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1. Einleitung

1.1. Synthese und Funktion von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger intra- und interzelluldrer Botenstoff ''* mit hoher
Reaktivitdt und Radikaleigenschaften **®'"* |n den vergangenen Jahren wurden zahlreiche
biologische Effekte von NO in verschiedenen Zellsystemen und Organen nachgewiesen. Die
SignalUbertragung nicht-adrenerger und nicht-cholinerger Nerven des peripheren
Nervensystems wird durch NO moduliert . Im zentralen Nervensystem stellt NO einen
wichtigen Neurotransmitter dar '"". Ebenso reguliert NO Funktionen des spezifischen und
unspezifischen Immunsystems *#%%%1%2 Dyrch die NO-Freisetzung in der GefaRwand wird
der Tonus der glatten GefaBmuskulatur beeinflusst. NO hemmt die Adhasion von
Thrombozyten und Monozyten an die GefaRwand 879398,

Stickstoffmonoxid wird durch die NO-Synthase (NOS) aus der Aminosaure L-Arginin unter
Beteiligung von Kofaktoren und molekularem Sauerstoff’' enzymatisch gebildet ™.
L-Arginin wird entweder mit der Nahrung aufgenommen oder im Korper durch den
Harnstoffzyklus aus L-Citrullin gebildet *'. Die zur Bildung von NO aus Arginin durch die NOS
bendtigten  Kofaktoren  sind  Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat ~ (NADPH),
Tetrahydrobiopterin (BH,;), Flavin-Adenosin-Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid
(FMN). Ebenso ist molekularer Sauerstoff fiir die Reaktion notwendig ”".

Zur Zeit sind mehrere verschiedene Formen der NOS bekannt. Zunachst wurden die NOS-
Enzyme in eine konstitutive (cNOS) und eine induzierbare Form (iNOS) eingeteilt. Diese
Einteilung beruht auf der Calcium- und Calmodulinabhangigkeit der konstitutiven NOS.
Wahrend Calmodulin auch bei normalem intrazellularen Kalziumgehalt an die iNOS
gebunden ist, geschieht dies bei der konstitutiven Form erst bei einem Anstieg des
intrazellularen Kalzium-Spiegels. Dies findet abhangig von extrazellularen Signalen wie zum
Beispiel durch die Freisetzung von Acetylcholin, Histamin, Bradykinin, Substanz P und
Serotonin statt '2. Mittlerweile wird jedoch angenommen, dass in bestimmten Zelltypen auch
eine konstante Expression der iNOS stattfindet ®®. Aus diesem Grunde wurde die Einteilung
in eine konstitutive, calmodulinabhangige  (cNOS) und eine induzierbare,
calmodulinunabhangige (iNOS) Form der NOS abgelést durch eine Einteilung, die
molekulare Strukturen des Enzyms stérker beriicksichtigt 2°.

Nach dieser neuen Einteilung werden bislang drei Isoformen der NOS unterschieden: die
neuronale konstitutive NOS (nNOS oder Typ I), die endotheliale konstitutive NOS (eNOS
oder Typ lll) und die induzierbare NOS der Makrophagen (iNOS oder Typ Il). Diese
Isoenzyme wurden zunachst nach den Geweben benannt, in denen sie zuerst nachgewiesen
werden konnten. Inzwischen sind sie jedoch auch in anderen Geweben identifiziert worden.

|85

Die nNOS (Typ |) kommt ebenso im Skelettmuskel®® und in pulmonalen Epithelzellen' vor.



Die eNOS (Typ Ill) wurde auf’er im Endothel zusatzlich in Thrombozyten, Kardiomyozyten
und renalen und pulmonalen Epithelzellen '® sowie in Neuronen ' gefunden. Dagegen ist
die iINOS (Typ Il), die im Rahmen immunologischer und inflammatorischer Prozesse akut
exprimiert wird, insbesondere in Makrophagen zu finden. Daneben ist sie aber auch in
Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Kardiomyozyten, Hepatozyten, mikrovaskularen
Endothelzellen und mesangialen Zellen nachgewiesen worden.

Die basale Rate der Bildung von Stickstoffmonoxid durch endotheliale Zellen des Gefalies in
situ oder in Kultur wurde mit etwa 4 pmol/min/mg Protein bestimmt *°°®. Die starkste NO-
Bildung wird wahrend der Stimulation des Immunsystems induziert und kann sowohl eine
Gewebezerstérung als auch einen Zellschutz ausldsen. Die iNOS bildet wesentlich mehr NO
(im mikromolaren Bereich) als die konstitutive NOS (im nanomolaren Bereich). Sie wird nur
nach Aktivierung der Zellen mit Infektionsprodukten einschlieRlich Bakterien-Endotoxin oder
gewisser Entziindungsvermittler exprimiert. Die Bildung von NO durch iNOS (nachgewiesen

z.B. an aktivierten Ratten-Makrophagen'"’

) ist ein wichtiger Abwehrmechanismus.

Im Gefallsystem wird NO unter basalen Bedingungen kontinuierlich aus dem Endothel der
GefaBwand freigesetzt. NO beeinflusst mafigeblich den Tonus der glatten GefalBmuskulatur.
Des Weiteren wirkt NO vasoprotektiv, da endothelial gebildetes NO die Mitogenese und
Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen hemmt und die Adhasion von
Thrombozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten an die GefalRwand

unterdriickt®®9398:99

1.2. Metabolismus von Stickstoffmonoxid

Die Besonderheiten im Stoffwechsel von NO resultieren zum gro3en Teil aus seinen
chemischen Eigenschaften. NO ist ein farbloses Gas, welches in wassrigen Phasen bis zu
Konzentrationen von 2mM I8slich ist >*. NO kann durch die Reaktion mit Sauerstoff entweder
zu Nitroxylanionen (NO°) reduziert oder zu Nitrosyl-lonen (NO*) oxidiert werden *°. Das
Hauptabbauprodukt von NO in wassriger Losung ist Nitrit, wobei die Kinetik der Autoxidation
von NO von der Ausgangskonzentration abhangt 2°. Somit ist die Halbwertszeit von NO
umgekehrt proportional zur NO-Konzentration und kein konstanter Wert.

Im biologischen System hangt der NO-Metabolismus von der Diffusionsgeschwindigkeit tGber
biologische Membranen und von der jeweiligen Konzentration von NO, Sauerstoff und
anderen moglichen Reaktionspartnern ab. Die Diffusionskonstante von NO in der
GefaRwand betragt 3300pum?sec °. Somit diffundiert NO in kurzer Zeit durch mehrere
benachbarte Zellen. Die Wirkung von NO selbst ist hierdurch nicht nur auf den direkten Ort
der Bildung beschrankt. der parakrine Mediator kann vielmehr signifikante Entfernungen vom

Ort der Bildung bis zur Zielzelle zurticklegen.



Einer der Reaktionspartner von NO wahrend der Diffusion ist molekularer Sauerstoff. Es
kommt hierbei zur Bildung hdherer Stickoxide, z.B. Stickstoffdioxid und Distickstofftrioxid.
Diese Stickoxide kénnen entweder mit anderen Molekllen wie z.B. Thiolen oder Aminen
reagieren oder zu Nitrit (NO2) und Nitrat (NOj3) hydrolysieren. Ferner reagiert NO mit
Hamproteinen und Sauerstoffradikalen. Das Ausmal} jeder dieser Reaktionen ist abhangig
von den Bedingungen unter denen NO freigesetzt wird und von der Konzentration der
jeweiligen Reaktionspartner %°®. Dies erklart teilweise die Unterschiede in den Angaben
beziiglich der Halbwertszeit von NO, die von Sekunden bis zu Minuten reichen **8%¢_ zum
Beispiel ist die Reaktionsgeschwindigkeit von NO mit Sauerstoff innerhalb der hydrophoben
Membranregion um den Faktor 300 hoher als die im umgebenden wassrigen Medium . Die
umgebenden Bedingungen sind somit von entscheidender Bedeutung im Metabolismus von
NO. Wichtige, am Abbau von NO beteiligte Komponenten sind Superoxidanionen (O,),
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale, die in unterschiedlichen Konzentrationen und in

4546 Hieraus resultieren verschiedene

verschiedenen Zellen und Organen vorkommen
Reaktionskinetiken von NO in vivo. Die sauerstoffabhdngigen Radikale werden im
GefalRsystem Uberwiegend von Endothelzellen und Makrophagen gebildet. Die
Superoxidanionen sind hierbei hervorzuheben. NO reagiert mit Superoxidanionen nahezu
diffusionslimitiert (6,7x10°mol/l/s) zu Peroxynitrit. Dieses wird von Alveolarmakrophagen,
neutrophilen Granulozyten und dem Endothel produziert *®. Es ist ein starkes Oxidanz,
welches mit einer Vielzahl anderer Molekile reagiert und Zellschaden verursachen kann
6;91;101_

In Blutzellen kann NO gebunden und oxidativ abgebaut werden. Hierbei nehmen die
Erythrozyten die entscheidende Rolle ein. Diese zellorganellfreien Blutzellen, die lediglich
durch eine Plasmamembran vom Blutplasma abgegrenzt sind, enthalten vor allem das
Protein Hdmoglobin. Erythrozyten bilden 40 bis 50% des Blutvolumens und gelten durch die
Reaktionen von NO mit Hadmoglobin als ein groRer Abbauort fiir Stickstoffmonoxid " (siehe
Abbildung 3). Erreicht endothelial gebildetes NO den Erythrozyten, so kann es mit dem
Hamoglobin prinzipiell drei verschiedene Reaktionen eingehen. Die rasch ablaufende
Reaktion von NO mit Oxyhamoglobin filhrt zur Bildung von Methamoglobin und Nitrat 2*°°.
90% des gebildeten NO wird durch diese Reaktion zu Nitrat umgewandelt. Die zweite
Reaktion ist die Bildung von Nitrosylhamoglobin durch die Reaktion von NO mit dem Eisen
des Deoxyhamoglobins. Die dritte Reaktion ist die Bildung von S-nitroso-Hamoglobin (SNO-
Hb), das sich nach der Oxygenierung des Hamoglobins in der Lunge durch eine
Nitrosierungsreaktion von NO an das Cys-93 der B-Kette des Hamoglobins bildet *’.
Unmittelbar an der GefalRwand existiert ein Scherkraft-induzierter, erythrozytenfreier
Plasmarandstrom 3727312 Das hat zur Folge, dass das in den Endothelzellen gebildete NO

nicht nur innerhalb des Erythrozyten reagieren kann, sondern auch im Plasma. NO bildet



(bzw. NO* in Anwesenheit von Elektronenakzeptoren) durch die nitrosative Reaktion mit
plasmatischen Thiolgruppen (Albumin, Glutathion, Cystein) sogenannte S-Nitrosothiole
(RSNOs). RSNOs koénnen entlang des GefalRbettes transportiert werden und spielen eine
Rolle als Speicherform fir NO 7193115 Neben Thiolen im Plasma kann NO auch mit
Aminen reagieren. Neue Befunde haben gezeigt, dass Nitrosamine (RNNOs) ein
physiologischer Bestandteil des humanen Plasmas sind * und nicht nur in entziindlichen
Prozessen gebildet werden. Welche Funktion RNNOs haben und ob auch sie NO freisetzen
konnen, ist noch nicht klar.

Nitrit ist das primare Oxidationsprodukt von Stickstoffmonoxid. NO wird im Plasma Uber
Distickstofftrioxid zu Nitrit (NO,") umgewandelt **°°. Es wurde gezeigt, dass 70-90% des im
Blut zirkulierenden Nitrits aus dem L-Arginin-NO-Stoffwechsel stammt und Nitrit als
spezifischer und sensitiver Marker fir akute Veranderungen der NOS-Aktivitat angesehen
werden kann 4. Gladwin et al. *® und Demoncheaux et al. ' haben nachgewiesen, dass
Nitrit im Plasma unter ischdmischen und hypoxischen Bedingungen vasodilatatorisch wirken
kann. Die neuesten Befunde zeigen, dass auch unter basalen Bedingungen Nitrit durch
Deoxyhamoglobin zu NO reduziert wird und vasodilatatorisch wirken kann'®.

Der grote Anteil des intravaskular gebildeten NOs wird durch die Reaktion mit Hamoglobin
zu Nitrat inaktiviert (siehe oben). AuRerdem wird das im Plasma vorliegende Nitrit rasch
durch Oxidation mit Oxyhamoglobin zu Nitrat umgewandelt. Bei diesem Mechanismus
scheinen Superoxidanionen, Peroxynitritanionen oder ein freies Radikal des Methamoglobin
involviert zu sein 22248485 gomit stellt Nitrat ein stabiles Abbauprodukt von NO in vivo dar.
Nitrat bleibt im Blut bis zu seiner Ausscheidung Uber die Nieren stabil und hat eine
Halbwertszeit von 5-8 Stunden '%'"®. Die Konzentration des Nitrates im Blut wird jedoch in
grollem Mall von NO-Stoffwechsel-unabhangigen Faktoren beeinflusst: die Aufnahme von
Nitrat durch die Nahrung, der Metabolismus durch den Harnstoffzyklus '*®, die Absorption
durch den Verdauungstrakt " und die Inhalation aus der Luft " (siehe Abbildung 3).

Im Urin ist der Hauptmetabolit des NO-Stoffwechsels Nitrat. Durch Applikation von '°N-
markiertem Stickstoff per Inhalation sowie per Injektion konnte gezeigt werden, dass das
markierte NO in die Erythrozyten gelangt, dort zu Nitrat oxidiert und wieder ins Plasma
abgegeben wird ”’. Das gebildete Nitrat wird via Plasma im Urin ausgeschieden '°. Nitrat
wird in den Glomeruli gefiltert und im Nierentubulus reabsorbiert.

Trotz der zahlreichen Einflussfaktoren, welche unabhangig vom L-Arginin-NO-Stoffwechsel
sind (siehe Abbildung 3), kann Nitrat im Urin einen Marker fur die erhdhte iINOS Aktivitat
darstellen. Am Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass der Nitratlevel im Blut und
seine Ausscheidung im Urin nach der Applikation von Lipopolysacchariden anstieg, und die
aktivierten Makrophagen zeigten eine erhohte Bildung von Nitrit und Nitrat in vitro. Dies

deutet darauf hin, dass als Konsequenz der Aktivierung des reticuloendothelialen Systems



die Nitratkonzentration im Urin ein Marker der gesteigerten NO-Bildung ist '. Bei Menschen
mit Diarrhd wurde ebenso ein signifikanter Anstieg der Nitratausscheidung im Urin
beobachtet **. Untersuchungen von Jungersten et al. zeigten, dass der Anstieg von Nitrat im
Plasma die NO-Bildung durch Makrophagen widerspiegeln kénnte®?. Diese Untersuchungen
belegten, dass Nitrat ein nutzlicher Marker von cytotoxischer Aktivitat wahrend des
immunologischen Prozesses ist. Durch eine Induktion der INOS-Expression z.B. im
septischen Schock, der Endotoxinamie, sowie anderen Entziindungszustanden, kommt es
zu einer massiven Ausschittung und Exkretion von NO und seinen oxidativen
Abbauprodukten im Urin ?’. Die Bestimmung der Nitratkonzentration kdnnte somit als ein
natzlicher Marker, z.B. als Verlaufsparameter entziindlicher Erkrankungen dienen und durch
den Einsatz zuverlassiger und empfindlicher analytischer Verfahren fiir die Quantifizierung
der Gesamt-NO-Bildung und -NOS-Aktivitat interessant sein.

