal3 fir
den SNC-Transport in das Erythrozyten-Cytosol ebenfalls ungeeignet. Die exakte Bestim-
mung von Cystein gestaltete sich im Cytosol von Erythrozyten als schwierig, da die Aufar-
beitung der Proben zu relativ grof3en Fehlern fuhrte. Die Inkubations-Bedingungen, insbeson-
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dere die Temperatur, waren bel Experimenten mit gewaschenen Erythrozyten schwierig kon-
stant zu halten. Daher war es nicht moglich, z.B. durch Lineweaver-Burk-Auftragungen,

exakte kinetische Daten fur diesen Transport zu ermitteln.

Ein besonders wichtiges Ergebnis bel der Untersuchung der Selektivitdt des Transportes von
SNC in Erythrozyten ist, dal3 SNC signifikant schneller als Cystein in das Cytosol von Ery-
throzyten transportiert wurde. Selbst wenn SNC in das Cytosol von Erythrozyten Uber das
gleiche Transport-System transportiert wird, das fir den Transport von Cystein verantwortlich
ist, ist dieses Ergebnis als ein Uberzeugendes Indiz fUr die physiologische Relevanz dieses

Transportes zu werten.

Der Verlauf der intrazelluléren GSNO-Konzentration in Abhangigkeit von der extrazelluléren
SNC-Konzentration zeigt einen sigmoiden Verlauf. Das kdnnte bedeuten, dal3 bei niedrigen
SNC-Konzentrationen die Nitrat-Bildung stérker beginstigt ist als bei hdheren SNC-Konzen-
trationen. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dal? SNC zunéchst zur (S)-Nitrosylierung
von Hb oder auch Membran-Proteinen fihrt. Eine Bestimmung von SNHb im Erythrozyten-
Cytosol konnte in dieser Arbeit nicht realisiert werden. Membran-Proteine konnten ebenfalls

nicht untersucht werden.

Auch in Vollblut fuhrte externes SNC zur intrazelluldren Bildung von GSNO. Die GSNO-
Konzentration war alerdings erheblich niedriger as nach Inkubation mit gewaschenen Ery-
throzyten. Nach 20 min Inkubation von 600 uM SNC in Vollblut betrug die intrazellulare
GSNO-Konzentration nur 3,8 uM, wahrend sie unter gleichen Bedingungen in gewaschenen
Erythrozyten um etwa Faktor 10 gréf3er war. In Anwesenheit von Plasma ist die Bildung von
Plasma-SNALB gegentiber der intrazelluldren GSNO-Bildung bevorzugt. Die SNALB-Kon-
zentration im entsprechenden Ansatz betrug ca. 100 uM. Nach der Inkubation von gewasche-
nen Erythrozyten bzw. Vollblut mit SNC waren die intrazelluldren Cystein-Konzentrationen
in etwa gleich grof3. Das deutet darauf hin, daf3 der Transport von SNC in die Erythrozyten
auch in Vollblut eine relevante Rolle spielt. Die niedrigen intrazellul&ren GSNO-Konzentra-
tionen nach der Inkubation von SNC in Vollblut kommen offenbar dadurch zustande, dal? das
GSNO intrazelluléres Cystein S-nitrosyliert und das gebildete SNC wieder aus dem Erythro-
zyten heraustransportiert wird. Diese Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dal3 GSNO im
Cytosol von Erythrozyten, die sich in physiologischer NaCl befanden, sehr stabil war,

wéhrend die Reinkubation von gewaschenen, ,, GSNO-belandenen* Erythrozyten mit ihrem
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Original-Plasma zu einer schnellen Abnahme der intrazelluldren GSNO-Konzentration fuhrte.
Die intrazelluldre GSNO-Konzentration fiel in Erythrozyten, die in physiologischer NaCl-
L 6sung inkubiert wurden, wiederum um so schneller, je mehr Cystein dieser physiologischen
NaCl-Ldsung zugesetzt worden war.

Die Inkubation von SNC mit gewaschenen Erythrozyten fihrte vorwiegend zur Bildung von
biologisch inaktivem Nitrat und zu deutlich kleineren Mengen an biologisch aktivem GSNO
im Erythrozyten-Cytosol. Auch andere S-Nitroso-Substanzen wie SNALB und GSNO, die
selbst nicht in das Cytosol von Erythrozyten gelangen konnen, werden in Erythrozyten zu
Nitrat metabolisiert. Dies geschieht um so schneller, je mehr Cystein im Plasma vorhanden ist
(bzw. extern zugegeben wurde). Eine Hauptaufgabe der Erythrozyten in Bezug auf zirkulie-
rende S-Nitroso-Substanzen ist ohne Zweifel ihre Metabolisierung zu ungiftigem Nitrat. Eine
weitere Aufgabe der Erythrozyten konnte die Speicherung von NO-Aquivalenten in Form von
GSNO und SNHb sein. Quantitativ Uberwiegt die inaktivierende Rolle der Erythrozyten Uber
die, die der Speicherung und dem Transport von NO dient. Aufgrund der hohen Potenz von
S-Nitroso-Substanzen konnte diese zweite Funktion der Erythrozyten in vivo von grof3er Be-
deutung sein. In der Zirkulation liegen S-Nitroso-Substanzem in einem dynamischen Gleich-
gewicht nebeneinander vor. In vivo konnte es bel einer konstanten SNALB- und SNC-Kon-
zentration im Plasma trotz des relativ langsamen Transportes zu einer Akkumulation von
GSNO und auch SNHb in Erythrozyten kommen. Intrazelluldres GSNO und extrazelluldre
(Plasma) S-Nitroso-Substanzen wéren in vivo Uber Cystein/SNC miteinander im Gleichge-
wicht. Die in 5.2.7 in gepufferten waldrigen Losungen ermittelten Gleichgewichtskonstanten
fur S-Transnitrosylierungs-Reaktionen scheinen auch im Cytosol von menschlichen Erythro-
zyten gultig zu sein. So gelang es, die intrazellulare SNC-Konzentration in gewaschenen
menschlichen Erythrozyten nach ihrer Inkubation mit SNC anhand der Gle chgewichtskon-
stanten der Reaktion GSH + SNC = GSNO + Cys (Reaktion 1, Tab. 4) richtig zu berechnen.

