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1.1

Einleitung

Synthese und Funktion von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein intra- und interzelluldrer Botenstoff, der
an einer Vielzahl von physiologischen Regulationsmechanismen beteiligt
ist. Das farbloses Gas besitzt  hohe Reaktivitit  und

45;50;150

Radikaleigenschaften . Es spielt eine Rolle in der Regulation des

Herz-Kreislaufsystems, im zentralen und peripheren Nervensystem sowie

im Immunsystem’’'9%1%,

Im kardiovaskuldren System wird NO
kontinuierlich und unter Stimulation durch vasoaktive Mediatoren von
Zellen des GefaBendothels produziert. Es gelangt durch passive Diffusion
in die umgebende glatte Muskulatur sowie nach luminal. In der glatten
Muskelzelle nitrosyliert NO Hidm-Eisen der Guanylatcyclase und 16st so
eine Akkumulation von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
aus®''.  Durch eine Senkung der freien zytoplasmatischen
Calciumkonzentration kommt es zu einer nachfolgenden Relaxation der
glatten Muskelzelle und zur Dilatation des GefidBBes. Das Endothel iibt
durch die Synthese von NO einen wesentlichen Einfluss auf den
GefiBtonus und somit auf die Regulation des Blutdruckes aus''’. Nach
luminal freigesetztes NO nimmt ferner Einflul auf die Gerinnung durch

107

Hemmung der Plittchenaggregation ™. NO hemmt die Adhidsion von

Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten an die

Geféﬁwand98;ll4;125;126

. SchlieBlich scheint NO auch die myokardiale
Funktion zu beeinflussen®'®'*?'>! Neben seinen Effekten auf
benachbarte Zellen beeinflusst NO auch den Stoffwechsel der
Endothelzelle selbst. So werden vaskuldre Permeabilitit, die Angiogenese
und die Expression von Adhisionsmolekiilen durch NO reguliert. Auch
die Proliferation vaskuldrer glatter Muskelzellen unterliegt der Regulation

durch NO¥'2 NO wirkt auf diese Weise bedeutend an der



:46:;70;87;11 -
3946708719 \1nd damit der

Aufrechterhaltung der Homeostase des Gefélles
Funktion zahlreicher Organe mit™.

Neben seiner Bedeutung fiir das kardiovaskulidre System ist NO auch in
anderen Organsystemen an regulativen Prozessen beteiligt. Im zentralen
Nervensystem hat NO die Funktion eines Transmitters, der kognitive
Funktionen beeinfluflit. Im peripheren Nervensystem wirkt es zusitzlich
bei der Vermittlung von Schmerzreizen mit’”. NO nimmt weitere
Funktionen bei der Signaliibertragung nicht-adrenerger und nicht-
cholinerger Nerven in Teilen des Gastrointestinaltraktes, in den
Atemwegen und im Urogenitaltrakt ein”’. Auch kann NO durch
neutrophile Granulozyten'” und Makrophagen gebildet werden'* und
tibernimmt damit Funktionen in der unspezifischen Immunabwehr sowie
in der Pathophysiologie der Sepsis™#**1%133 " Aych bei der Regulation
von Genexpression und Apoptose sind Funktionen von NO bekannt”.
Stickstoffmonoxid wird im Endothel durch die NO-Synthase (NOS) aus
der Aminosdure L-Arginin unter Beteiligung von Kofaktoren und

molekularem Sauerstoff enzymatisch gebildet55§97

. L-Arginin wird mit der
Nahrung aufgenommen oder im Korper aus L-Citrullin gebildet,
insbesondere im proximalen Konvolut der Niere'*®. Kofaktoren der
Bildung von NO aus Arginin durch die NO-Synthase sind NADPH,
Tetrahydrobiopterin (BH4), Flavin-Adenosin-Dinucleotid (FAD) und
Flavin-Mononucleotid (FMN). Ebenso ist molekularer Sauerstoff fiir die
Reaktion notig®*. Mehrere Isoformen der NO-Synthase sind mittlerweile
bekannt, welche je Produkte bestimmter Genorte auf unterschiedlichen
Chromosomen sind”*'°"'*. Diese Isoformen wurden unterschieden in
konstitutive und induzierbare Formen. Die konstitutiven Formen der NO-
Synthase sind abhidngig von intrazelluldarem Calcium und Calmodulin.
Wihrend Calmodulin auch bei normaler intrazelluldrer Konzentration des
Calciums an die induzierbare NO-Synthase gebunden ist, geschieht dies