Der Einfluss der konstitutiven NOS auf die Nitratkonzentration ist weitgehend ungeklart.
Untersuchungen von Nava et al. ¥ zeigten, dass Nitrat in Ratten durch akute Stimulation der
eNOS modulierbar ist. Jedoch konnte bisher in mehreren Untersuchungen nicht
nachgewiesen werden, dass Nitrat durch akute Veranderungen der eNOS-Aktivitat
beeinflusst wird °"*%. Inwieweit diese Differenz durch den unterschiedlichen Stoffwechsel der
untersuchten Spezies oder den mdglichen Einfluss exogener Faktoren (z.B. Nahrung,
Inhalation) bedingt ist, ist zur Zeit ungeklart. Nitrat hat im Vergleich zu Nitrit eine langere
Halbwertszeit im Blut. Geringe Veranderungen der Nitratkonzentration sind bei einer hohen
basalen Konzentration durch die Veranderung der NO-Bildung zu erwarten. Die basalen
Konzentrationen in der Literatur differieren stark. Die Nitratkonzentration wurde im Urin mit
250 — 2000 pmol/l * und im Plasma mit 0,8 - 95 pymol/l **%""° angegeben. Als Grund hierfiir
wurden bisher die externen Einflussfaktoren (siehe Abbildung 3) benannt. Es kénnte jedoch
malfigeblich daran liegen, dass die Nitratkonzentration durch die bisherigen
Analyseverfahren nicht sensitiv bzw. valide bestimmt wurde.

Die Charakterisierung der Veranderung der Nitratkonzentration durch den L-Arginin-NO-
Stoffwechselweg scheiterte bisher vor allem an der unzureichenden minimalen Auflésung
und auch an dem hohen Zeit- und Kostenaufwand der zur Verfliigung stehenden
Analysemethoden. Um die Relevanz des oxidativen Metaboliten im L-Arginin-NO-
Stoffwechselweg zu untersuchen, muss zunachst eine Methode zur sensitiven, schnellen

und kostengunstigen Nitratbestimmung etabliert werden.

1.3. Quantifizierung von Nitrat in biologischen Matrizes
Nitrit und Nitrat kdnnen durch zahlreiche Verfahren in wassrigen und proteinhaltigen Matrizes

bestimmt werden. Dazu z&hlen der spektrophotometrische Assay durch Griess-Reaktion

76 11

bzw. Diaminonaphthalen °, die Kapillarelektrophorese ', die Gas-Chromatographische
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Massen-Spektrometrie , die Hochdruckfliissigkeits-Chromatograhie ~ *

und die

Chemilumineszenzdetektion 2. (siehe Abbildung 1)

Methode zur Analyse
von Nitrat

CE® GC-MS®@ HPLC® CLD®

Spektrophotometrische
Messung von Nitrit

T

Diaminonaphthalen Griess-Reaktion
— _
~
Mit einer vorgehenden Reduktion von Nitrat zu Nitrit
durch:
K Enzymatisch
Cadmium VCl;@ BES

Abbildung 1. Analyseverfahren zur Bestimmung von Nitrat in wassrigen und proteinhaltigen Matrizes.
Die grau unterlegte Methoden wurden im Rahmen dieser Arbeit als Referenzmethoden zur
Etablierung neuer Analyseverfahren verwendet (siehe Abschnitt 3.)

®: Kapillarelektrophorese

Gas-Chromatographische Massen-Spektrometrie
Hochdruckflissigkeitschromatograhie
Chemilumineszenzdetektion

Nitrat Reduktase

Vanadium(lll)-Chlorid

© 0000

Die einfachste und meist verwendete Methode ist der spektrophotometrische Assay Uber die
Griess-Reaktion zur Nitritanalyse, dem die Reduktion von Nitrat zu Nitrit vorgeschaltet ist
(siehe unten). Das Messprinzip der Nitritmessung beruht auf einer Azokupplung von Nitrit an
ein Naphthylethylendiamin und der photometrischen Quantifizierung dieser Farbreaktion bei
einer Wellenlange von 540 nm (siehe Abbildung 2 ). Die Sensitivitat der Nitritmessung durch
die Griess-Reaktion, gemessen Uber ein herkdmmliches Spektrophotometer, liegt im
mikromolaren Bereich. Da sich die Nitritkonzentration im Plasma im nanomolarem Bereich
befindet, reicht die Sensitivitat dieser Messung nicht aus. Deshalb wurde zur Nitritanalyse die
Spektrophotometrie mit der Fluss-Injektions-Analyse kombiniert. Durch die Modifizierung
konnte die Sensitivitdt in den nanomolaren Konzentrationsbereich erweitert und durch die

Automatisierung der Anlage ein hoher Probendurchsatz erméglicht werden 4.
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Abbildung 2. Reaktionsmechanismus zur Bestimmung von Nitrit Uber Griess-Reaktion. Nitrit
reagiert in Anwesendheit von Saure mit Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz, der durch die
Reaktion mit N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin eine Azo-Verbindung bildet.

Far die Nitratmessung ist eine vorhergehende Reduktion von Nitrat zu Nitrit notwendig, um
das Nitrat indirekt ebenfalls Uber die Griess-Reaktion detektieren zu konnen. Nitrat kann
entweder mit Cadmium '"* Nitrat-Reduktase (NR) ***%® oder Vanadium(lll)-Chlorid
(Vanadiumtrichlorid, VCl3) 8 zu Nitrit konvertiert werden. Die Sensitivitat der vorhandenen

10173240 Die im Verhéltnis zur

Nitratanalyseverfahren liegt im mikromolaren Bereich
Nitritanalyse wesentlich geringere Sensitivitat der Nitratdetektion liegt einerseits an der nach
der Nitratreduktion durchgefiihrten Nitritanalyse oder an der Reduktionsreaktion und deren
methodischen Charakteristika. Die Bestimmung von Nitrat tGber die UV-HPLC ist eine im
Vergleich zu anderen Methoden sehr sensitive Methode, die jedoch mit héherem Arbeits-
und Zeitaufwand verbunden ist.

Um den L-Arginin-NO-Stoffwechselweg valide zu untersuchen, sind verlassliche

Analyseverfahren ein bedeutender Faktor. Falsche Probenbehandlung oder falsche

analytische Methoden kénnten zuden nicht validen Ergebnissen flihren. Laborglaswaren sind

27;35:49
rt =,

ohne mehrmaliges Vorspllen meistens kontaminie Proteine kénnen mit der

Nitritmessung Uber Griess-Reaktion ®° bzw. Diaminonaphthalen %

interagieren. Eine
Proteinsubtraktion ist somit maRgeblich erforderlich. Das Verfahren zur Deproteinisierung

sollte jedoch ebenfalls gut Uberdacht werden, da z.B. die Proteinfallung Uber Zinksulfat mit
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der Nitritmessung Uber Griess interagiert *°. Zugabe von Natronlauge in Blutproben kdnnte
zur Hamolyse flihren, und das Hamoglobin interagiert mit der Nitritmessung Uber
verschiedenste Verfahren *¢®. Die Ultrafiltration von proteinhaltigen Proben zur Entfernung

8. Die neu etablierten Methoden sollen mit den

der Proteine scheint optimal zu sein
vorhandenen validen Methoden verglichen werden. Eine nicht valide MeRmethode kdnnte
ebenfalls zu falsch positiven oder negativen Werten 2>° fijhren.

In mehreren Studien Uber den NO-Metabolismus wurden die Proben vor der Messung von
Nitrat oder Nitrit gelagert. Allerdings wurde die Stabilitit der Substanzen nur wenig
beriicksichtigt. Nitrat in Gewebeproben wird durch Einfrieren abgebaut *'. Nitrat und Nitrit
werden in Zerebrospinalflissigkeit wahrend der Lagerung bei -20°C zu 63% bzw. 58%
abgebaut. Die Wiederfindungsrate von Nitrat bzw. Nitrit im Plasma nach der Lagerung ist
88% bzw. 89% 2. Wird der prozentuelle Wert mit der Nitratkonzentration im Plasma
berechnet, ergibt sich ein Nitratabbau von ca. 2,5 — 4 uymol/l. Durch diesen Verlust kann eine
kleine Veranderungen der Nitratkonzentration im Rahmen der Charakterisierung des NO-
Metabolismus nicht nachgewiesen werden.

Die Etablierung einer Methode zur Nitratmessung inklusive einer geeigneten
Probenbehandlung und Lagerung mit einer Punkt-zu-Punkt Aufldsung im submikromolaren
Bereich, die automatisierbar und somit fir den klinischen Routinebetrieb einsetzbar ist, ist
somit noch nicht etabliert und zur vollstdndigen Charakterisierung des oxidativen NO-

Stoffwechsels notwendig.
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Abbildung 3. Schematische Abbildung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges im

Kreislaufsystem.

1.4. Ziele
Ziel dieser Arbeit war es daher, die obengenannten Fragestellungen zu untersuchen:

1.

Entwicklung valider, sensitiver, jedoch einfacher und kostenglinstiger analytischer
Verfahren zur Bestimmung von Nitrat

Entwicklung einer geeigneten Probenbehandlung zur Optimierung der Analyse und der
Einbindung in die Routinediagnostik

Charakterisierung der Rolle von Nitrat im L-Arginin-NO-Stoffwechselweg.



2. Material und Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die spezifischen Methoden zur Quantifizierung von
Nitrit und Nitrat in biologischen Matrizes erlautert. Im ersten Abschnitt wird zunachst auf die
bereits etablierten Methoden zur Bestimmung von Nitrit und Nitrat eingegangen. Dann folgen
Abschnitte Uber die Etablierung der neuen Methoden zur Nitrit- und Nitratmessung und Uber
die Aufarbeitung der Proben in unterschiedlichen Matrizes.

Es wurden alle Chemikalien, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen, Deutschland bezogen.

Analysenzeit und Kosten der Methoden wurden anhand von 10 bis 30 Proben berechnet. Die
Analysenzeit beinhaltet die Aufarbeitung und Vermessung exklusive Ultrazentrifugationszeit
bzw. Inkubationszeit. Die Kosten setzen sich zusammen aus den bendtigten Materialien zur

Aufarbeitung und Vermessung ausgenommen Ultrazentrifugationsréhrchen.

2.1. Methoden zur Bestimmung von Nitrit

Nitrit kann durch unterschiedliche Analyseverfahren bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde
die Fluss-Injektions-Analyse (FIA) in Kombination mit der Griess-Reaktion, einem

kolorimetrischen Verfahren zur Bestimmung der Nitritkonzentration, eingesetzt.

2.1.1. Fluss-Injektions-Analyse (FIA)

Das Prinzip der FIA beruht auf der spektrophotometrischen Bestimmung von Nitrit mittels der
Griess-Reaktion und der durchflussspektrophotometrischen Quantifizierung dieser
Farbreaktion. Das Griess-Reagenz dient als Laufmittel der Proben.

Das Griess-Reagenz besteht zu gleichen Teilen aus 10 g Sulfanilamid geldést in 1%
Salzsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,2 g N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin geldst
in hochreinem HPLC-Wasser (Merck, Darmstadt, Deutschland). Das Griess-Reagenz wird
mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min Uber eine HPLC-Pumpe (Sunflow 100,
SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) gepumpt und durch einen Entgaser (2-Kanal
Degaser Populair, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) entgast (siehe Abbildung 4). Die
aufgearbeiteten Proben werden mittels eines automatischen Probenaufnehmers (Thriathlon,
Spark Holland, Niederlande) in das flieRende Griess-Reagenz injiziert. In der Kapillare
zwischen dem Autoinjektor und dem nachgeschalteten Detektor findet die Farbreaktion statt,
die in einer Melizelle (6 mm, 9uL, Kel-F, Linear Instrument, Reno, NE, USA) bei einer
Wellenlange von 545 nm detektiert wird. Die detektierte Absorptionseinheit wird durch einen

Datenumwandler transformiert. Die Datenaufnahme erfolgt mit Hilfe einer Chromatographie-
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Software (Chromgate 2.55, Knauer, Berlin, Deutschland). Die Konzentration von Nitrit wird

Uber die Peakhohe bestimmt.

Entgaser

+
Datenlibertragung

Vis-Detektor
O

Abbildung 4. Aufbau einer Fluss Injektions Analyse zur Bestimmung von Nitrit.®*

Datenaufnahme
Datenbearbeitung

Autoinjektor Reaktions-
schleife

Um die Beeinflussung des Probensignals durch unterschiedliches Probenmaterial
ausschlieen zu konnen, wird das Standardadditionsverfahren (SAV) verwendet. Hierfur
werden die Proben in funf Aliquots zu jeweils 190uL aufgeteilt, um dann externes Nitrit in
Endkonzentrationen von 0, 100, 200, 400, bzw. 600 nmol/l hinzugegeben.

Um die Nitritkonzentrationen in den Proben zu analysieren, dienen die funf Peakhdhen als
Grundlage flr eine lineare Regression. Der Schnittpunkt dieser Geraden mit der x-Achse
(y=0) entspricht der in der Probe aufgegebenen Nitritkonzentration (Abbildung 5B). Nach
Korrektur der Verdunnungsfaktoren und Subtraktion der Leerwerte ergibt sich die

Ausgangskonzentration der Probe.
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Abbildung 5. A. Originalchromatogramm eines Probenlaufs zur Bestimmung von Nitrit Gber FIA. B.
Die funf durch den Integrator analysierten Peakhdhen dienen als Grundlage einer
Regressionsgeraden. Bei Anwendung des Standardadditionsverfahrens ergibt der Schnittpunkt mit
der Y-Achse die Nitritkonzentration in der Probe.

2.1.2. Modifizierung der Methode zur Nitritmessung i(iber FIA: Messung ohne
Standard-Additions-Verfahren

Bisher wurde die Nitritkonzentration Gber die FIA mittels SAV gemessen. Die Anwendung
des SAV bendtigt ein hohes Probenvolumen und eine verlangerte Aufarbeitungs- wie auch
Analysenzeit. Diese Bestimmung der Nitritkonzentration wurde modifiziert und die FIA ohne
Standardadditionsverfahren (FIA ohne SAV) etabliert. Hierbei werden die Proben ohne
externe Nitritzugabe direkt nach der Aufarbeitung vermessen. Die Auswertung erfolgt Uber
die Peakhdhe anhand der Eichgerade.