Sollte die Hypothese von Stamler et al., dal3 SNHb eine zusétzliche Quelle fur EDRF-&hn-
liche Wirkung in venosen Kapillargefé3en ist, richtig sein, so ist dieser hinzuzufiigen, dal3 die
Wirkung von SNHb entweder Gber die Freisetzung von NO oder tber die S-Transnitrosy-
lierungs-Reaktion mit Cystein zu SNC vermittelt wird. Sowohl NO as auch SNC kdnnten aus
den Erythrozyten in das Plasma gelangen. Da S-Nitroso-Substanzen in Gegenwart hoher Kon-

zentrationen der korrespondierenden Thiole vergleichsweise stabil sind, ist die letztgenannte
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Moglichkeit wahrscheinlicher. Im Plasma ist die Freisetzung von NO aus SNC wiederum

durch freie und Protein-gebundene Kupfer-lonen katalysiert.

6.2.4 Untersuchungen zum Metabolismus von S-Nitroso-Substanzen in vivo an der Ratte

Die Bolus-Injektion mit anschlieffender Langzeitinfusion von GS°NO in die Ratte fiihrte zur
schnellen Bildung von SNALB und [1N]Nitrit im Blut. Aus SI°NALB, [1°N]Nitrit und
weiteren unbekannten Metaboliten von GS°NO wurde anschliefllich langsam [1°N]Nitrat ge-
bildet. Da die Konzentration von [1°N]Nitrat bei weitem groRer as die von S®NALB und

[1°N]Nitrit war, konnte die Hauptmenge von [1°N]Nitrat (iber andere Wege entstanden sein.

Anhand dieses Experiments wurde eine Halbwertzeit von SNALB in vivo von 23 min ermit-
telt. Die in vitro in menschlichem Blut ermittelte Halbwertzeit von SNALB betragt hingegen
5,5 [60].

Die berechneten Wiederfindungsraten von GSNO in Form von [1°N]Nitrat von 0,6 bzw.
1,13 % belegen, dal3 unter diesen Bedingungen nur ein sehr geringer Teil des GS®NO nach
seiner i.v. Infusion zu Nitrat metabolisiert wurde. Vermutlich werden unphysiologisch hohe
Konzentrationen von S-Nitroso-Substanzen in vivo auf noch unbekanntem Wege metaboli-
siert. Die Detektion von NO in der Atemluft von Menschen [100] konnte ein Hinweis darauf
sein, dal3 S-Nitroso-Substanzen auch in der Lunge unter NO-Freisetzung metabolisiert wer-

den. Dieser Weg wurde hier nicht untersucht.

Die intravenose Bolus-Injektion von [1*C]SNC in eine Ratte und die anschlieflende Messung
der Radioaktivitét in einzelnen Organ-Proben hat ergeben, dal3 ein Groldteil der injizierten
Radioaktivitét in Niere, Leber und Lunge wiederzufinden war. Diese Radioaktivitdt stammt
aus dem radioaktiv markierten [14C]Cyst(e)in, also dem Stickstoff-freien Metaboliten von
[14C]SNC. Das Ergebnis unterstiitzt die oben geduRerte Vermutung, da? SNC zum Teil in der
Lunge unter NO-Freisetzung reagiert. Von der injizierten Gesamtradioaktivitét konnte im Blut
der Ratte etwa 41 % wiedergefunden werden, also bei weitem mehr als von den stickstoff-
haltigen Metaboliten S°NALB, ['®N]Nitrit und [*°N]Nitrat nach der i.v. Infusion von
GSIPNO. Untersuchungen an der Ratte mit am Stickstoff radioaktiv markiertem SNC oder
GSNO (mit dem sehr instabilen Isotop 13N) konnten endgiiltig kléren, ob S-Nitroso-Sub-

stanzen in der Lunge unter NO-Bildung metabolisiert werden bzw. sich zersetzen. Das Auf-
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treten von Radioaktivitédt in der Atemluft des Versuchstieres wére dafiir ein eindeutiger Be-
weis. Das in vivo-Experiment mit [1*C]SNC fiihrte zu einer Bestétigung der Rolle von Ery-
throzyten bel der Metabolisierung von S-Nitroso-Substanzen: Es konnte ein zeitlich verzoger-
tes und dann wieder abklingendes Auftreten von Radioaktivité in den Erythrozyten-
Fraktionen gemessen werden. Diese Beobachtung deutet auf einen Transport von [14C]SNC in
das Cytosol der Erythrozyten hin. Die Haupt-Radioaktivitét im Blut wurde allerdings in den
Plasma-Fraktionen der Blutproben gemessen. Es ist nicht auszuschlief3en, dald das i.v. inji-
zierte [1%C]SNC vor seinem Transport in das Cytosol der Erythrozyten bereits zu [14C]Cystein
reagiert hat.

6.2.5 Entstehung von GSNO als Produkt der NOS-katalysierten Reaktion von
L-Arginin

Mit der eigens fur diese Fragestellung entwickelten Methode konnte die NOS-katalysierte Bil-

dung von GS'®NO aus L[*®N,]Arginin gezeigt werden. Die Bildung von GS®NO betrug je-

doch nur etwa 3-5 % der [1°N]Nitrit-Bildung, selbst unter Bedingungen, unter denen Mayer et
al. [14] GSNO-K onzentrationen gemessen haben, die etwa 30 % der gleichzeitig entstandenen
Citrullin-Konzentration betrugen. Die Ergebnisse von Schmidt et al., die GSNO in Konzen-
trationen um 5 % der gleichzeitig entstandenen Citrullin-Menge gemessen haben [13], stim-
men eher mit denen dieser Arbeit Uberein. Eigene Untersuchungen zeigten, dal’ die Ausbeute
von [1N]Nitrit aus 100 pM L-[1°N,]Arginin in NOS-Ansétzen nach vollstandiger Umsetzung
etwa 30 % betrégt. Eigene Voruntersuchungen mit dem HPLC-System A (Eluent A, pH 2),
das mit dem von Mayer et al. verwendeten HPLC-System vergleichbar ist, erbrachten zu-
nachst auch den Nachweis der Bildung von GSNO-K onzentrationen in NOS-Ansétzen, die
in der Grofenordnung der von Mayer et al. publizierten Werte lagen. Genauere Untersu-
chungen fiihrten jedoch zum Ergebnis, dai’ dieses GSI°NO groRtenteils wahrend der Chro-
matographie artifiziell aus GSH und [1°N]Nitrit gebildet wurde. Diese artifizielle Bildung von
GSINO wurde durch das Ausweichen auf ein HPLC-System mit pH-neutralem Eluenten
(System B, Eluent D) vermieden. Die zweite Methode, mit der Mayer et al. GSNO in
NOS-Ansétzen nachgewiesen haben, basiert auf der indirekten elektrochemischen Detektion
von NO mittels NO-Sensor. Das NO wurde dabei mittels Cul*-lonen aus GSNO freigesetzt
[14]. NO-Messungen in NOS-Ansétzen mit der NO-Elektrode haben sich in der vorliegenden

Arbeit a's ungeeignet erwiesen.
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Untersuchungen zur Stabilitat von GS®NO in NOS-Ansitzen haben ergeben, dal seine Halb-
wertzeit unter diesen Bedingungen etwa 50 min betrégt. Mangelnde Stabilitét von GSNO in
NOS-Ansétzen scheidet daher as Erklarung fur die in der vorliegenden Arbeit gemessenen
niedrigen Konzentrationen von GSNO in GSH-haltigen NOS-Ansitzen aus.

Die Anwesenheit von GSH in NOS-Ansétzen fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der Nitrit-
und Nitrat-Produktion. Die Nitrit-Bildung in Abwesenheit von GSH betrug nur etwa 1/3 der
Nitrat-Bildung. In Gegenwart von GSH war sie jedoch genauso grofd oder grof3er as die
Nitrat-Bildung. Ein stimulierender Effekt von GSH auf die NOS-Aktivitét wurde auch von
Hoffmann et al. beobachtet [177]. Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch unbekannt.
Es wird davon ausgegangen, dal3 die Steigerung der NOS-Aktivitat durch GSH zum Tell auf
die antioxidative Wirkung von GSH auf Thiol-Gruppen der NOS zurtickzufthren ist [177].

In waldrigen Losungen wird NO in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff ausschliefdlich
zu Nitrit oxidiert [35]. Fur die in NOS-Ansdtzen beobachtete Nitrat-Bildung muf3 daher ein
anderer Mechanismus existieren. Ein solcher Mechanismus konnte die Bildung von Peroxy-
nitrit aus NO und O,~ beinhaten. Sowohl NO als auch O,~ sind Produkte der NOS [14]. Das

bei physiologischem pH-Wert sehr instabile Peroxynitrit zerfallt hauptséchlich zu Nitrat
[178]. In Gegenwart von GSH konnte Peroxynitrit mit GSH zu GSNO, reagieren [50]. Die

Stabilitét und die Reaktion von GSNO, sind zur Zeit kaum untersucht. Wie die vorliegende
Arbeit zeigt, ist eine Bildung von Nitrat aus GSNO, mdglich. Auch in NOS-Ansatzen konnte
sich GSNO, bilden. Da jedoch nur ein sehr kleiner Prozentsatz von Peroxynitrit mit Thiolen
und anderen Elektrophilen zu Nitro-Verbindungen reagiert, ist eine GSNO,-Bildung als sehr

gering im Vergleich zur Bildung von Nitrit bzw. Nitrat einzuschétzen. Es sind weitere Unter-

suchungen notwendig, um diesen Sachverhalt zu klaren.

Balazy et al. haben mittels ESI-M S gezeigt, dal? die Reaktion von Peroxynitrit mit GSH nicht
zur Bildung von GSNO, sondern zur Bildung von GSNO, fuhrt [50]. Die Ausbeute von

GSNO bzw. GSNO, aus dieser Reaktion ist sehr gering und betragt etwa 1 %o.. Die von Mayer
et al. gemessene erhebliche Bildung von GSNO [14] oder GSNO, kann daher nicht durch die

Reaktion von Peroxynitrit mit GSH erklart werden. Mayer et al. haben die Existenz einer Per-
oxynitrit-8hnlichen Spezies postuliert, die mit GSH nahezu quantitativ zu GSNO reagiert. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im krassen Widerspruch dazu. Es ist eher wahr-
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scheinlich, dal3 es durch die Verwendung von HPLC-Eluenten mit niedrigem pH-Wert zur
artifiziellen Bildung von GSNO aus GSH und Nitrit gekommen ist. Dieser Sachverhalt macht
noch einmal sehr deutlich, welchen hohen Stellenwert Interferenz-freie analytische Methoden

in der sensiblen NO-Forschung haben sollten.