Zur Validierung wurde die modifizierte FIA-Methode (FIA ohne SAV) mit der FIA-Methode mit
SAV verglichen. Es wurde die Nitritkonzentration in humanem Plasma mit beiden Methoden
gemessen und verglichen.

Diese modifizierte Methode dient als Basis der anschlielenden Methoden zur Nitratmessung
Uber Nitrat-Reduktase - FIA (NR-FIA) und Vanadium(lll)-Chlorid - FIA (VCI-FIA).

2.2. Methoden zur Bestimmung von Nitrat

Nitrat wurde Dbisher kolorimetrisch auf Basis der Griess-Reaktion und der
Hochdruckflissigkeitschromatographie mit UV-Detektor (UV-HPLC) bestimmt.
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2.2.1. Kolorimetrische Bestimmung zur Nitratanalyse

Das Prinzip des kommerziell erhaltlichen Nitrat-Nitrit-kolorimetrischen Assays (Cayman Kit®,
Alexis, Grinberg, Deutschland) beruht ebenfalls auf der Griess-Reaktion (siehe Abbildung
2). Hierbei wurden die Proben in zwei Schritten bestimmt. Beim ersten Schritt findet die
enzymatische Umwandlung von Nitrat zu Nitrit mittels der Nitrat-Reduktase (NR) statt. Im
zweiten Schritt wird Nitrit Uber das Griess-Reagenz bestimmt. Die photometrische
Absorptionsmessung des Azofarbstoffes lasst auf die gesamte Nitrat-Nitrit-Konzentration (in
der Summe als NOx bezeichnet) schlieRen. Hierzu wird ein Plattenspektrophotometer (iEMS
Reader MF, Thermo Labsystems, Vantaa, Finnland) verwendet. Die Auswertung erfolgt
nach der detektierten Absorptionseinheit bei einer Wellenlange von 540 nm. Die
Konzentration wird, entsprechend der Anleitung des Assays, nach Abzug der Blanks mit der

Standardkurve berechnet.

2.2.2. Hochdruckflussigkeitschromatographie zur Nitratmessung

Der Gehalt an Nitrat, sowohl in wassriger Losung als auch im Plasma, kann mittels einer
UV-HPLC gemessen werden. Das HPLC-System besteht aus einem Entgaser (2-Kanal
Degasser Populair, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland), einer HPLC-Pumpe (Typ
S1100, Sykam, Gilching, Deutschland), einem automatisierten Probenaufnehmer (Thriathlon,
Spark Holland, Niederlande) und einem UV-Detektor (Typ UVIS204, Linear, Reno, NE,
USA).

Als stationare Phase wird eine Anionenaustausch-Saule auf Silicagelbasis (LCA A0S,
Sykam, Gilching, Deutschland) mit einer SAX-Vorsaule (5um, Grom, Herrenberg-Rhey,
Deutschland) und als mobile Phase ein Puffer unter isokratischen Bedingungen mit einem
Fluss von 1 ml/min verwendet. Die Zusammensetzung der mobilen Phase ist wie folgt: 70%
Acetonitril, 10% Methanol (Reagenzien von Riedel de Haén, Seelze, Deutschland) versetzt
mit 40mM Kochsalz in hochreinem Wasser fir HPLC (Reagenzien von Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Die Aufzeichnung der UV-Absorption erfolgt bei einer Wellenlange von 220 nm. Die
detektierte Absorptionseinheit wird durch einen Datenumwandler fir den Datenaufnehmer
transformiert. Mit Hilfe einer Chromatographie-Software (Chromgate 2.55, Knauer, Berlin,
Deutschland) erfolgt die Datenaufnahme. Die Auswertung der Peaks erfolgt anhand Flache

und wird mit einer Standardeichkurve verglichen.
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2.3. Etablierung neuer Methoden zur Nitratmessung

Aufgrund geringer Sensitivitdt bei hohem Zeit-, Kosten- und Arbeitsaufwand der
vorhandenen Methoden zur Nitratmessung (UV-HPLC und Cayman Kit®) wurden zwei neue,
auf unterschiedlichen Reaktionswegen basierende Nitratmessmethoden etabliert und
verglichen. Das Prinzip dieser Methoden beruht auf einer Reduktion von Nitrat zu Nitrit und
einer anschlielenden Nitritmessung basierend auf der Griess-Reaktion mittels FIA (siehe
Kapitel 2.1.1.). Zur Umwandlung von Nitrat zu Nitrit kommt NR bzw. VCIl; zum Einsatz. Die
Methodencharakteristika der jeweiligen etablierten Methode wurden im Anschluss an die

Etablierung verglichen.

2.3.1. Nitratmessung liber Nitrat Reduktase-FIA (NR-FIA)

Zur Reduktion von Nitrat zu Nitrit durch NR wurde das Protokoll von Granger modifiziert 3
(siehe Abbildung 6). Zur Reaktion wird die NR und ihr Kofaktor, NADPH, verwendet. Uber
die NR und NADPH wird Nitrat zu Nitrit reduziert. Parallel dazu wird NADPH zu NADP*
oxidiert. NADP" wiederum wird durch die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) zu
NADPH umgesetzt, das bei der Reduktion von Nitrat zu Nitrit wieder zugeflhrt werden kann.
Zur Optimierung des Arbeitschrittes werden alle bendtigten Substanzen bis auf NADPH
10-fach konzentriert, vermischt und als eine Basislésung eingefroren. Diese ist bis zu 4
Monaten haltbar. Am Messtag wird die Basisldsung verdinnt und mit frisch angesetztem
NADPH vermischt. NADPH ist aufgrund fehlender Stabilitdt vor jeder Messung frisch
anzusetzen. Es ergeben sich folgende Endkonzentrationen der jeweiligen Substanzen in der
Probe: 70 mmol/l Trispuffer pH 7,4, 0,1 IE/ml NR, 1 mmol/l Glukose-6-Phosphat (G6P),
0,3 IE/ml G6PDH und 2 pmol/l NADPH. NR, G6P und G6PDH sind bei Roche Life Sciences,

Mannheim, Deutschland erworben worden.
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Abbildung 6. Reaktionsmechanismus der neu etablierten Methode (NR-FIA) zur Analyse von Nitrat.
Im ersten Schritt wird Nitrat mittels Nitrat Reduktase (NR) zu Nitrit reduziert. Parallel dazu wird
NADPH zu NADP* umgewandelt. NADP* wird mittels G6P und G6PDH zu NADPH. Im zweiten Schritt
reagiert Nitrit mit Sulfanilamid und Naphthylethylendiamin zu einer Azo-Verbindung. Diese wird bei
einer Wellenlange von 540nm detektiert (siehe Abbildung 2).

Nach Zugabe von NR und ihren Kofaktoren in die Probe erfolgt eine lichtgeschutzte
Inkubation bei einer Temperatur von 25°C fir 60 min. In der Zeit wird Nitrat vollstandig zu
Nitrit umgewandelt. Das gesamte NOx in den Proben wird mittels der FIA mit Griess-
Reaktion als Laufmittel gemessen. Die Arbeitschritte der Messung sind in Abbildung 7

dargestellt.

NR-
NADPH  Basislésung

il
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-’ schleife
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o0
Griess e e
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HPLC-Pumpe

Vis-Detektor

Datenaufnahme
Datenbearbeitung

Inkubation bei 25°C fiir

L 60 Minuten } k )

Reduktion von Nitrat zu Nitritbestimmung via FIA
Nitrit via NR

Abbildung 7. Arbeitschritte der NR-FIA. Diese Methode besteht aus zwei Arbeitschritten. Der erste
Schritt ist die Reduktion von Nitrat zu Nitrit via NR (siehe Abbildung 6). Die NR-Basislésung wird mit
frisch angesetztem NADPH vermischt und den Proben zugegeben. Nach der lichtgeschutzten
Inkubation bei 25°C fir 60 min erfolgt der zweite Schritt, die Nitritmessung Uber FIA (siehe
Abbildung 4).
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2.3.2. Nitratmessmethode uber Vanadium(lll)-Chlorid-FIA (VCI-FIA)

Es wurde eine neue Methode etabliert, die auf den Vorarbeiten von Miranda et al.”® basiert.
Bei dieser Methode wird Nitrat chemisch durch VCls zu Nitrit reduziert. 50 mmol/l VCI; wird in
1M Salzsaure geldst und Uber einen Filter mit 0,45 um Porengréf’e (RC 25, Sartorius,
Gottingen, Deutschland) filtriert. Die VCls;-Ldsung ist lichtgeschitzt bei 4°C flir 2 Wochen
haltbar. Die Proben werden mit VCl;-Lésung und Griess-Reagenz versetzt, bei 37°C

lichtgeschitzt flir 30 min inkubiert und bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen.

a) Modifikation der Reagenzkomposition

Urspringlich wurden die Reagenzien und die Probe in gleichen Anteilen zum
Reaktionsgemisch hinzugegeben (Probe: VCls-Lésung: Griess-Reagenz = 1:1:1) 8. Zur
Verbesserung der Sensitivitat und minimalen Auflésung der Messung wurde die Griess-
Lésung 4-fach konzentriert und 25% mehr VCl;-Losung den Proben hinzugegeben. Somit
veranderte sich das Verhaltnis im Reaktionsgemisch zu: 6:5:1 (Probe: VCl;-Losung: Griess-
Reagenz). Die detektierte Absorption unter Zugabe der gleichen Nitratkonzentration wurde
bei Verwendung der neuen Rezeptur mit der urspriinglichen Rezeptur verglichen.

Hierzu wurde Nitrat in Konzentrationen von 0 - 30 pymol/l angesetzt. Das Reaktionsgemisch
von VCIz-Griess wurde in der urspriinglichen bzw. der neuen Zusammensetzung den Proben
in einer Mikrotiterplatte hinzugegeben. Nach einer lichtgeschltzten Inkubation bei 37°C fur
30 min wurde die Absorption der Proben bei der Wellenldnge von 540 nm detektiert. Die

Absorptionseinheit der Proben beider Methoden wurde verglichen.

b) Kinetik der Nitratreduktion via VCI; und Automatisierung der Messung
(AnschlieBen mit Fluss-Injektions-Analyse)
Nach Reduktion von Nitrat zu Nitrit kann die Nitritmessung spektrophotometrisch lber ein
Plattenphotometer oder Uber die FIA bestimmt werden. Die FIA kann mit Hilfe des Vis-
Detektors Absorptionsanderungen sensitiver detektieren als das Plattenphotometer. Bei der
Nitratanalyse via VCI-FIA ist eine gleichzeitige Messung aller Proben nicht moglich und somit
eine vollstandige Nitratreduktion notwendig. Deshalb wurde die Kinetik der Nitratreduktion
mittels VCI; ermittelt. Dabei wurde Nitrat in Konzentration von 0 - 40 pmol/l bei einer
Temperatur von 37°C fir 120 min mit VCls-Griess inkubiert. Alle 10 min wurde die
Reduktionskapazitat von VCI; bestimmt. Die optimale Inkubationszeit zum Erreichen einer
vollstéandigen Nitratreduktion konnte bei diesen Untersuchungen ermittelt werden.
Um die Sensitivitat und die Punkt zu Punkt Diskriminierung zu erh6hen und gleichzeitig den
Vorgang zu automatisieren, wurde die Nitratreduktion Uber VCl; mit der Nitritmessung mittels
FIA kombiniert (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8. Arbeitschritte der VCI-FIA. Diese Methode besteht aus zwei Arbeitschritten. Der erste
Schritt ist die Reduktion von Nitrat zu Nitrit via Vanadium(lll)-Chlorid (VCl;). Die Griess Reaktion wird
ebenfalls gleichzeitig den Probe zugegeben. Nach der lichtgeschutzten Inkubation bei 37°C fir 90 min

erfolgt der zweite Schritt, die photometrische Absorptionsmessung Uber die FIA (siehe Abbildung 4).

2.3.3. Validierung der neu etablierten Methoden

Das Ziel der vorliegenden Arbeit im Rahmen der Etablierung der Methoden war der
Vergleich zwischen der neuen Methode, NR-FIA, und den bereits etablierten Methoden UV-
HPLC und Cayman Kit. Hierbei wurde Nitrat in Endkonzentrationen von 0 - 15 ymol/l zu einer
NaCl-Lésung 0,9% (diente als wassrige Losung,) und zum Plasma hinzugegeben. Die
Proben wurden am gleichen Tag mittels der NR-FIA, UV-HPLC und Cayman Kit vermessen

und die Konzentrationen verglichen.

2.4. Optimierung der Probenaufarbeitung zur anschlieBenden Nitratanalyse
2.4.1. Probenaufarbeitung zur Nitratanalyse via NR-FIA und VCI-FIA

Eine geeignete Probenaufarbeitung zur Vereinfachung der Analyse des NO-Metabolismus
wurde untersucht. Die Anwendung der NR-FIA und der VCI-FIA wurde mit der
herkémmlichen UV-HPLC verglichen. Zur Gewinnung des Plasmas wurde das Vollblut mit
Heparin 20 IE/ml bzw. 2,5 mmol/l EDTA und 10 mmol/l N-Ethylmaleimid (NEM) versetzt und
zentrifugiert. Nitrat wurde in aufsteigenden Konzentrationen (0-30 umol/l) zu den Proben
zugegeben. Die Proben wurden lber die UV-HPLC, NR-FIA und VCI-FIA analysiert.
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2.4.2. Lagerungsmoglichkeit der nitrit- und nitrathaltigen Proben

Bisher wurden Proben zur Nitritmessung am Abnahmetag vermessen, da das Nitrit in den
Proben nach der Abnahme schnell abgebaut wird *°. Die Wiederfindungsrate von Nitrat nach
der Lagerung von Proben liegt trotz seiner Stabilitat nur bei 88% '"®. Um jedoch Proben
lagern zu kdnnen, mussten Untersuchungen zur Haltbarkeit durchgefiihrt werden.

Nitrit bzw. Nitrat wurde zu verschiedenen Matrizes (PBS, Ultrafiltrat, 4 g% Albuminldsung
oder Plasma) in aufsteigender Konzentration hinzugeflgt. Nitrit wurde im submikromolaren
bis mikromolaren Bereich (0,2; 0,5; 1; 5 und 10 ymol/l) zu den Proben gegeben. Nitrat wurde
im mikromolaren Bereich (0; 10; 20 und 30 pmol/l) den Proben hinzugegeben. Die
Messungen wurden am gleichen Tag sowie zwei Tage spater durchgeflihrt. Um den Einfluss
der Temperatur wahrend der Lagerung oder des Einfrierprozesses auf die Stabilitat der Nitrit-
bzw. Nitratkonzentration zu untersuchen, wurden die Proben mit vorherigem Schockgefrieren
oder ohne vorheriges Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und bei -80°C und -20°C
gelagert. Zur Nitrit- und Nitratmessung diente die FIA bzw. NR-FIA. Die Stabilitat von Nitrit
und Nitrat wurde durch die Wiederfindungsrate nach der Lagerung im Vergleich zu der

Konzentration vor der Lagerung evaluiert.