6.3 Zusammenfassung, Schluf3folgerungen und Ausblick

6.3.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine selektive, Interferenz-freie und akkurate GC-MS-Me-
thode zur Bestimmung von SNALB in Human-Plasma [59] bezlglich der Herstellung der
SNALB- und SNALB-Standards und der Auswertung der GC-MS-Analysen weiterent-
wickelt und validiert. Mit dieser Methode wurde die Plasma-Konzentration von SNALB bei
gesunden Freiwilligen und Patienten mit verschiedenen Lebererkrankungen und chronischem
Nierenversagen gemessen. Die Konzentrationen lagen bel allen Personen um durchschnittlich
200 nM. In nur drei Plasma-Proben (von Leberkranken) von insgesamt 69 konnten gegentber
Gesunden erhdhte SNALB-Konzentrationen im Plasma gemessen werden (zweimal 1000,
einmal 2000 nM).

Auch fur die physiologischen niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO
wurde eine Methode zur akkuraten und empfindlichen Bestimmung mittels GC-MS ent-
wickelt und in unterschiedlichen Matrices erfolgreich eingesetzt. Diese Methode wurde unter
anderem in Versuchen mit Erythrozyten, die mit SNC inkubiert wurden, zur Bestimmung der
cytosolischen GSNO-K onzentration eingesetzt. Mit dieser Methode konnte physiol ogisch vor-
kommendes SNC und GSNO im Human-Plasma nicht gemessen werden.

Die GC-MS-Methoden fir die Bestimmung von SNALB und von SNC und GSNO beruhen

beide auf der Zersetzung der S-Nitroso-Substanzen mittels HgCI,, und der Derivatisierung von

Nitrit zu PFB-NO,. Der wesentliche Vorzug dieser GC-MS-Methoden ist die Verwendbarkeit

authentischer, °N-markierter interner Standards. Um im komplexen Medium Plasmakonzen-
trationen von SNC und GSNO im untersten nM-Bereich akkurat quantifizieren zu kdnnen, ist
eine Methode zur quantitativen Beseitigung von Blank-Nitrit notwendig. Das ware auch fir
die Bestimmung von SNALB vorteilhaft, z.B. um pathogene Verdnderungen der Plasma

SNALB-Konzentration gegentiber Gesunden sicher erfassen zu konnen.



6 Diskussion 165

Fir die Bestimmung von GSNO wurde eine aternative Methode entwickelt, die auf der
einzigartigen Reaktion von GSH mit OPA unter Bildung eines trizyklischen, UV- und Fluo-
reszenz-aktiven Isoindol-Derivates beruht. GSNO wird vor dieser Derivatisierungs-Reaktion
zu GSH mittels 2-Mercaptoethanol umgesetzt. Die Methode wurde fir die GSNO-Bestim-
mung im Human-Plasma bzw. fir die Bestimmung von GSNO neben GSH in einer Konzen-
tration von 5 pM optimiert. Sie sollte durch leichte Modifikationen auch fir die Bestimmung
von GSNO in anderen biologischen Flissigkeiten wie dem Cytosol von Erythrozyten geeignet
sein, in denen wesentlich hthere GSH-Konzentrationen vorkommen. Die Methode erlaubt
eine spezifische, hoch-sensitive und Interferenz-freie Bestimmung von GSNO in physiolo-
gisch relevanten Konzentrationen, die im unteren nM-Bereich liegen. Die Methode sollte
somit fur weitere Untersuchungen tber die Entstehung, das physiologische Vorkommen und
den Metabolismus von GSNO in vivo hilfreich sein.

Im Plasmavon Gesunden betrégt die Konzentration von SNALB ca. 200 nM und ist somit um
einen Faktor von 35 kleiner as die von Stamler et al. berichtete Konzentration von 7 uM [ 6].
SNALB ist dennoch der haufigste und langlebigste NO-Tréger in der Zirkulation des Men-
schen. Durch S-Transnitrosylierungs-Reaktionen mit Plasma-Cystein und Plasma-GSH soll-
ten auch die niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen SNC und GSNO physiologisch im
Plasma von Menschen vorkommen. Auf der Basis der ermittelten Gleichgewichtskonstanten
ist jedoch mit einer Konzentration von nur ca. 2-5 nM anstatt ca. 300 nM zu rechnen, wie fir
Plasma-SNC berichtet wurde [64].

Der Mechanismus der S-Transnitrosylierungs-Reaktion zwischen S-Nitroso-Substanzen und
Thiolen beruht auf der heterolytischen Spaltung der S-Nitroso-Gruppe. Dieser Prozef3 verlauft
ohne die Bildung von oxidierten Thiolen und von NO, die bel einer homolytischen Spaltung
hétten entstehen missen. Auch Hydroxylamin, das aus NO™ gebildet wird, wurde bel
S-Transnitrosylierungs-Reaktionen nicht gebildet. Die Ergebnisse zeigen, dal3 bei der
S-Transnitrosylierungs-Reaktion formal eine NO*-Gruppe von einer S-Nitroso-Substanz auf ein
Thiol Ubertragen wird. Diese Reaktion ist reversibel. Die in S-Transnitrosylierungs-Reaktionen
am meisten bevorzugte S-Nitroso-Substanz ist SNhC (> SNAC > GSNO » SNALB > SNC).
SNC ist ein starker, GSNO dagegen ein schwacher NO-Donor, wie aus entsprechenden
Untersuchungen der NO-Freisetzung von S-Nitroso-Substanzen in gepufferten wéaldrigen
Losungen hervorging. Die NO-Freisetzung aus SNC ist stark abhangig von der Anwesenheit

von Cu?*-lonen und von der Cystein-Konzentration. Cu2*-lonen katalysieren, Cystein hemmt
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die NO-Freisetzung aus SNC. Die hemmende Wirkung von Cystein auf die NO-Freisetzung aus
SNC ist vermutlich auf die Bildung von Cu(ll)-Thiolaten zurtickzufihren, die aus Cystein und

in den Pufferl dsungen vorhandenen freien Cu?*-lonen gebildet werden.