2.5. Untersuchungen zur Charakterisierung des L-Arginin-Stoffwechselweges

2.5.1. Aufarbeitung der Proben aus Urin, Plasma und Vollblut

Wassrige Proben (z.B. Urin) kénnen unmittelbar gemessen werden, wobei proteinhaltige
Proben (z.B. Blut) speziell aufgearbeitet werden muissen.

Urin von 12 gesunden Freiwilligen wurde in sterilen Urinbechern gesammelt und bei 3000xg
zentrifugiert. Urin von Mausen wurde mit Hilfe eines Stoffwechselkafigs gesammelt.
Urinproben werden aufgrund der hohen Nitratkonzentration mit 0,9% NaCl (Braun
Melsungen, Melsungen, Deutschland) im Verhaltnis 1:25 fiir die Nitritmessung und 1:50 fiir
die Nitratmessung verdinnt. Nitrit und Nitrat im Urin wurden mittels der Griess-Reaktion bzw.
VCI-Griess in einer Mikrotiterplatte vermessen.

Humanes Vollblut von gesunden Freiwilligen wurde Uber eine vendse Punktionskantle
(Butterfly, @ 0,6 mm, Abbott Ireland, Sligo, Irland) unter Vermeidung einer Hamolyse
entnommen.

Vor der Blutenthnahme der Mause wurden diese mit einer intraperitonealen Gabe von Ketavet
(80 mg / kg Korpergewicht; Wirkstoff Ketaminhydrochlorid; Pharmacia & Upjohn Erlangen)
und Rompun (10 mg/Kg Koérpergewicht; Wirkstoff Xylazinhydrochlorid; BayerVital,
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Leverkusen) anasthesiert und die Bauchhdhle erdffnet. Unter Darstellung der unteren
Hohlvene wird das Blut unter leichter Aspiration entnommen.

Die entnommenen Blutproben wurden unmittelbar nach der Enthahme mit 0,9% NaCl und
dem Antikoagulanz Heparin 20 IE/ml (Liquemin N5000, Hoffmann-La Roche, Grenzach-
Whylen, Deutschland) im Verhaltnis 1:5 verdinnt. Bei einem Teil der Proben wurde statt
Heparin wegen der Optimierung der Probenaufarbeitung 2,5 mmol/l EDTA (siehe Abschnitt
2.4.1) verwendet. Nach der Verdiinnung des Vollblutes erfolgte die Plasmaseparation durch
Zentrifugation bei 800xg und 4°C fur 30 min. Zur Aufbereitung der Vollblutproben wird das
Aqua-Injectabilia (Delta Select, Pfullingen, Deutschland) anstatt 0,9% NaCl zur Verdinnung
im Verhaltnis 1:10 verwendet um die Erythrozyten zu lysieren. Aufgrund des hohen
Proteingehaltes wird das mit der o.g. Ldsung versetzte Plasma oder Vollblut in die
Ultrazentrifugationsrohrchen (Centricon YM 10, cut off 10 kDa, Millipore, Eschborn,
Deutschland) flir 60 min bei 4000xg und 4°C ultrafiltriert. Das Ultrafiltrat wird unmittelbar oder
nach Lagerung bei —80°C vermessen.

Um die Nitratkonzentration in Erythrozyten zu ermitteln, wird die Nitratkonzentration im

Vollblut unter Berlicksichtigung des Hamatokrits durch folgende Formel berechnet:

[NO37 Vollblut — (((1 — (Hamatokrit/100)) x [NO3] Plasma)
[NOs] Ery =

Hamatokrit/100

2.5.2. Quantifizierung von Nitrat im Plasma und Urin von Mausen

Um die Nitratkonzentration im Plasma und Urin von Mausen in Abhangigkeit des L-Arginin-
NO-Stoffwechsels zu untersuchen, wurden 19 eNOS-Wildtyp (eNOS-WT; C57BL/b6) und 13
homozygote eNOS-knock-out Mause (eNOS-KO-Mause; genetischer Hintergrund C57BL/b6)
¥ 4 iINOS-Wildtyp- (iNOS-WT; FVB/N) und 6 transgene-iNOS (iberexprimierenden Mause
(INOS-TG-Méuse; genetischer Hintergrund FVB/N) ** untersucht. Die WT-, eNOS-KO-, und
INOS-TG-Mause wurden Uber einen Zeitraum von 2 Wochen bei konstanten Bedingungen
mit Nitrit- und Nitratreduziertem Futter (Altromin) gehalten.

In einem Subkollektiv von 7 eNOS-WT-Mausen wurde die Plasmanitratkonzentration vor und
nach der Inhibition der eNOS gemessen. Dazu wurde L-NAME (10mg/kg Kopergewicht) Gber
einen Zeitraum von 5 Tagen dem Trinkwasser hinzugefugt. Es wurden Blutproben von 12
eNOS-WT-, 4 INOS-WT-, 7 eNOS-WT- mit LNAME, 13 eNOS-KO- und 6 iINOS-TG-Mausen
entnommen. Das Nitrat im Plasma wurde mittels UV-HPLC bzw. VCI-FIA gemessen.

Bei einem Subkollektiv von 2 eNOS-WT, 3 eNOS-KO, 4 iNOS-WT und 6 iNOS-TG-Mause

wurde die Nitratkonzentration im Urin gemessen.

23



2.5.3. In vitro Untersuchungen zur hamatogenen Nitratbildung

Humanes Vollblut wurde fir 30 min bei 37°C im Schittelwasserbad mit 3 mmol/l
L-Arginin (dient der NOS als Substrat) bzw. mit PBS (als Kontrolle) inkubiert. Vor und nach
der Inkubation wurde Nitrat im zellfreien, plasmatischen Uberstand, nach Zentrifugation des
Vollblutes bei 800xg, 4°C fir 10 min, bestimmt. Zur Nitratmessung dienten die UV-HPLC
(n=4), NR-FIA (n=3) und VCI-FIA (n=6) nach entsprechender Probenaufarbeitung.

2.6. Mathematisch-statistische Methoden

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler (MW + SE) angegeben.
Gruppenmittelwerte der Anderungen der Nitratkonzentration in M&usen in Abhangigkeit von
NO-Metabolismus (Abschnitt 3.5.2.) wurden durch die einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) auf signifikante Unterschiede Uberprift. Im konsekutiven Post-Hoc Test
(Bonferroni) erfolgte der Einzelgruppenvergleich. Bei direktem Gruppenvergleich (Abschnitt
3.4.2. Lagerung der Proben und Abschnitt 3.5.3. Untersuchungen zur hamatogenen
Nitratbildung) wurde der Student’s t-Test von ungepaarten Daten durchgefiihrt. Als statistisch
relevant galt ein p-Wert < 0,05. Zur Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 11.0 flr
Windows (Chicago lll., USA).

Die graphische Darstellung der Daten und die lineare Regression insbesondere zur
Erstellung der Eichgeraden der Nitrit- bzw. Nitratstandards wurde mit Hilfe des
Computerprogramms MicroCal Origin® (Version 7.0, MicroCal Software Inc., Northhampton,
MA, USA) durchgefuhrt.
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Ergebnisse

Die in der vorliegenden Arbeit neu entwickelten Methoden und die bereits vorhandenen

Methoden, die als Referenz der neu entwickelten Methoden angewendet wurden, sind in der

Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1. Aufstellung der in vorliegender Arbeit verwendeten Methoden zur Analyse von Nitrit und
Nitrat. Die vorhandenen Methoden wurden zur Validierung der neu etablierten Methoden verwendet.

Nitrit Nitrat
Cayman Kit®
Vorhandene Methode FIA (mit SAV)®
UV-HPLC®
NR-FIA®
Neu entwickelte Methode FIA ohne SAV®
VCI-FIA®

©@e © ©09

@

3.1.

Nitritmessung Uber Fluss-Injektions-Analyse mit Standardadditionsverfahren

Nitritmessung Uber Fluss-Injektions-Analyse ohne Standardadditionsverfahren, eine Voraussetzung fir die
anschliessende Bestimmung von Nitrat

Kommerzielle Nitratanalyse mittels enzymatischer Reduktion von Nitrat Uber Nitrat-Reduktase zu Nitrit mit
anschliefender Bestimmung von Nitrit durch die Griess-Reaktion

Nitratanalyse mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie mit UV-Detektor

Nitratanalyse mittels enzymatischer Reduktion von Nitrat Uber Nitrat-Reduktase zu Nitrit mit anschlieBender
Bestimmung von Nitrit durch die FIA ohne SAV

Nitratanalyse durch chemische Reduktion von Nitrat Giber Vanadium(lIl)-Chlorid zu Nitrit und anschlieRender Messung
von Nitrit mittels der FIA ohne SAV

Methodeneigenschaften der vorhandenen Methoden zur Nitrit- und

Nitratanalyse

Zur Nitritmessung diente die FIA Methode. Die Sensitivitat der FIA betragt 10 nmol/l bei einer

minimalen Auflésung von 10 nmol/l. Weitere Eckdaten der FIA sind in folgender Tabelle

beschrieben.
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Tabelle 2 . Methodencharakteristika der Nitritbestimmung Uber die FIA

Matrizes Plasma (1:5 verdiinnt) und wassrige Losung
Getestete Linearitat [umol/l] 0-20
Korrelationskoeffizient > 0,997
Sensitivitat [nmol/l 10
Minimale Auflésung [nmol/I] 10
Variationskoeffizient [%] 0-8
Wiederfindungsrate [%] 100+ 10
An_alysenzeit pro Einfachbestimmung 10
[min]

Probenvolumen pro 1000
Einfachbestimmung [ul]

Zur Nitratmessung diente bisher der kommerzielle Cayman Kit und die herkdmmliche UV-
HPLC. Die Nitratmessung Uber das Cayman Kit ist in jedem Labor anwendbar. Jedoch ist
dieses Kit in der klinischen Routine kostspielig und nicht sensitiv genug. Die Sensitivitat
dieser Methode liegt bei 0,5 ymol/l und die minimale Auflésung im 1:5 verdinnten Plasma
bei 0,5 ymol/l. Die Messung pro Einfachbestimmung dauert 3 min, die Kosten betragen 8 €.
Die Sensitivitat der Nitratmessung Uber die UV-HPLC liegt bei 0,5 pmol/l und die minimale
Auflésung im 1:5 verdlinnten Plasma bei 0,2 umol/l. Die Analysezeit betragt 20 min und die
Kosten 4,50 € pro Einfachbestimmung.

Weitere Eigenschaften der Messmethoden sind in der Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3. Charakteristika des Cayman Kits und der UV-HPLC

Eigenschaften Cayman Kit UV-HPLC
Getestete Linearitat [umol/l] 0-35 0-30
Minimale Aufldsung [umol/I] 0,5 0,2
Sensitivitat [umol/I] 0,5 0,2
Variationskoeffizient [%] 0-7 0-9
Wiederfindungsrate [%] 100 £ 10 1005
Spezifitat Nitrat, Nitrit Nitrat
Analysenzeit pro Einfachbestimmung 3 20
[min]

Probenvolumen pro 80 100
Einfachbestimmung [ul]

Kosten pro Einfachbestimmung [€] 8 4,50
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3.2. Etablierung der Nitritmessmethode: Modifikation der Nitritmessung
uber die FIA

Die als Basis verwendete Nitritanalytik ist fir die Bestimmung von Nitritkonzentrationen im
nanomolaren Bereich und in proteinhaltigen Matrizes entwickelt worden. Es wird eine hohe
Sensitivitdt durch die Kombination aus Griess-Reaktion und der FIA inklusive des SAV
erreicht. Die Anwendung des SAV bedingt ein hohes Probenvolumen und eine verlangerte
Aufarbeitungs- wie auch Analysenzeit. Im Rahmen dieser Arbeit soll die FIA als
nachgeschaltetes Verfahren zur Nitritbestimmung nach Nitratreduktion verwendet werden.
Die Modifikation der Nitritmessung Uber die FIA ohne das SAV verringert die oben erwahnten
zeitintensiven und kostensteigernden Eigenschaften der Analyse. Die Proben wurden ohne
externe Nitritzugabe Uber die FIA gemessen. Die Analysenzeit der Messung von Nitrit durch
FIA ohne das SAV betragt 2,5 min pro Einfachbestimmung. Ohne das SAV betragt die
minimale Aufldsung der FIA 5 nmol/l in wassriger und plasmatischer Lésung mit einer
Sensitivitdt von 10 nmol/l (siehe Abbildung 9). Weitere Eigenschaften der Methode sind in

Tabelle 4 aufgelistet.
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Abbildung 9. Die Linearitat und minimale Auflésung der Nitritmesssung Uber FIA ohne SAV. (A) Die
Messung ist linear im Bereich von 0-20 pymol/l in wassriger und plasmatischer Lésung. (B) Die
minimale Auflésung liegt bei 5 nmol/l. Das Ergebnis ist als MW = SE der Dreifachbestimmung
dargestellt.
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Tabelle 4. Methodencharakteristika der Nitritbestimmung tber FIA ohne SAV

Matrizes Plasma (1:5 verdiinnt) und wassrige Losung
Linearitat [umol/I] 0-20
Korrelationskoeffizient > 0,997
Sensitivitat [nmol/l] 10
Minimale Aufldsung [nmol/l] 5
Variationskoeffizient [%] 0-6
Wiederfindungsrate [%] 100 £ 10
Probenvolumen pro 120
Einfachbestimmung [pl]

An_alysenzeit pro Einfachbestimmung 25
[min] ’

Durch diese Modifikation konnte die Analysendauer im Vergleich zur Nitritmessung tUber FIA
mit SAV um 50% verkirzt und das Probenvolumen um 80% verringert werden. Die
modifizierte FIA-Messung wurde mit der Messung uber die FIA mit dem SAV validiert.
Hierbei wurden 6 Plasmaproben Uber FIA sowohl mit dem SAV als auch ohne das SAV
gemessen. Die Nitritwiederfindungsrate der einzelnen Analysen liegt bei 94 + 1% (MW + SE).

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 10 dargestellt.

280 Abbildung 10. Vergleich der
Nitritmessung Uber FIA ohne und mit
240 SAV. Nitrit wurde in Plasmaproben (n=6)
mittels FIA mit und ohne SAV gemessen.
2004 B o Das Ergebnis ist als MW = SE (der
= L T b Dreifachbestimmung) dargestellt.
S
E 100 I———— )
g 80 EJ}JJJJ? Y
2 ¥ i
60
40
20
0 T T T
Ohne SAV Mit SAV
Methoden
3.3. Etablierung neuer Methoden zur sensitiven Nitratmessung

Zur Reduktion von Nitrat zu Nitrit wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. Einerseits
wurde Nitrat enzymatisch und andererseits chemisch reduziert. Die anschlieBende

Nitritanalyse basiert auf der oben beschriebenen modifizierten Methode (siehe Abschnitt
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3.2.). Die in dieser Arbeit etablierten Methoden sollten jedoch mit den vorhandenen

Methoden verglichen werden.

3.3.1. Nitratanalyse mittels enzymatischer Reduktion zum Nitrit mit
anschlieBender Bestimmung durch die Fluss-Injektions-Analyse (NR-
FIA)

Durch die Kombination von Nitrat-Reduktion tGber die NR und anschlie®ender Nitritmessung
Uber die FIA kann die Nitratkonzentration im nanomolaren Bereich gemessen werden. Die
Linearitdt der modifizierten Nitratbestimmung liegt bei 0-30 umol/l Nitrat. Die Sensitivitat
dieser Messmethode betradgt 100 nmol/l bei einer minimalen Auflésung von 100 nmol/l in
wassriger und plasmatischer Lésung (siehe Abbildung 11). Die Messung dauert 3 min und
die Kosten betragen 1,28 € pro Einfachbestimmung. Weitere Eigenschaften sind in der
Tabelle 5 aufgelistet.
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Abbildung 11. Linearitat der Nitratmessung im Konzentrationsbereich von 0-12 umol/l in wéassrigen
Proben (A) und Plasmaproben (B) gemessen Uber die NR-FIA. Die minimale Auflésung der
Nitratmessung liegt bei 100 nmol/l sowohl in wassrigen Proben (C) als auch in Plasmaproben (D). Die
Werte sind als MW + SE dargestellt.

29



Tabelle 5. Methodeneigenschaften der NR-FIA.

Parameter Plasma (1:5 verdiinnt) und wassrige Losung
Linearitat [umol/I] 0-30
Korrelationskoeffizient > 0,997
Sensitivitat [nmol/l] 100
Minimale Auflésung [nmol/l] 100
Variationskoeffizient [%] 0-5
Wiederfindungsrate [%] 10017
Analysenzeit pro Einfachbestimmung 3
[min]
Probenvolumen pro 90
Einfachbestimmung [ul]
Kosten pro Einfachbestimmung [€] 1,28

3.3.2. Nitratanalyse durch chemische Reduktion zu Nitrit mit anschlieBender

Messung von Nitrit mittels der Fluss-Injektions-Analyse (VCI-FIA)

Eine Alternative zur enzymatischen Reduktion von Nitrat zu Nitrit stellt eine chemische
Reduktion von Nitrat tber VCI; dar.

a) Modifikation der Reagenzkomposition

Die Konzentrierung der Griess-Losung und somit die Veranderung der Reagenzkomposition
fuhrte zu einer Verbesserung des Variationskoeffizienten der Analyse. Die detektierte
Absorption unter Zugabe der gleichen Nitratkonzentration ist bei Verwendung der neuen im
Vergleich zur urspriinglichen Rezeptur erhdht (Steigung der Regressionsgeraden) (siehe
Abbildung 12). Durch diese Modifikation erreicht die Methode in wassriger und plasmatischer
Lésung eine Sensitivitat von 0,5 ymol/l und eine minimale Auflésung von 0,5 umol/l. Die
Messung ist linear im Bereich von 0-150 pymol/l (siehe Abbildung 13). Diese Messmethode

ist zur Bestimmung der Nitratkonzentration z.B. in Urinproben geeignet.
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0,50
Abbildung 12. Vergleich der Rezeptur

zwischen der nicht konzentrierten (alte
Reagenzkomposition) und konzentrierten
Griess-Losung (neue Reagenzkomposition).
Nitrat wurde durch Vanadium(lil)-Chlorid
(VCl3) zu Nitrit reduziert. Im Anschluss
wurde das Nitrit Gber die nicht konzentrierte
Griess-Loésung bzw. die konzentrierte
Griess-L6sung gemessen. Die
Konzentrierung der Lésung und die damit
mdgliche VergréRerung des
Probenvolumens erhdht die Steigung der
Absorption. Dadurch wurde die minimale
Auflésung der Messung verbessert.

0,25

Absorption bei 540nm

& o Alte Reagenzkomposition
0,00 J& o Neue Reagenzkomposition

T T T T T T 1
0 10 20 30

Nitrat (umol/l)

Absorption bei 540nm

0 50 ' 100 ' 150
Nitrat [umol/I]

Abbildung 13. Die Linearitat und minimale Auflésung der Nitratmessung Uber VCl;-Griess mittels eines
Plattenspektrophotometers. Die Messung ist linear von 0 - 150 ymol/l (A). Die minimale Auflésung
liegt bei 500 nmol/l (B). Das Ergebnis ist als MW + SE einer dreifachen Bestimmung dargestellt.
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b) Kinetik der Nitratreduktion via VCIl; und Automatisierung der Messung durch

Fluss-Injektions-Analyse

Das Ziel des Versuchs war es die Kinetik der Nitratreduktion mittels VCl; zu ermitteln, um
eine vollstandige Reduktion zu bestimmen. Zwischen 90-100 min ist die Reduktion

abgeschlossen (siehe Abbildung 14).

0,020 Abbildung 14. Kinetik der
Nitratreduktion via VCl;. Um die
Reduktionskapazitat von VCI; zu
bestimmen, wurde Nitrat fir 120 min
0,015 o I mit VCl; inkubiert. Alle 10 min wurde
2 - die Reduktionskapazitdt von VCls
5 bestimmt. Nach 90 min war das
2 Maximum der Reduktionkapazitat der
g %0 VCl; fiir Nitrat erreicht.
)] /
3 o
ﬂ_',’ /
%) /
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/,’F [ = Kinetik der Reduktion ]
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Zeit [min]

Um sowohl die Sensitivitdt als auch die Punkt-zu-Punkt-Diskriminierung zu erhéhen und
gleichzeitig den Vorgang zu automatisieren, wurde die Nitratreduktion tUber VCl; mit der
Nitritmessung mittels FIA  kombiniert. Durch diese Methode kann Nitrat im
Konzentrationsbereich von 0,5 bis 20 umol/l sowohl in wassriger als auch in plasmatischer
Lésung linear gemessen werden. Die Sensitivitdt liegt bei 500 nmol/l und die minimale
Auflésung bei 200 nmol/l. (siehe Abbildung 15). Eine Einfachbestimmung dauert 2 min. Die
Kosten pro Einfachbestimmung betragen 0,20 €. Weitere Eigenschaften der VCI-FIA sind in
der Tabelle 6 aufgelistet.
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Abbildung 15. Die Linearitat und minimale Auflésung der Nitratmessung Uber VClIs-FIA. In wassriger
und plasmatischer Lésung ist die Messung 0-20 ymol/l linear (A). Die minimale Aufldsung liegt bei
200 nmol/l in wassriger als auch in plasmatischer Losung (B). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellit.

Tabelle 6. Methodencharakteristika der VCI-FIA

Matrizes Plasma (1:5 verdiinnt) und wassrige
Lésung
Linearitat [umol/I] 0-25
Korrelationskoeffizient > 0,997
Sensitivitat [nmol/l] 200
Minimale Aufldsung [nmol/l] 200
Variationskoeffizient [%] 0-7
Wiederfindungsrate [%] 100 £ 10
Analysendauer pro 2
Einfachbestimmung [min]
Probenvolumen pro 50
Einfachbestimmung [ul]
Kosten pro Einfachbestimmung [€] 0,20
3.3.3. Validierung der neu etablierten Methoden

Die neu etablierten Methoden wurden mit den bereits etablierten Verfahren zur Nitratanalyse,
der UV-HPLC und Cayman Kit, verglichen.
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Zunachst wurde die Nitratmessung in wassriger und plasmatischer Lésung Uber NR-FIA, UV-

HPLC und Cayman Kit verglichen. Die Wiederfindungsrate aller Methoden liegt bei = 100%.
(siehe Abbildung 16).

Nitratwiederfindung [umol/l]

o NR-FIA
o UV-HPLC
A Cayman Kit

T
12

Nitrat zugegeben [umol/l]

1
16

Abbildung 16. Vergleich der
Nitratwiederfindung in wassriger und
plasmatischer Lésung durch NR-FIA
(O), UV-HPLC (O), und Cayman Kit (A).
Nitrat wurde in Endkonzentrationen von
0 - 15 pumol/l zugegeben. Die
Wiederfindungsrate liegt bei allen
Methoden um 100 £ 10%. Die Werte sind
als MW + SE dargestellt.

Nach der Etablierung der VCI-FIA wurden die neu etablierten Methoden validiert. Die

Nitratkonzentration in humanem Plasma (n=14) wurde parallel Uber VCI-FIA und NR-FIA
gemessen. Die Nitratwiederfindungsrate mittels der VCI;-FIA betragt 98 + 1% (MW + SE,
n=14) im Vergleich zur Wiederfindung via NR-FIA (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17. Vergleich der Nitratmessung
uber die VCIs-FIA und NR-FIA. Nitrat wurde in
mehreren Plasmaproben (n=14) Uber VCls-
FIA  und Uber NR-FIA gemessen. Die
Wiederfindungsrate dber VCI-FIA betragt
98 £+ 1% (MW + SE) im Vergleich zur
Wiederfindung tUber NR-FIA.



3.4. Optimierung der Probenaufarbeitung zur anschlieBenden Nitratanalyse

3.41. Probenaufarbeitung zur Nitratanalyse via NR-FIA und VCI-FIA

Das Ziel dieser Untersuchung war es, die Bestimmung aller NO-Produkte aus nur einer
Blutprobe zu ermdglichen, und so die Anwendung der Analyse bei aufwendigen
experimentellen Protokollen oder grofien klinischen Studien zur Analyse des L-Arginin-NO-
Stoffwechsels stark zu vereinfachen. Zur Bestimmung von gebundenem NO im Plasma ist
die Zugabe von NEM und EDTA zur Probe notwendig. Es wurde untersucht, ob sich die
Probenaufarbeitung durch Zugabe von NEM und EDTA auch zur Nitratanalyse eignet. Hierzu
wurden Untersuchungen zur Nitratbestimmung durch verschiedene Methoden bei
unterschiedlicher Probenaufarbeitung, durch Zugabe von Heparin bzw. NEM und EDTA,
durchgefiihrt. Die Nitratmessung via UV-HPLC interagiert mit diesem Analyseverfahren. Die
minimale Auflésung der Nitrat-Messung uber die UV-HPLC verschlechterte sich aufgrund
des groRen NEM-Peaks, der unmittelbar neben dem Nitrat-Peak lag (siehe Abbildung 18).
Daruber hinaus war zu klaren, ob NEM mit den neuen Messmethoden, NR-FIA und VCI-FIA,
interagiert. Das Plasma wurde mit und ohne NEM-Zusatz aufgearbeitet und anschlieRend die
Nitratkonzentration tGber NR-FIA bzw. VCI;-FIA gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung
19 dargestellt.

3250 - Abbildung 18. Original-Chromatogram
einer Messung von Nitrat aus Plasma,
das mit NEM versetzt wurde, detektiert
Uber die UV-HPLC. Der grof3e, durch
NEM verursachte Peak von NEM lag in
unmittelbarer Nahe zum Nitrat-Peak.
Somit verschlechterte sich die minimale
Aufldsung der Messung von Nitrat in
Anwesenheit von NEM dber die UV-
HPLC.
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Abbildung 19. Vergleich der Nitratmessung tber NR-FIA und VCI-FIA von Proben, die mit Heparin
bzw. NEM und EDTA versetzt wurden. (A) Einfluss von NEM auf die NR-FIA. NEM fiihrt zu falsch
negativen Werten. Daher kann NEM-haltige Lésung fir die Nitratmessung mittels NR-FIA nicht
eingesetzt werden. (B) Nitratmessung von NEM-EDTA-haltigen-Proben im Vergleich zur Messung von
Heparin-haltigen Proben Uber VCI-FIA. Die Zugabe von NEM hatte keinen Einfluss auf diese
Messung. Die Werte sind als MW + SE dargestellt.

NEM inhibiert wahrscheinlich die Aktivitdt der NR, da die Reduktion von Nitrat zu Nitrit
verhindert wird. Daher kénnen die NEM-haltigen Proben weder zur Nitratmessung Uber NR-
FIA noch zur Messung mittels UV-HPLC genutzt werden. Im Gegensatz dazu war die durch
die VCI-FIA ermittelte Nitratkonzentration unabhangig von der Aufarbeitung und konnte in

den Proben mit NEM bestimmt werden.

3.4.2. Lagerung der Proben

a) Lagerung von Nitrit in wassrigen und proteinhaltigen Proben

Die Nitritwiederfindungsrate nach Lagerung fir 2 Tage bei -80°C ist 79 + 6% im Ultrafiltrat,
72 £ 10% in Albumin-haltiger Losung, und 92 + 8% in Phosphatpuffer (siehe Abbildung 20).
Nach der Lagerung von unbehandeltem Plasma hat Nitrit eine maximale Wiederfindungsrate
(100,0 £ 10%).

Nach Lagerung bei -20°C sind die Wiederfindungsraten von Nitrit im Phosphatpuffer, im
Ultrafitrat  und in  Albumin-haltiger Ldsung geringer als die im Plasma
(86 = 5%, bzw. 78 £ 11%, bzw. 85 + 15%). Die Nitritwiederfindung war im Plasma am
hochsten (105 + 8%). Die Wiederfindungsrate von Nitrit in allen biologischen Matrizes war
héher nach Lagerung bei -80°C mit vorherigem Schockgefrieren (93 + 3% im
Phosphatpuffer, 86 + 5% im Ultrafiltrat, 90 £ 5% in Albumin-haltiger Lé6sung und 109 + 12%
im Plasma). Die absoluten Werte der Nitritkonzentration der Proben sind als Anhang

aufgelistet.
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Die Nitritwiederfindungsraten im Plasma im mikromolaren Bereich sind mit der im

submikromolaren Bereich vergleichbar.