An Albumin gebundene Cu?*-lonen kénnen die Zersetzung von SNALB zu Nitrit in Gegen-
wart von Cystein beschleunigen. Diese Beobachtung &3t den Schlul zu, dal3 an Plasma-Pro-
teine gebundene Cu2*-lonen die NO-Freisetzung aus SNALB auch in vivo regulieren kénnten.
Ferner hilft diese Beobachtung zu erkléaren, dal3 aus SNALB und Cystein kein SNC oder nur
extrem geringe SNC-Konzentrationen entstehen. Aus Human-Plasma hergestelltes Albumin
und SNALB enthaten auch gebundene Cu?*-lonen [95]. Daher konnte in der
Mikroumgebung von SNALB aus SNALB und Cystein gebildetes SNC mit an SNALB

gebundenem Cu?* unter NO-Freisetzung reagieren.

S-Transnitrosylierungs-Reaktionen laufen auch in vitro und in vivo in Blut ab. So fuhrte die
Inkubation von Plasma und vollem Blut mit niedermolekularen S-Nitroso-Substanzen zur Bil-
dung von SNALB. Gasformiges NO fuhrte hingegen nur zu einer geringfiigigen, die NO-Do-
noren GTN und SNP zu keiner SNALB-Bildung in Plasma oder vollem Blut. Vermutlich
mussen GTN und SNP zunéchst metabolisiert werden, bevor sie NO freisetzen (GTN z.B.
durch Konjugation mit GSH Uber Glutathion-S-Transferasen [174]). S-Nitroso-Substanzen
werden in vitro in Plasma vorwiegend zu Nitrit, in vollem Blut vorwiegend zu Nitrat metabo-
lisert. Die Bolus-Injektion mit anschlieRender Langzeitinfusion von GS°NO in die Ratte
fiihrte zur schnellen Bildung von S™NALB und [2°N]Nitrit im Blut. Aus SI°NALB, [1°N]Ni-
trit und weiteren unbekannten Metaboliten von GS™NO wurde anschliefend langsam
[1°N]Nitrat gebildet. Da die Konzentration von [1°N]Nitrat bei weitem groRer as die von
SNALB und [1°N]Nitrit war, kénnte die Hauptmenge von [1°N]Nitrat iber andere Wege aus
GS!>NO entstanden sein. Anhand dieses Experiments wurde eine Halbwertzeit von SI°NALB

in vivo von 23 min ermittelt.

Humane Erythrozyten besitzen ein spezifisches Transport-System fir L-SNC. L-SNC wird in
den Erythrozyten zu biologisch inaktivem Nitrat und biologisch aktivem GSNO metabolisiert.
Alle anderen S-Nitroso-Substanzen auf3er L-SNC werden nicht oder in deutlich geringerem
Mal3e in das Cytosol von humanen Erythrozyten transportiert. Das gilt selbst fir das optische
Isomer D-SNC. Durch das Transport-System fir SNC regulieren Erythrozyten den Metabolis-

mus von SNC und anderen S-Nitroso-Substanzen sowie deren biologische Funktionen. Die
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Anwesenheit von Cystein ist essentiell fir die Metabolisierung von extrazelluldren, von
L-SNC verschiedenen S-Nitroso-Substanzen und fir die Entfaltung der biologischen Aktivitat
von intrazelluldrem GSNO in humanen Erythrozyten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dal
Plasma-Cystein und seine S-Transnitrosylierungs-Reaktion mit anderen S-Nitroso-Substanzen
zu SNC in vivo eine zentrale Rolle fur die Regulierung, den Metabolismus und die biolo-

gischen Funktionen von S-Nitroso-Substanzen spielt.

Mit der eigens fur diese Fragestellung entwickelten Methode konnte die NOS-katalysierte Bil-
dung von GS™NO aus L-[®N,]Arginin gezeigt werden. Die Bildung von GSNO betrug je-

doch nur etwa 2 % der °NO-Bildung, selbst unter Bedingungen, unter denen Mayer et al.
[14] GSNO-Konzentrationen gemessen haben, die etwa 30 % der gleichzeitig entstandenen
Citrullin-Konzentration betrugen. Die Ergebnisse von Schmidt et al., die GSNO in Konzen-
trationen um 5 % der gleichzeitig entstandenen Citrullin-Menge gemessen haben [13], stim-

men eher mit denen dieser Arbeit Uberein.