125 0 B
X 100
9 T
m 50
= [ WO T — -
)] o]
87 T 1 2 3 4
3 * 1C
& 75 T .
(V] 100
©
Q *

50”

01- | -l | -l | -l | sgi_-J_l_-J_l_-J_l_M

-
N
w

IS

PBS Ultrafiltrat Albumin- Plasma
16sung

Abbildung 20. Nitritwiederfindungsrate nach Lagerung. Nitrit wurde im submikromolaren Bereich
(0, 200, 500 und 1000 nmol/l) in Phosphatpuffer (1), Ultrafiltrat (2), Albuminlésung (3) und
Plasma (4) zugegeben. Die Proben wurden bei -80°C (A), bei -20°C (B) und bei -80°C mit
vorherigem Schockgefrieren (C) gelagert. Die Ergebnisse sind als Wiederfindungsraten der
Nitritkonzentration nach 2-tagiger Lagerung ([C]) im Vergleich zur Nitritkonzentration vor Lagerung
(100%) ( ) dargestellt. Die Nitritwiederfindungsrate im Phosphatpuffer, Ultrafiltrat und
Albuminlésung ist niedriger als die im Plasma. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler
(n=3-4) dargestellt. (* = p<0,05)

b) Lagerung von Nitrat in wassrigen und proteinhaltigen Losungen

Im Gegensatz dazu sind die Nitratwiederfindungsraten nach Lagerung tber 2 Tage bei -80°C
in wassrigen Ldésungen, dem Phosphatpuffer und sowie dem Ultrafiltrat héher (104 + 6%
bzw. 96 + 2%) als in proteinhaltiger LOsung. Die Wiederfindungsrate von Nitrat in
Albuminlésung und im Plasma ist niedriger (86 + 5% bzw. 90 + 1%). Nach Lagerung bei -
20°C sind die Wiederfindungsraten in Phosphatpuffer, Ultrafiltrat, Albumin und im Plasma
folgende: 99 + 2%, 94 + 3 %, 79 £ 7% und 90 + 1%. Die Ergebnisse bei -80°C mit
vorherigem Schockgefrieren sind vergleichbar (siehe Abbildung 21). Die absoluten Werte der

Nitratkonzentration der Proben sind als Anhang aufgelistet.
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Abbildung 21. Nitratwiederfindungsrate nach der Lagerung. Nitrat wurde in PBS (1), Ultrafiltrat (2),
Albumin-Lésung (3) oder Plasma (4) hinzugefiigt. Die Proben wurden entweder bei -80°C (A), -20°C
(B) und bei -80°C mit vorherigen Schockgefrieren Uber flissigem Stickstoff (C) gelagert. Die
Ergebnisse sind als Wiederfindungsrate [%] der Nitratkonzentration nach 2-tagiger Lagerung im
Vergleich zur Konzentration vor der Lagerung dargestellt. Die Wiederfindungsrate bei proteinhaltigen
Lésungen (Plasma) ist niedriger als die in wassrigen Losungen (Phosphatpuffer und Ultrafiltrat). Die
Ergebnisse werden als MW + SE (n=3) gegeben. (* = p<0,05)

3.5. Anwendung der etablierten Methoden zur Nitratanalyse: Die Rolle von
Nitrat im L-Arginin-Stoffwechselweg

3.5.1. Bestimmung der Nitratkonzentration in humanem Blut und Urin
Zur Anwendung der neu etablierten Methoden wurde im Rahmen der klinischen Studien
Nitrat im Urin, im Plasma sowie in Erythrozyten in Menschen bestimmt. Hierbei wurde die

basale Nitratkonzentration im Plasma und in Erythrozyten Uber NR-FIA bzw. VCI-FIA
gemessen (siehe Tabelle 7 und 8).

38



Tabelle 7. Nitratkonzentration im Plasma und im Vollblut gemessen ber NR-FIA bzw. VCI;-FIA.
Alle Proben wurden 3-fach bestimmt. Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.

Prob Nitratkonzentration [umol/l] Nitratkonzentration [umol/l]
roben
durch NR-FIA durch VCI5-FIA
28,82+ 1,16 27,21 £ 1,67
Plasma
(n=15) (n=15)
31,29 £ 3,97 32,76 £ 1,8
Vollblut
(n=15) (n=15)

Durch Berechnung unter Berlicksichtigung des Hamatokrits (siehe Formel im Abschnitt

2.5.1) ergibt die entsprechende Nitratkonzentration in Erythrozyten in folgender Tabelle.

Tabelle 8. Nitratkonzentration in Erythrozyten berechnet aus der Nitratkonzentration im Vollblut
(Tabelle 7) unter Bericksichtigung des Hamatokrits. Die Werte sind als MW + SE dargestellt.

Prob Nitratkonzentration [umol/I] Nitratkonzentration [umol/I]
roben
durch NR-FIA durch VCIs-FIA
38,81 +2,34 36,18 £ 4,97
Erythrozyten
(n=15) (n=15)

Im Urin von 12 gesunden

Probanden wurde Nitrat Uber VClIs-Griess

Plattenspektrophotometer gemessen. Die Konzentration liegt zwischen 400-1680 pmol/l
(878 = 139 pmol/l, MW + SE).

3.5.2. Nitrat in Urin und Plasma von Wildtyp- und eNOS-knock-out-Mausen

sowie transgenen iNOS-iiberexprimierenden Mausen

Zur Charakterisierung des Einflusses der NO-Bildung durch eNOS und iNOS auf die NO-
Metabolite wurde Nitrat bestimmt. Nitrat wurde im Plasma von WT- und eNOS-KO-Mausen
sowie iINOS-TG-Mausen und von WT-Mausen nach NOS-Inhibition mit L-NAME vermessen.

Die Nitratkonzentration im Plasma wurde Uber eine herkdmmliche UV-HPLC und die neu
etablierte VCI-FIA bestimmt. Die Analyse durch die UV-HPLC zeigte keinen Unterschied der
Nitratkonzentration zwischen WT- und eNOS-KO-Mausen unter basalen Bedingungen und
WT-Mausen unter Inhibition Gber L-NAME (siehe Abbildung 22A). Durch die Bestimmung
mittels VCI-FIA, der sensitiveren Messmethode, konnte ein signifikanter Unterschied der

Nitratkonzentration im Plasma von WT-, eNOS-KO-, und iNOS-TG-Mausen sowie von
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eNOS-WT-Mausen nach Zugabe von L-NAME gezeigt werden (p<0,05, n=4-6) (siehe
Abbildung 22B).
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Abbildung 22. Bestimmung von Nitrat im Plasma zur Charakterisierung des Einflusses von NO-Bildung
auf Nitrat. Nitratkonzentration im Plasma von WT-, eNOS-KO- und iNOS-TG-Mausen und von WT-
Mausen nach NOS-Inhibition durch L-NAME (WT+L-NAME), gemessen mittels UV-HPLC (A) und
VCI-FIA (B). Durch die Analyse Uber die UV-HPLC konnte kein signifikanter Unterschied der
Nitratkonzentration im Plasma zwischen den WT-, WT+L-NAME-, und eNOS-KO-, mit Ausnahme der
iINOS-TG-Mausen, nachgewiesen werden. Bei der Analyse der Nitratkonzentration im Plasma via VCI-
FIA wurde ein Unterschied zwischen WT-, WT+L-NAME-, eNOS-KO- und iNOS-TG-Mausen detektiert
(p<0,05, n=4-6).

Im Urin war die Nitratkonzentration von iNOS-TG-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen
signifikant hdher (p<0,05, n=5-6). Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen
der Nitratkonzentration im Urin von WT- und eNOS-KO-Mausen nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23. Analyse von Nitrat im Urin
in Abhangigkeit des NO-Metabolismus.
Nitratkonzentration im Urin von WT-,
eNOS-KO- und iNOS-TG- Mausen
gemessen Uber VCI-Griess. Es konnte
kein Unterschied zwischen der
Nitratkonzentration im Urin von eNOS-
KO- und WT-Mausen festgestellt werden.
Nach der Stimulation der iINOS konnte
ein signifikanter Unterschied (p<0,05,
n=3-6) zwischen der Nitratkonzentration
im Urin von iNOS-TG- und WT-Mausen
gezeigt werden.
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3.5.3. Nitrat im zelluliren Uberstand bei in vitro-Untersuchungen zur

hamatogenen Nitratbildung

Die Nitratkonzentration im zellularen Uberstand, detektiert Giber UV-HPLC, zeigte nach der
Inkubation mit L-Arginin, dem Substrat der NOS, keine signifikante Differenz im Vergleich zur
Kontrolle. Die Zunahme der Nitratkonzentration [A%] nach der Inkubation mit L-Arginin
(substratvermittelte Stimulation der NOS) im Vergleich zur Kontrolle war 1,6 £ 2,0%. Durch
den Einsatz der hochsensitiven Methode Uber NR-FIA bzw. VCI-FIA konnte eine
Nitratbildung detektiert werden. Eine signifikante Zunahme der Nitratkonzentration nach der
Inkubation mit L-Arginin im Vergleich zur Kontrolle, detektiert Giber NR-FIA bzw. VCI-FIA, war
5,8 £ 0,3% bzw. 7,8 £ 0,7% (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24. Bestimmung von Nitrat zur Charakterisierung der hamatogenen NO-Bildung.
Nitratkonzentration im Plasma nach der Inkubation mit L-Arginin bzw. PBS (als Kontrolle) im Vollblut,
gemessen durch drei unterschiedliche Messmethoden (UV-HPLC, NR-FIA bzw. VCI-FIA). Durch
Anwendung von NR-FIA bzw. VCI-FIA konnte eine signifikante Zunahme der Nitratkonzentration nach
der Inkubation von Vollblut mit L-Arginin gezeigt werden. Die Messmethode Uber UV-HPLC
versdumte, die Zunahme von Nitratkonzentration nach Inkubation des Vollblutes mit L-Arginin zu
zeigen. (p<0,05, n=3-6). Die Ergebnisse sind als MW + SE dargestellt.
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4. Diskussion

Die Ziele der vorliegenden Doktorarbeit waren 1. die Entwicklung valider, sensitiver, jedoch
einfacher und kostengtinstiger analytischer Verfahren zur Bestimmung von Nitrat, 2. die
Entwicklung einer geeigneten Probenbehandlung zur Optimierung der Analyse und der
Einbindung in die Routinediagnostik und 3. die Charakterisierung der Rolle von Nitrat im L-
Arginin-NO-Stoffwechselweg.

In den folgenden Abschnitten werden die Charakteristika, Vor- und Nachteile der in der
vorliegenden Arbeit etablierten Methoden im Vergleich zu anderen Messmethoden diskutiert.
Der Abschnitt 4.1. geht auf die Grundlagen und den Vergleich der vorhandenen und neu
etablierten MeBmethoden, sowie auf die Entwicklung einer geeigneten Probenbehandlung
und die Anwendung der Methoden zur Nitrat-Messung in unterschiedlichen Matrizes ein. Im
Abschnitt 4.2. werden die Bedeutung von Nitrat im L-Arginin-NO-Stoffwechselweg und die

zukiinftigen Anwendungsmaglichkeiten der neuen Messmethoden zusammengefasst.

4.1. Sensitive Bestimmung von Nitrat in biologischen Proben

Durch die Etablierung der Messmethode und die Optimierung der Probenaufarbeitung kann
die Qualitat der Nitratanalyse verbessert werden. Eine sensitive, schnelle, einfache und
automatisierte Methode zur Nitratmessung tber VCI-FIA steht zur Verfliigung. Diese Methode
eignet sich flr klinische Studien und experimentelle Studien mit zahlreichen Proben. Wenn
eine hochsensitive Analyse nétig ist, kommt die NR-FIA zum Einsatz. Ebenfalls besteht die
Méglichkeit, die Proben zu lagern, um erst zu einem spateren Zeitpunkt zu messen bzw. um
sie zu transportieren. Dies ermoglicht, die Rolle von Nitrat im NO-Metabolismus griindlicher

zu untersuchen.

4.1.1. Analytische Verfahren zur sensitiven Messung von Nitrat

Die Messung von Nitrat Uber den kommerziellen kolorimetrischen Assay, Cayman Kit, zur
Nitratbestimmung ist durch die mégliche Anwendung eines Plattenphotometers zeitsparend.
Diese Methode ist allerdings unsensitiv, nicht valide und kostspielig. Mdgliche Interaktionen
der Probe mit dem Cayman Kit sind nicht auszuschlieRen. Eine weitere bisher vorhandene
Alternative zur Nitratmessung ist die herkdmmliche UV-HPLC. Diese Methode kann Nitrat 2-
fach sensitiver messen als der Cayman Kit (siehe Kapitel 3.1.). Allerdings ist die Sensitivitat
weiterhin unzureichend, um die mdgliche Modulation von Nitrat im NO-Metabolismus zu
untersuchen, da die Konzentrationsveranderungen im submikromolaren Bereich zu erwarten
sind. Die Messung uber die UV-HPLC ist spezifisch und mdgliche Interaktionen sind

auszuschliefen. Die Analysenzeit ist bei der HPLC-Methode jedoch enorm und 8-fach langer
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als die des Cayman-Kits, dadurch sehr zeitaufwendig. Diese Methode ist ebenfalls
kompliziert. Eine Nitratanalyse mit hohem Probenansatz, z.B. in klinischen Studien, ist daher
Uber die UV-HPLC nahezu unmdglich. Die UV-HPLC eignet sich nur fur detaillierte, kleine
Untersuchungsserien und wurde im Rahmen dieser Arbeit nur zur Validierung der neuen
etablierten Methoden herangezogen.

Die Nitritmessung uber die Griess-Reaktion in Kombination mit  der
durchflussspektrophometrischen Detektion Uber FIA ermdglicht, Nitrit in nanomolarem
Bereich zu messen. Die FIA-Methode zur sensitiven Nitritanalyse ist von Kleinbongard et
al.®® etabliert und durch den Vergleich mit zwei anderen Methoden validiert worden. Mit
dieser Methode kann Nitrit sensitiv gemessen werden. Jedoch benétigt das im Rahmen der
beschriebenen Analytik verwendete SAV ein gro3es Probenvolumen und eine langere
Analysenzeit. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Nitritanalytik ber die FIA modifiziert,
indem die Proben ohne SAV vermessen wurden (siehe Kapitel 3.2). Zur Validierung wurde

die FIA ohne SAV mit der FIA mit SAV verglichen. Hierbei konnte nachgewiesen werden,

dass Nitrit sowohl Uber die FIA mit SAV als auch Uber die FIA ohne SAV valide gemessen
werden kann. Durch die Modifikation konnen bei vergleichbarer Sensitivitat die
Analysenzeiten und die Probenvolumina bis zu 80% reduziert werden. Um die
moglicherweise auftretenden Interaktionen vor den Untersuchungen auszuschlief3en, werden
die Substanzen mit extern zugefuhrtem Nitrit in aufsteigender Konzentration angereichert.
Die Steigungsgeraden der Nitriteichreihen in unterschiedlichen, zu vergleichenden Matrizes
werden verglichen und mussen gleich sein, um eine Interaktion auszuschlielen. Ist dies
nicht der Fall, sollte im weiteren Vorgehen die Quelle der Interaktion gesucht und
ausgeschlossen werden. Interaktionen mit einigen Substanzen, z.B. Hamoglobin und
Plasmaproteinen sind bekannt und kénnen durch Ultrafiltration der Proben verhindert werden
% Diese modifizierte Nitritmessung (FIA ohne SAV) gilt als Basis fiir die neu entwickelte
Nitratmessung.