Es wurde eine Methode zur Bestimmung der Aktivitét von isolierter nNOS entwickelt. Diese
beruht auf der Quantifizierung von Nitrit, dem Hauptprodukt der Oxidation von NO in wal%-
rigen Loésungen [35], mittels GC-MS. In Gegenwart optimaler Konzentrationen aller Cofakto-
ren der NOS wurde fir die NOS-katalysierte Reaktion von L-[°N,]JArginin zu [*°N]Nitrit

eine Michaelis-Menten-Kinetik ermittelt. Der mit der vorliegenden Methode ermittelte K-
Wert betrug 3,30 (nach Hanes) bzw. 3,01 pM (nach Lineweaver-Burk) fur L-[*°N,]Arginin.
Die V, ,-Werte betrugen 0,205 (nach Hanes) bzw. 0,207 pmol [#N]Nitrit - min? - mg
NOS? (nach Lineweaver-Burk). Fir ADMA, einem endogenen Inhibitor der NOS [120],

konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dal’ diese Substanz ein potenter nicht-kompetitiver In-
hibitor der neuronalen NOS ist (K, = 0,42 nach Hanes bzw. 0,32 uM nach Lineweaver-Burk,

Ki; = 1,62 bzw. 2,18 uM fir ADMA). DaADMA unter physiologischen Bedingungen in einer

Konzentration von ca. 1 pM vorkommt, die be verschiedenen Erkrankungen auf das
Dreifache ansteigt [121,122], kann ADMA unter physiologischen und insbesondere
pathophysiologischen Bedingungen eine erhebliche Rolle fur die Aktivitét der NOS haben.
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6.3.2 Schlul¥folgerungen

Auf der Basis der in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse und unter Einbeziehung von
Erkenntnissen aus der Literatur sind die in Abb. 67 dargestellten Mechanismen fir die Bildung,
die Reaktionen und den Metabolismus von NO und S-Nitroso-Substanzen vorstellbar: In NO-
produzierenden Zellen wie z.B. den Endothelzellen erfolgt die NOS-katalysierte Bildung von
NO aus L-Arginin. Die Aktivitdt der NOS wird durch den endogenen NOS-Inhibitor ADMA
reguliert. Dain Endothelzellen wie auch in anderen Zellen hohe intrazelluldre GSH-Konzentra-
tionen vorliegen, entsteht durch Reaktion von GSH mit NO und/oder Peroxynitrit das GSNO.
Die GSNO-Produktion betragt etwa 5% der Nitrit-Produktion und somit etwa 2 % der gesamten
NO-Produktion. Da GSNO erheblich stabiler als NO it, findet in Endothelzellen eine Akkumu-
lation von intrazelluldrem GSNO statt, wahrend NO schnell z.T. zu Nitrit welterreagiert und
zum Teil die Endothelzelle verld3. Dadurch kénnte in NO-produzierenden Zellen in vivo das
Verhd8ltnis GSNO zu NO erheblich grofier werden as 2 %. GSNO konnte ein wichtiger Ver-
mittler NO-abhéngiger Signale sein. Bestimmte, noch unbekannte Faktoren kdnnten in vivo den
Antell von GSNO an den Produkten der NOS erhohen. GSNO selbst kann das Cytosol der NO-
produzierenden Zellen nicht verlassen. Es reagiert mit intrazellul&rem Cystein in einer S-Trans-
nitrosylierungs-Reaktion zu SNC. Dies wird aus dem Cytosol der NO-produzierenden Zellen
heraustransportiert und gelangt in den Kreidauf oder an glatte Gefadmuskelzellen, wo es als
Vasodilatator wirkt (in Abb. 67 nicht gezeigt).

Ein Teil des intrazelluldr gebildeten NO verld3t durch freie Diffusion die Zellen und gelangt
Uber das Blut in die Erythrozyten. Dort wird der grofdte Teil von NO durch Oxyhé&moglobin
(HbO,) zu Nitrat oxidiert und somit inaktiviert [107]. Ein kleinerer Teil des NO in den Erythro-

zyten reagiert zu Nitrosylhamoglobin und SNHb. Das SNHb entsteht dabei aus Nitrosylhamo-
globin (Hb[FE€'NO]JO,), indem das an Fe?* gebundene NO uber einen intramolekularen Trans-

fer auf das beta-Cys-93 des Hamoglobins Ubertragen wird [103]. Je nachdem, ob SNHb in der
oxygenierten (SNHb[Fe'']O,, arterielles Blut) oder desoxygenierten Form (SNHb[Fe''], vendses

Blut) vorliegt [102], findet eine schwéchere oder stérkere S-Transnitrosylierungs-Reaktion zwi-
schen SNHb und GSH unter Bildung von GSNO in den Erythrozyten statt. Ein Teil von SNHb
reagiert auch direkt mit Cystein zu SNC. Das gebildete GSNO reagiert wiederum in ener
S-Transnitrosylierungs-Reaktion mit Cystein zu SNC und wird aus den Erythrozyten Uber ein
aktives Transportsystem in das Plasma ausgeschleust. In den Erythrozyten wird GSNO Uber
SNC direkt oder nach Freisetzung von NO durch Oxyhé&moglogin zu Nitrat oxidiert.
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Die Bildung von SNHb ist besonders im arteriellen Blutkreidauf begiinstigt, da dort das Hamo-
globin zu einem grof3en Anteil in der oxygenierten Form vorliegt, in der SNHb besonders stabil
ist [102]. Beim Ubergang des SNHb in die deoxygenierte Form in den KapillargefaRen kommt
es zu einer Destabilisierung des SNHb und zu einer GSNO-Bildung bzw. NO-Freisetzung. Auf
diese Weise konnte SNHb eine zusitzliche Quelle von NO-Aquivalenten im Blutkreislauf sein

und die endotheliale NO-Produktion ergénzen.