Zur Reduktion von Nitrat zu Nitrit wurden zwei neue, auf unterschiedlichen Reaktionswegen
basierende Methoden verwendet. Einerseits wurde Nitrat enzymatisch (NR-FIA) und
andererseits chemisch (VCI-FIA) reduziert. Die anschlieRende Nitritanalyse basiert auf der
oben beschriebenen modifizierten Methode.

3 modifiziert. Durch

Zur enzymatischen Reduktion wurde das Protokoll von Granger
Zusammensetzung und Konzentrierung der Basisldsung konnte die Anzahl der Arbeitschritte
verringert werden. Mit der anschlielienden Nitritmessung Uber die FIA konnte die Sensitivitat
der Messung verbessert werden (siehe Kapitel 3.3.1). Die NR-FIA kann durch die
Modifikationen Nitrat bis zu 5-fach schneller und preiswerter, aber vor allem bis zu 5-fach

sensitiver im Vergleich zur Messung tber die UV-HPLC bzw. dem Cayman Kit messen.
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Die Verwendung von VCI; zur chemischen Reduktion von Nitrat basierte auf den Vorarbeiten
von Miranda et al. ®. Urspriinglich wurden die Proben mittels eines Plattenphotometers
gemessen. Die Sensitivitdt der Messung liegt bei 1,6 ymol/l. Die Reagenzkomposition und
die Inkubationszeit wurden modifiziert und die anschlieBende Nitritmessung Uber die FIA
wurde durchgeflihrt, um eine hohere Sensitivitat zu erreichen (siehe Kapitel 3.3.2.). Die
modifizierte Methode VCI-FIA kann Nitrat bis zu 2-fach sensitiver und 10-fach schneller und
vor allem 40-fach preiswerter bestimmen im Vergleich zur Messung tber die UV-HPLC bzw.
den Cayman Kit.

Zwei neue verschiedene Methoden zur Nitratmessung wurden etabliert. Diese Methoden
sind valide, sensitiv, kostengunstig, schnell und automatisiert. Deshalb sind sie in den

meisten Laboratorien anwendbar. Jede Methode hat ihre eigenen Vor- und Nachteile. Die

Messung Uber NR-FIA ist sensitiver, jedoch kosten- und arbeitsaufwandiger als die VCI-FIA
(siehe 3.3.1.). Diese Messung interagiert allerdings mit NEM (siehe 3.4.1.). Die Messung
uber VCI-FIA ist einfacher, schneller und kostengunstiger als die NR-FIA (siehe 3.3.2.). Wird
eine hohe Sensitivitdt der Messung gefordert, ist die Messung Uber NR-FIA vorzuziehen.
Sollen zahlreiche Proben gemessen werden, oder sind die Proben mit NEM versetzt, ist die
Messung Uber VCI-FIA die bessere Alternative.

In der Literatur werden ebenfalls Methoden zur Nitratmessung mit anschliefender

I. " und von Pratt et al. % etabliert. Zur Reduktion

Nitritmessung uber die FIA von Yokoi et a
von Nitrat zu Nitrit kam eine Cadmiumsaule zum Einsatz. Die Methode von Yokoi et al. hat
eine Sensitivitdt von 500 nmol/l, 5-fach niedriger als die etablierte Methode in der
vorliegenden Arbeit. Die Methode von Pratt et al. ist durch Anwendung der Multikanal-
Injektions-Analyse sensitiver als die NR-FIA und VCI-FIA. Allerdings wurde zum Aufbau der
Anlage ein hoch komplexes System aus mehreren Pumpen, Detektoren und
Reaktionskapillaren verwendet. Dadurch entsteht ein groRerer Arbeitsaufwand und
wesentlich hohere Kosten. Beide Methoden wurden nicht mit den etablieten Methoden
verglichen. Da die Nitratkonzentration in anderen Matrizes bestimmt wurde, ist es zum

heutigen Zeitpunkt nicht mdglich die Validitat der zitierten Analytiken einzuschatzen.

4.1.2. Entwicklung der Probenbehandlung und Probenlagerung

Um unterschiedliche NO-Addukte aus einer Probe zu bestimmen, wurde die

Probenaufarbeitung mit dem Ziel ein einheitliches Protokoll zu etablieren untersucht. Die

Zugabe von NEM und EDTA ist zur Analyse von gebundenem NO notwendig, um freie SH-
Gruppen zu alkylieren und somit Transnitrosierungsprozesse und Thiolat und Askorbat-
vermittelte Degradation von Nitrosothiolen zu vermeiden . NEM und EDTA interagieren

jedoch bei der Analyse von Nitrat Uber UV-HPLC und Cayman Kit. Somit war es bisher
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notwendig, Proben, die mit diesen Verfahren bestimmt werden sollen, separat zu
entnehmen. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Zugabe von NEM jedoch nicht
die VCI-FIA beeinflusst(siehe Kapitel 3.4.1). Fir die Nitratanalyse tber VCI-FIA missen die
Proben somit nicht separat entnommen werden. Dadurch ist dieses Verfahren in z.B.
klinischen Studien anwendbar, da nur wenig Probenvolumen und Arbeitsschritte bendtigt und
die Kontaminationsgefahr geringer ist.

Um die Nitrit/Nitratanalytik zu vereinfachen, ist es notwendig, die Proben lagern zu kbénnen.
Damit Proben ohne signifikante Veranderung der Konzentration gelagert werden kénnen,
mussten Untersuchungen zur Haltbarkeit durchgefiihrt werden. Interessant kénnte die

Lagerungsmoglichkeit von Nitrit/Nitrat-haltigen Proben fiir Multicenterstudien sein.

Wie oben beschrieben (siehe Kapitel 1.3.), kdnnte die Lagerung der Proben zum Abbau von
Nitrit und Nitrat fihren. Daiber et al. zeigten, dass Nitrit in biologischen Matrizes wahrend des
Einfrierprozesses transnitrosyliert wird '°. In eigenen Vorarbeiten *° wurde festgestellt, dass
Nitrit in ultrafiltriertem Plasma wahrend der Lagerung abgebaut wird (siehe Kapitel 3.4.2.).
Die Wiederfindungsrate von Nitrat nach Lagerung der Proben liegt trotz seiner Stabilitat,
nach Untersuchungen von Moshage et al. ® und Bories et al. ', bei 88%.

Ob der Nitratabbau signifikant ist, konnte Uber die bisher vorhandenen Methoden durch die
unzureichende Sensitivitat der verwendeten Methoden nicht nachgewiesen werden. Die
Veranderungen der Nitratkonzentration wahrend der Lagerung ist allerdings durch die neuen
im Rahmen dieser Arbeit etablierten, sensitiven Methoden zu detektieren:

Unsere Ergebnisse zeigten, dass Nitrit sowohl im wassrigen Puffer als auch in Albumin-
haltiger Losung wahrend der Lagerung abgebaut wird (siehe Kapitel 3.4.1.a). Lagert man
Nitrit im wassrigen Puffer bzw. in Albumin-haltiger Lésung, ist die Nitritkonzentration um 9-

[. 196197 ynd Betterton et al.  konnten nachweisen, dass Nitrit

32% verringert. Takenaka et a
durch das Einfrieren in wassriger Lésung zu Nitrat oxidiert wird. Diese Autoxidation-Reaktion
ist wahrend des Einfrierprozesses schneller als die analoge Reaktion bei Raumtemperatur.
Dies ist dadurch zu erklaren, dass der pH-Wert wahrend des Einfrierens sinkt und Nitrit im
Sauren zur Salpetrigen Saure umgewandelt wird. Salpetrige Saure wird in Anwesenheit von
gelostem Sauerstoff zu Nitrat oxidiert. Enthalt die Losung Salze, z.B. Natriumchlorid oder
Kaliumchlorid, wird der Nitritabbau vermindert ”. Nitrit im Plasma wird langsamer abgebaut
als in den anderen untersuchten Matrizes. Plasma enthalt zahlreiche Proteine, Phosphat,
Bicarbonat und Elektrolyte, die zur Stabilisierung des pH-Wertes fihren und damit zu der
Stabilisierung des Nitrits wahrend der Lagerung.

Im Gegensatz zu Nitrit kann Nitrat optimal als Ultrafiltrat gelagert werden. Lagert man Nitrat

in proteinhaltiger Losung, ist die Nitratkonzentration um 9-22% verringert. Wird Nitrat in
wassriger Losung, z.B. im Ultrafiltrat oder im Puffer gelagert, ist die Nitratkonzentration bis zu
7% abgebaut (siehe Kapitel 3.4.2.b).
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Indem man die Proben als reines Plasma bzw. als Ultrafiltrat einfriert, hat man die
Moglichkeit, Plasma ohne signifikante Veranderung der Nitrit- und Nitratkonzentration zu
lagern. Dieser Befund stellt eine Erleichterung fiir zahlreiche experimentelle und klinische

Studien im Rahmen des NO-Stoffwechsels dar.

4.1.3. Bestimmung der Nitratkonzentration im humanen Blut und Urin

Die neue sensitive Methode zur Nitratmessung wurde angewendet um Nitrat in biologischen
Matrizes zu messen. Hierflir wurde Nitrat im humanen Plasma, in Erythrozyten und im Urin
unter physiologischen Bedingungen mittels NR-FIA und VCI-FIA untersucht. Die mittels NR-
FIA und VCI-FIA gemessenen Werte sind vergleichbar (siehe Kapitel 3.5.1). Die
Nitratkonzentration im humanen Plasma liegt bei 28 pmol/l (18 — 40 pmol/l). Die
Nitratkonzentration in Erythrozyten war um 30-40% hoher als die im Plasma. Die
gemessenen Basalwerte von Nitrat im Plasma sind mit den Werten von anderen

32,36;39;88

Untersuchungen durch verschiedene Methoden vergleichbar. Im Urin lag die

Nitratkonzentration im sub- bis millimomolarem Bereich. Die Werte sind ebenfalls mit den

Konzentrationen anderer Untersuchungen 3398

vergleichbar.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen konnte festgestellt
werden, dass die neu etablierten Methoden Nitrat in biologischen Matrizes valide messen
und die ermittelten Konzentrationen, innerhalb der hier verwendeten Methoden und im

Vergleich mit denen in der Literatur beschriebenen, vergleichbar sind.

4.2. Nitrat zur Charakterisierung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges

Die erste Voraussetzung, die Etablierung einer sensitiven Methode zur Nitratmessung, zur
Untersuchung der Rolle von Nitrat als Marker des NO-Metabolismus, wurde geschaffen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen durchgefiihrt, um die Rolle von Nitrat als

Marker der NO-Bildung einschatzen zu kénnen.

4.2.1. Nitrat in Abhangigkeit vom NO-Metabolismus in vivo

Bisher ist bekannt, dass Nitrat ein Marker fir die INOS-Aktivitat ist (siehe Kapitel 1.2.). Nach
der Uberexprimierung der iNOS-Aktivitat bei INOS-TG-Mausen konnte ebenfalls im Rahmen
dieser Arbeit eine signifikante Zunahme der Nitratkonzentration sowohl im Urin als auch im
Plasma gemessen werden (siehe Kapitel 3.5.2.). Im Urin der TG-Tiere konnte eine um das 3-
fache erhohte Nitratkonzentration im Vergleich zu WT-Mausen nachgewiesen werden.
Ebenfalls konnte eine bis 45% erhohte Nitratkonzentration im Plasma der iNOS-TG-Mause
detektiert werden. Durch die Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass diese

Methoden zuverldssig und sensitiv endogene Veranderungen der plasmatischen
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Nitratkonzentration detektieren kénnen und zur Quantifizierung der NO-Bildung in
Abhangigkeit der INOS-Aktivitat verwendbar sind.

Nach der chronischen Inhibition (Gber 5 Tage) der eNOS in WT-Mausen durch L-NAME
konnte eine Abnahme der plasmatischen Nitratkonzentration (30%), gemessen Uber VCI-
FIA, nachgewiesen werden. Bei den eNOS-KO-Mausen konnte ebenfalls eine
Nitratabnahme bis zu 38% im Vergleich zu den nicht behandelten WT-Mausen detektiert
werden (siehe 3.5.2.). Somit konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass Nitrat durch eine
sensitive Analyse chronische Veranderungen (Inhibition) der eNOS-Aktivitdt im Plasma
widerspiegelt.

Die Bestimmung von Nitrat bei akuter Inhibition der eNOS in vivo ist allerdings nicht sinnvoll,
da sich selbst unter Verwendung sensitiver Analytik keine Verdnderung nachweisen lasst 2.
Dies kann durch die Nitrat-Halbwertszeit von 5-8 Stunden erklart werden. Um die basale
Nitratkonzentration zu senken, ist wahrscheinlich ein Zeitraum, der dem Vielfachen der

Halbwertzeit entspricht, notwendig.

4.2.2. In vitro-Untersuchungen zur hamatogenen NO-Bildung

Im Gefaldsystem wird NO nicht ausschlieRlich von Endothelzellen synthetisiert, sondern
ebenfalls von Blutzellen. In Leukozyten wird die iINOS durch Entzindungsprozesse stimuliert
% In einigen Studien wird eine NOS in Thrombozyten beschrieben, die bei der
Thrombozytenaggregation hemmend eingreift. Die NOS des nicht stimulierten Thrombozyten
wird jedoch kontrovers diskutiert 2. Eine basale hdmatogene NO-Produktion kénnte eine
physiologische Rolle bei der Regulation des basalen Gefaldtonus, sowie der Interaktion von
Blutzellen spielen. Einige Untersuchungen deuteten auf das Vorkommen einer NOS

15;51

innerhalb der Erythrozyten hin . Die Aktivitat dieser NOS wurde lange kontrovers
diskutiert *3. Kiirzlich konnte die Aktivitat der erythrozytaren NOS nachgewiesen werden ©'.
Die Aktivitat wurde Uber einen Anstieg der Nitritkonzentration nachgewiesen. Das von
Erythrozyten synthetisierte NO wurde hier lediglich als erhdhte Nitritkonzentration detektiert.
Anzunehmen ist jedoch, dass das NO durch die Anwesenheit von Hamoglobin nicht nur zu
Nitrit, sondern ebenfalls zu Nitrat abgebaut wird. Ein Anstieg der Nitratkonzentration durch
Substratstimulation der erythrozytaren NOS konnte jedoch durch die herkdmmlichen
Verfahren nicht nachgewiesen werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig
durch die sensitive Nitratanalyse eine signifikante Zunahme der Nitratkonzentration
nachgewiesen werden. Die Nitratzunahme lag bei 6-8% der basalen Werte. Berechnet man
die absolute Zunahme der Nitratkonzentration, ist die Nitratbildung (93 pmol/ml/min) 4-fach
hoher als die erythrozytare Nitritbildung (23 pmol/mli/min) °'.

In einem isolierten System, in dem exogene Einflisse (siehe 1.2.) auf die Nitratkonzentration

ausgeschlossen werden koénnen, ist die Veranderung der Nitratkonzentration NOS-
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spezifisch. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals mit der in vitro-Inkubation ein
spezifischer Nitratkonzentrationsanstieg aufgrund akuter Veranderungen der erythrozytaren
NOS-Aktivitat nachgewiesen werden.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Nitrat ein sensitiver Marker der
NO-Bildung sein kann. Die Bestimmung von Nitrat in isolierten, Hamoglobin enthaltenden,
Systemen sollte als weitere Moglichkeit der Quantifizierung des NO-Stoffwechsels genutzt

werden.

4.3. Ausblick

Diagnostik: Durch die Etablierung einer automatisierten, einfachen, kostenglinstigen und
sensitiven Methode zur Bestimmung von Nitrat wurde die Voraussetzung geschaffen, den
L-Arginin-NO-Stoffwechsel von Patienten in der klinischen Routine in Blut und Urin zu
untersuchen. Entziindliche Prozesse im Korper fiihren zu einer Stimulation der induzierbaren
NOS (iNOS), welche eine massive NO-Ausschittung zur Folge hat. Die Nitratkonzentration
in Blut und Urin eignet sich als Marker des AusmaRes der iINOS-Aktivitdt und somit des
Entzindungsgeschehens. Die Bestimmung von Nitrat in Urin und Blut kbnnte somit eine
Abschatzung der Prognose von Sepsispatienten ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein spezifischer Nitratkonzentrationsanstieg im Plasma
aufgrund chronischer Veranderungen der NOS-Aktivitat in vivo und akuter Veranderungen
der hamatogenen NOS-Aktivitat bei in vitro Untersuchungen nachgewiesen werden. So
erscheint es sinnvoll in der Zukunft, akute und langfristige Veranderungen der konstitutiven
NOS-Aktivitat nicht ausschliellich durch die Nitritkonzentration zu charakterisieren.
Zusatzlich hierzu sollte die Nitratkonzentration durch ein sensitives Verfahren bestimmt
werden. Die Einschatzung der NO-Bildung nur durch die Bestimmung von Nitrit und
gebundenem NO, ohne Nitrat, fUhrt sehr wahrscheinlich zu einer unvollstandigen
Charakterisierung des L-Arginin-Stoffwechselweges.

Therapie: Medikamentdse Interventionen in der Kardiologie zielen auf eine Verbesserung
der Endothelfunktion ab. Die Verbesserung einer Endothelfunktion flhrt zu einer Erhéhung
der NO-Synthese sowie NO-Verfligbarkeit. In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen,
dass Nitrat im Plasma bei chronischer Inhibition der eNOS signifikant abnahm. Somit hatte
die Nitratkonzentration im Plasma nicht nur eine diagnostische/prognostische Bedeutung,
sondern kénnte auch fir eine langfristige Therapiekontrolle herangezogen werden.
Physiologie / Pathophysiologie: Bisher war bekannt, dass Nitrat ein inaktiver NO-Metabolit
war. Vor kurzem wurde nachgewiesen, dass Nitrat durch die Photolyse bioaktiv sein kdnnte
20 Somit konnte die Quantifizierung von Nitrat, als einer der bioaktiven NO-Metabolite, eine

grolie Rolle spielen.
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5. Zusammenfassung

Etablierung einer sensitiven Nitratanalyse zur vollstandigen Charakterisierung
des L-Arginin-NO-Stoffwechsels in vitro und in vivo

Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine grolde Rolle bei physiologischen
Regulationsmechanismen im Herz-Kreislaufsystem, im zentralen und peripheren
Nervensystem und im Immunsystem. Nach der Synthese von NO kann NO rasch oxidativ zu
Nitrit und Nitrat verstoffwechselt werden. Das intravaskuldre NO wird zum gréften Teil Gber
seine Reaktion mit Hamoglobin zu Nitrat inaktiviert. Aufgrund des hohen basalen
Nitratspiegels konnen geringere Veranderungen der NOS-Aktivitat nur schwer als
Veranderung der Nitratkonzentration detektiert werden. Nitrat spiegelt somit nicht sensitiv die
Anderungen von NO-Bildung wieder. Die Bestimmung der Differenz scheiterte an der
unzureichenden minimalen Auflésung bzw. an hohem Zeit- und Kostenaufwand der zur
Verfiigung stehenden Analysemethoden. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung
von geeigneten Analyseverfahren zur Bestimmung des oxidativen Stoffwechselproduktes
Nitrat in biologischen Matrizes zur vollstdndigen Charakterisierung des L-Arginin-NO-
Stoffwechsels. Folgende Vorgehensweise wurde gewahlt: 1. Die Etablierung valider,
sensitiver, einfacher und kostenginstiger analytischer Verfahren, 2. die Entwicklung einer
geeigneten Probenbehandlung, inklusive Lagerung, zur Optimierung der Analyse und der
Einbindung in die Routinediagnostik, und 3. die biochemische Phanotypisierung von Nitrat in
Abhangigkeit des NO-Metabolismus.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die Analyseverfahren, NR-FIA und VCI-FIA, erlauben erstmals die gleichzeitig
sensitive und automatisierte Bestimmung von Nitrat in biologischen Matrizes. Somit
ist es mdglich, zahlreiche Proben im Rahmen von z.B. klinischen Studien zu messen.

2. Eine geeignete Probenaufarbeitung zur simultanen Bestimmung unterschiedlicher
NO-Addukte aus nur einer Blutprobe wurde entwickelt.

3. Nach Ausschluss artifizieller Abbaureaktionen der oxidativen NO-Metabolite, Nitrit
und Nitrat, wurde die Lagerung der nitrit- und nitrathaltigen Proben ermdglicht.

4. Nitrat konnte Uber die neu etablierten Analyseverfahren bei Mausen und Menschen in
verschiedenen Matrizes bestimmt werden.

5. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Nitratkonzentration in vivo bei der
Uberexprimierung der iNOS und wahrend chronischer Inhibition der eNOS signifikant
verandert war. Ein spezifischer Anstieg der Nitratkonzentration konnte erstmalig in
vitro aufgrund akuter Veranderungen der eNOS-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Daraus ergibt sich die SchluRfolgerung, dass durch sensitive und valide Analyseverfahren
von Nitrat die Charakterisierung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges in vivo und in vitro
vervollstandigt werden kann. Die Bestimmung von Nitrat konnte zur Diagnostik, als Marker
der NO-Bildung, zur Prognostik, durch Abschatzung von Entziindungsprozessen, und flr
eine langfristige Therapiekontrolle herangezogen werden.
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10. Anhang

Tabelle 1. Die Stabilitat von Nitrit in unterschiedlichen Matrizes wahrend der Lagerung. Vor Lagerung
wurde den Matrizes externes Nitrit (0-10 umol/l) zugegeben. Nitrit wurde in den Proben vor und nach
Lagerung bei verschiedenen Temperaturen gemessen. Die Stabilitit von Nitrit wurde als
Wiederfindungsrate berechnet.

Nitrit- .
Matrizes| zugabe Nitritkonzentration [nmol/I] Wiederfindungsrate [%] Mlttelwgrt+ SFandardfehIer
der Wiederfindungsrate
[nmol/l]
Vor
Lagerung Nach Lagerung
bei -80°C bei -80°C bei -80°C
bei - bei - mit bei bei - mit bei bei mit
20°C 80°C | Schock-| -20°C 80°C | Schock-| -20°C | -80°C | Schock-
gefrieren gefrieren gefrieren
Submikromolarer Bereich [0-1 umol/l]
PBS 200 530 506 555 459 95 105 87
500 794 643 742 766 82 93 97/ 865 92+ 8| 933
1000 1295 1038 994 1258 80 77 97
Ultrafiltrat 200 322 304 253 210 94 79 65
500 650 375 550 602 58 85 93| 78+11| 796 | 865
1000 1100 880 1045 850 80 95 77
Albumin 200 1071 1214 759 948 113,29| 70,84 88,50

500 1230 957 682 1006 77,81 5545/ 81,75/85%15/72+10| 905
1000 1578] 1002|1420 1552 63,50 89,95 9837
Plasma 200 505 695 592 630 137,52 117,14| 124,75

100, % | 109

500 747 866 748 796| 115,94 100,09 106,52 1058 | "0 12
1000 1414  1344] 1172] 1275 95,06 82,89 90,22
Mikromolarer Bereich [1-10umol/l]
PBS 1000 1407 924 1203 1317 65,71 8550| 93,58

5000 5684 5340 3,797| 5499 93,96] 66,81 96,75/74+10| 7816 | 9312
10000  12297| 7559 10178 10955 61,47 8277 89,08
Albumin | 1000 2047 1758 1,903 1775 85,89 9299 86,74

5000 6688 5,816 6,382] 6,132 86,96 9542/ 91,68 903 | 97£3 | 9012
10000  12107| 11,586 12,581 11,208 95,70 103,91| 92,57
Plasma 1000 221|  234] 1223] 1143] 101,04| 100,16 93,65

5000 5490 5386 5134 5207 98,11 9352 94,85/ 99%1|98+2 | 951
10000  10459] 10299| 10283 10125 98,47| 98,32 96,80
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Tabelle 2. Die Stabilitat von Nitrat in unterschiedlichen Matrizes wahrend der Lagerung. Vor Lagerung
wurde den Matrizes externes Nitrat (0-30 ymol/l) zugegeben. Nitrat wurde in den Proben vor und nach
Lagerung bei verschiedenen Temperaturen gemessen. Die Stabilitat von Nitrit wurde als
Wiederfindungsrate berechnet.

Matrizes| Nitrat- . . . ) Mittelwert+ Standardfehl
zugabe Nitratkonzentration [umol/I] Wiederfindungsrate [%] ('je? ;’/Vveiederriﬁguﬁgr;s;teer
Vor
Lagerung Nach Lagerung
bei -80°C bei -80°C bei -80°C
Matrizes Vor bei - bei - mit bei - bei - mit bei - bei - mit
Lagerung | 20°C 80°C Schock- | 20°C | 80°C [ Schock-| 20°C | 80°C | Schock-
gefrieren gefrieren gefrieren
10 9,78/ 10,07 11,19 9,77] 102,99 114,38 99,91
PBS 20 20,08 18,92 18,56 18,40 94,22| 92,41 91,631 99%2 |104£6| 97 %3

30 27,27 27,15 28,38 27,33 99,56 104,09 100,25
0 24,37 2419 24,66 25,69 99,28 101,22| 105,42
Ultrafiftrat 10 34,14 32,80 31,74 32,85 96,07 92,96 96,20 94+3 | 9642 102+3
20 44,55 39,18 42,75 47,89 87,96/ 95,97 107,49

30 54,81 51,23 52,34 54,02 93,47 9549 98,56

10 13,58 9,02 10,57 8,48 66,43 77,85 62,43
Albumin 20 19,12 17,24 17,20 18,15 90,17| 89,92 94,88 79+7 | 865 |82%10
30 33,10 26,46| 37,48 29,15 79,92 113,23 88,05

0 25,62 25,31 23,25 22,34 98,78 90,74 87,21
Plasma 10 35,96 30,55 32,80 30,79 84,97 91,24 85,64 90+1 | 901 | 85+ 2
20 46,41 41,03 40,36 37,16 88,39 86,96 80,07

30 56,05 50,37| 51,47 48,50 89,87 91,82 86,53
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Etablierung einer sensitiven Nitratanalyse zur vollstandigen Charakterisierung
des L-Arginin-NO-Stoffwechsels in vitro und in vivo

-Putrika P.R. Gharini-

Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine grolde Rolle bei physiologischen
Regulationsmechanismen im Herz-Kreislaufsystem, im zentralen und peripheren
Nervensystem und im Immunsystem. Nach der Synthese von NO kann NO rasch oxidativ zu
Nitrit und Nitrat verstoffwechselt werden. Das intravaskuldre NO wird zum gréften Teil Gber
seine Reaktion mit Hamoglobin zu Nitrat inaktiviert. Aufgrund des hohen basalen
Nitratspiegels konnen geringere Veranderungen der NOS-Aktivitat nur schwer als
Veranderung der Nitratkonzentration detektiert werden. Nitrat spiegelt somit nicht sensitiv die
Anderungen von NO-Bildung wieder. Die Bestimmung der Differenz scheiterte an der
unzureichenden minimalen Auflésung bzw. an hohem Zeit- und Kostenaufwand der zur
Verfiigung stehenden Analysemethoden. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung
von geeigneten Analyseverfahren zur Bestimmung des oxidativen Stoffwechselproduktes
Nitrat in biologischen Matrizes zur vollstdndigen Charakterisierung des L-Arginin-NO-
Stoffwechsels. Folgende Vorgehensweise wurde gewahlt: 1. Die Etablierung valider,
sensitiver, einfacher und kostenginstiger analytischer Verfahren, 2. die Entwicklung einer
geeigneten Probenbehandlung, inklusive Lagerung, zur Optimierung der Analyse und der
Einbindung in die Routinediagnostik, und 3. die biochemische Phanotypisierung von Nitrat in
Abhangigkeit des NO-Metabolismus.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die Analyseverfahren, NR-FIA und VCI-FIA, erlauben erstmals die gleichzeitig
sensitive und automatisierte Bestimmung von Nitrat in biologischen Matrizes. Somit
ist es maoglich, zahlreiche Proben im Rahmen von z.B. klinischen Studien zu messen.

2. Eine geeignete Probenaufarbeitung zur simultanen Bestimmung unterschiedlicher
NO-Addukte aus nur einer Blutprobe wurde entwickelt.

3. Nach Ausschluss artifizieller Abbaureaktionen der oxidativen NO-Metabolite, Nitrit
und Nitrat, wurde die Lagerung der nitrit- und nitrathaltigen Proben ermaglicht.

4. Nitrat konnte Uber die neu etablierten Analyseverfahren bei Mausen und Menschen in
verschiedenen Matrizes bestimmt werden.

5. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Nitratkonzentration in vivo bei der
Uberexprimierung der iNOS und wahrend chronischer Inhibition der eNOS signifikant
verandert war. Ein spezifischer Anstieg der Nitratkonzentration konnte erstmalig in
vitro aufgrund akuter Veranderungen der eNOS-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Daraus ergab sich die Schluf3folgerung, dass durch sensitive und valide Analyseverfahren
von Nitrat die Charakterisierung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges in vivo und in vitro
vervollstandigt werden kann. Die Bestimmung von Nitrat konnte zur Diagnostik, als Marker
der NO-Bildung, zur Prognostik, durch Abschatzung von Entziindungsprozessen, und flr
eine langfristige Therapiekontrolle herangezogen werden.
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