In der Plasma-Fraktion des Blutes reagiert nur ein kleiner Teil von NO mit dem Cys-34 des Albu-
mins zu SNALB. NO wird im Plasma teilweise zu Nitrit desaktiviert. Ein Tell des Plasma-SNC
und ein Tell des Plasma-Nitritswird in die Erythrozyten transportiert, wo beide zum grof3eren Teil
zu Nitrat oxidiert werden. Das Nitrat kann das Erythrozyten-Cytosol wieder verlassen und gelangt
in das Plasma. Von dort aus wird Nitrat Gber die Niere ausgeschieden. Zum Teil reagiert das cyto-
solische SNC in den Erythrozyten mit GSH und Hb zu den entsprechenden S-Nitroso-Substanzen
GSNO und SNHb [102]. Aufgrund der sehr hohen Konzentrationen von GSH und Hamoglobinin
den Erythrozyten liegen die Gleichgewichte ganz auf der Seite von GSNO bzw. SNHb.

Die endogen im Plasma vorkommenden Konzentrationen von SNALB bzw. SNC und GSNO
betragen etwa 200 nM bzw. 2-5 nM. Die basale steady state-NO-Konzentration im Plasma
konnte ebenfallsim untersten nM-Bereich liegen [6].

Samtliche S-Nitroso-Substanzen sind, sowohl intra- as auch extrazellulér, stets miteinander im
Gleichgewicht und werden so standig ineinander konvertiert. Eine besondere Stellung nimmt die
Resktion von Cystein mit SNALB ein: Aus Albumin und SNC entstehen Cystein und SNALB,
wahrend aus Cystein und SNALB kein oder kaum verfiigbares SNC gebildet werden kann.

Das hiologisch hochaktive SNC kann seine Wirkung stets Uber zwei Mechanismen entfalten:
Die Freisetzung von NO und die damit verbundene cGM P-abhangige Signaltransduktion bzw.
die reversible S-Transnitrosylierung von Sulfhydryl-haltigen Proteinen im Plasma, in Zellmem-
branen und Enzymen. Durch S-Transnitrosylierungs-Reaktionen an Proteinen kann der Trans-
port in Membrankan&den oder die Enzymaktivitat reguliert werden [64]. Uber die Regulierung
der SNC-Stahilitét, z.B. Uber die Konzentration von Kupfer-lonen, wird der Metabolismus und
die biologische Aktivitdt sdmtlicher S-Nitro-Substanzen gesteuert. Die S-Transnitrosylierung
von Proteinen konnte einen dhnlichen Stellenwert haben wie die besser bekannte Protein-

Phosphorylierung [64].
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Abb. 67. Schema fur die Entstehung und den Metabolismus von NO und S-Nitroso-Sub-
stanzen im Kreislauf. Pfeile in beide Richtungen zeigen Gleichgewichts-Reaktionen. Die
Pfeildicken symbolisieren die Lage der Gleichgewichte. In Klammern dargestellte Substanzen
symbolisieren, dal3 diese nicht in freier Form und nur intermediar auftreten. Offene Kreise mit
Pfeilen symbolisieren ein selektives (Carrier-) Transportsystem. Ist der Kreis grau unterlegt
und durchgestrichen, so existiert ein solcher Carrier nicht. Ein Pfeil, der durch eine Zellmem-
bran gezeichnet ist, zeigt einen Transport durch Diffusion oder unbekannter Natur an. Die
Zickzacklinie zwischen Zellmembran und NOS in der Endothelzelle deutet an, dal? es sich bei
eNOS um ein membrangebundenes Enzym handelt. Die regulatorische Funktion von ADMA
auf die NOS wird durch das Zeichen T angedeutet.
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In bestimmten Fallen konnen auch exogene Verbindungen einen Einflul? auf die Eigenschaf-
ten von S-Nitroso-Substanzen nehmen. Ascorbinsdure aus der Nahrung ist eine solche Ver-
bindung, die die NO-Freisetzung aus SNALB und GSNO zu regulieren vermag, alerdings
nicht Uber S-Transnitrosylierungs-Reaktionen, sondern maoglicherweise Uber die Reduktion

der Nitrosyl-Gruppe dieser Verbindungen zu NO [179] (in Abb. 67 nicht gezeigt).

6.3.3 Ausblick

Die oben geschilderten Vorstellungen zu den Mechanismen der Bildung von NO und der phy-
siologischen S-Nitroso-Substanzen GSNO, SNC, SNALB und SNHb und deren Metabolis-
mus sowie der Entfaltung ihrer biologischen Aktivitdten beruhen z.T. auf gesicherten Er-
kenntnissen, z.T. aber auch auf Annahmen, deren Gultigkeit durch weitere Untersuchungen
noch zu beweisen ist. Auch ist dieses Bild nicht vollstandig und sollte ebenfalls durch weiter-
gehende Untersuchungen ergénzt werden. Die komplette, lUckenlose und korrekte Zusam-
mensetzung dieses schwierigen Puzzles wird helfen, nicht nur die biologischen Funktionen
von NO und seiner zahlreichen Metabolite besser verstehen zu kénnen, sondern auch auf die
zugrundeliegenden, komplexen Prozesse gezielt Einfluld zu nehmen und diese zum Wohle des

Menschen zu lenken.

Zur Vervollstandigung des Bildes konnten Untersuchungen zu folgenden Fragestellungen

beitragen:

Zunéchst sei nochmal betont, dal? fir die Realisierung dieser Vorhaben akkurate, Interferenz-
frele und hochsensitive analytische Methoden unabdingbar notwendig sind. Die Weiterent-

wicklung der vorhandenen GC-M S-Methoden konnte hier hilfreich sein.

Insbesondere hat sich Nitrit als die grofite Interferenz in allen GC-MS-Methoden zur Bestim-
mung von S-Nitroso-Substanzen erwiesen. Die vollstandige und spezifische Beseitigung von
Nitrit wirde helfen, pathophysiologische Zustande zu erkennen, die durch verénderte Bildung
dieser Substanzen gekennzeichnet sind, um diese dann durch therapeutische Mal3nahmen zu

korrigieren.
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Die NOS-katalysierte Bildung von Superoxid, Peroxynitrit sowie von GSNO und GSNO,

sollte detailliert untersucht und die Parameter, die sie beeinflussen kdnnen, bestimmt werden.

Man konnte z.B. untersuchen, welchen Einflu ADMA auf die Bildung dieser Substanzen hat.

Untersuchungen sollten auch darauf abzielen, das Transportsystem fir SNC in humanen Ery-
throzyten vollstandig zu charakterisieren. In diesem Zusammenhang sollte zusétzlich unter-
sucht werden, ob dhnliche Transportsysteme auch in der Zellmembran anderer Zellen wie z.B.
Endothel zellen, Thrombozyten und Nervenzellen existieren.

SNALB ist die haufigste physiologische S-Nitroso-Substanz in der Zirkulation des Menschen,
die nicht nur Tréager von NO ist, sondern auch im Zusammenspiel mit Plasma-Cystein fir die
Regulation verschiedener NO-abhangiger biologischer Funktionen verantwortlich ist. Der zu-
grundeliegende Mechanismus und die Bedeutung von Kupfer-lonen in diesem Prozef3 sind

weliter aufzuklaren.

Thionitrate wie GSNO, sind von Thionitriten (S-Nitroso-Substanzen) nur schwer unterscheid-
bar. Untersuchungen der vorliegenden Arbeit flhrten zu dem Ergebnis, dal3 GSNO, instabiler
als GSNO ist und in Abwesenheit von Hg2*-lonen z.T. zu Nitrat reagiert. Die mogliche Bil-

dung von Thionitraten in vivo und ihre biologischen Eigenschaften sollten weiter untersucht

werden.
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2ME
ADMA
ADP
ALB
BSA
CaM
cGMP
cpm
Cu-ALB
Cu-SNALB
Cys
D-SNC
DTNB
DTPA
DTT
EDRF
EDTA
eNOS
ESI-MS
FAD
FMN
GC-MS
GSH
GSNO
GSNO,

GSSG
GTN
H,Bip
Hb[Fe'']
Hb[F€'O,
hCys
HPLC
HSA
|.D.

l.S.
iNOS

k

Keg

KG

Extinktionskoeffizient

2-Mercaptoethanol

asymmetrisches Dimethylarginin
Adenosindiphosphat

Albumin

bovines Serum Albumin

Calmodulin

cyklisches Guanosinmonophosphat

counts per minute

mit Cu?* behandeltes Albumin

mit Cu?* behandeltes S-Nitroso-Albumin
Cystein

D-S-Nitrosocystein
Bis-(4-nitrophenyl)-disulfid-3,3-dicarbonsiure
Diethylentriaminpentaessigsaure
Dithiotreitol

endothelium-derived relaxing factor
Ethylendiamintetraacetat

endotheliale NO-Synthase
Electrospray-1onisation-M assenspektrometrie
Flavinadenindinucleotid
Flavinadeninmononucl eotid
Gaschromatographi e-M assenspektrometrie
Reduziertes Glutathion
S-Nitroso-Glutathion

S-Nitro-Glutathion

Glutathion, oxidierte Form
Glyceryltrinitrat
Tetrahydrobiopterin

deoxy-Konformation des Hamoglobins
oxy-Konformation des Hamoglobins

Homocystein

high performance liquid chromatography
Human-Serumalbumin

Innendurchmesser

interner Standard

induzierbare NO-Synthase
Geschwindigkeitskonstante
Gleichgewichtskonstante

Korpergewicht
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L-NAME NC-Nitro-L-Arginin-Methylester

L-NMA NC- Methyl-L-Arginin

L-NNA NC-Nitro-L-Arginin

L-NNA NC-Nitro-L-Arginin

L-SNC L-S-Nitrosocystein

LOD limit of quantitation

LOD limit of detection

MW Mittelwert

n Anzahl

NAC N-Acetyl-L-cystein

NADPH Nicotinamidadeni ndinucl eoti dphosphat

NAP N-Acetyl-DL-penicillamin

NEM N-Ethylmaleimid

NH,OH Hydroxylamin

NICI negative ion chemical ionization

nNOS neuronale NO-Synthase

NOC7 [1-Hydroxy-2-ox0o-3-(N-methyl-3-aminopropyl)
-3-methyl-3-aminopropyl]-3-methyl-1-triazen

NOS NO-Synthase

ODQ 1H-[1,2,4] oxadiazol o[ 4,3]quinoxalin-1-on

ONOO Peroxynitrit

OPA orto-Phthaldialdehyd

PFB- Pentafluorobenzyl-

PRP pléttchenreiches Plasma

RSD relative Standardabwel chung

R-SH Sulfhydryl-Gruppe, Thiol

RSNO S-Nitroso-Substanz

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SDMA symmetrisches Dimethylarginin

sGC |6sliche Guanylat-Cyclase

SIM selected ion monitoring

SIN-1 3-(4-Morpholinyl)-sydnonimin

SNAC S-Nitroso-N-acetylcystein

SNALB S-Nitroso-Albumin

SNAP S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin

SNC S-Nitrosocystein

SNHb S-Nitroso-Hamoglobin

SNHb[Fe''] deoxy-K onformation des S-Nitroso-Hamoglobins

SNHb[Fé']O2
SNhC

SNP

577

UV-Vis

Tris

(YAY;

oxy-Konformation des S-Nitroso-Hamoglobins

S-Nitroso-Homocystein
Natriumnitroprussid
Halbwertzeit

Ultraviolett-Visible
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Volumen zu Volumen
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