bei der konstitutiven Form erst bei einem Anstieg des intrazelluldren

Calcium-Spiegels. Die Konzentration des intrazelluldren Calciums steigt



abhingig von extrazelluldren Signalen wie zum Beispiel durch die
Freisetzung von Acetylcholin, Histamin, Bradykinin, Substanz P und
Serotonin'’. Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass in
bestimmten Zelltypen auch eine konstante Expression der iNOS
stattfindet'”. Auch konnten zwei unterschiedliche konstitutive Formen
unterschieden werden, so dass die Isoenzyme der NOS zusitzlich nach
den Geweben benannt wurden, in denen sie zuerst nachgewiesen werden
konnten. Inzwischen sind sie jedoch auch in anderen Geweben
identifiziert worden (vgl. Tabelle 1). Die neuronale konstitutive NO-
Synthase (ncNOS oder auch Typ I) kommt in Neuronen aber ebenso im
Skelettmuskel'” und in pulmonalen Epithelzellen’ vor. Die endotheliale
konstitutive NO-Synthase (ecNOS oder Typ III) wurde au3er im Endothel
zusdtzlich in  Thrombozyten, Kardiomyozyten und renalen und
pulmonalen Epithelzellen130 sowie in Neuronen'* gefunden. Dagegen ist
die induzierbare NO-Synthase (iNOS/Typ 1II), 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,
mikrovaskuldren Endothelzellen und mesangialen Zellen nachgewiesen
worden (vgl. Tabelle 1). Eine neue Isoform des Enzyms wurde in jiingerer
Zeit in Mitochondrien identifiziert””>°. Diese NOS ist calciumabhingig
und scheint eine Rolle in der Aufrechterhaltung des pHs, des
transmembrandsen Potentials und in der Atmung des Mitochondriums zu

spielen®.



1.2

Nomenklatur Typ I oder Typ II oder Typ III oder
neuronale induzierbare NOS Endotheliale
konstitutive NOS (iNOS) konstitutive NOS
(ncNOS) (ecNOS)

Calcium-

und

+ - +

Calmodulin-

abhéngigkeit

Vorkommen ZNS Makrophagen Endothelzellen
Periphere Epithelzellen Thrombozyten
Nerven Glatte Kardiomyozyten
Skelettmuskel Muskelzellen Renale Epithelzellen

=  Pulmonale = Kardiomyozyten |®* Pulmonale
Endothel- und =  Hepatozyten Epithelzellen
Epithelzellen =  Mikrovaskulidre =  Neurone
Endothelzellen
= Mesangiale Zellen

Tabelle 1: Lokalisation und Charakteristika der Isoenzyme der NO-Synthase

Metabolismus von Stickstoffmonoxid im Blut

Die biologische Wirkung von NO wird durch die Synthese im Endothel
sowie durch seinen Abbau bestimmt. Es handelt sich dabei um komplexe
Mechanismen, die von vielen Faktoren abhingig sind. Hierzu zihlen
unter anderem die Diffusion vom Endothel zum Ort des Metabolismus
sowie die verschiedenen biochemischen Reaktionen von NO in den
einzelnen Kompartimenten des Blutes. Die beiden wichtigsten
Bestandteile fiir Reaktionen mit NO im humanen GefidBsystem sind
Blutplasma und Blutzellen, wobei insbesondere Erythrozyten -eine
entscheidende Rolle zukommt. Die verschiedenen Reaktionen sind u.a.
abhingig vom pH-Wert, dem Sauerstoffpartialdruck (pO,), der
Anwesenheit eisenhaltiger Molekiile (zum Beispiel Himoglobin) und der
Aktivitdt verschiedener Enzyme. Aber auch innerhalb des Gefidl3systems

ist der Metabolismus von Stickstoffmonoxid nicht einheitlich, da sich das
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1.2.1

Verhiltnis der Blutbestandteile, Flusseingeschaften und Scherkrifte
entlang des GefidBbettes dndern. Auch variiert der Diffusionsweg vom
Endothel zu den Erythrozyten entlang des Gefalbettes. In der
Mikrostrombahn ist der Diffusionsweg zu den Erythrozyten wesentlich
geringer als in der Makrostrombahn. Dort befinden sich die Erythrozyten
in der Mitte des Gefiles umgeben von einem erythrozytenfreien
Randsaum bestehend aus Plasma''**%* S0 kann sich der Anteil des
Stickstoffmonoxids, der durch Diffusion von der GefiBwand in den
Erythrozyten gelangen kann, in den verschiedenen Abschnitten des
Gefilbettes dndern.

Die Reaktionen von NO sind in Plasma und Erythrozyten sehr
unterschiedlich. Im Folgenden werden daher die Abbauwege von NO im

Erythrozyten sowie im Blutplasma vorgestellt.
Metabolismus von Stickstoffmonoxid im Erythrozyten

Erythrozyten bilden 40 bis 50 % des Blutvolumens und stellen durch die
Reaktionen von NO mit Hiamoglobin einen wichtigen Abbauort fiir NO

7
dar”.

Es sind drei bedeutende Abbauwege von NO innerhalb des
Erythrozyten bekannt (Abbildung 1). Die rasch ablaufende Reaktion von
NO mit Oxyhdmoglobin (HbO,) fiihrt zur Bildung von Methimoglobin
(MetHb) und Nitrat (NO3)**%!'"8(vgl. Abbildung 1). Alternativ kann NO
bei Abwesenheit von Sauerstoff an die Him-Gruppe des
Deoxyhdmoglobins (Hb) binden und damit Nitrosylhdmoglobin (NOHDb)
bilden'*"* (vgl. Abbildung 1). Dieses kann intraerythrozytir zu S-
Nitrosooxyhimoglobin (SNOHb) konvertiert werden’’*>. Da die Reaktion
mit Deoxyhidmoglobin unter anaeroben Bedingungen abléduft, hingt der
Anteil des gebildeten Nitrats und Methdmoglobins beziehungsweise
Nitrosylhiimoglobins von der Sauerstoffsittigung des Blutes ab'>. Die
Reaktionen von NO mit Oxyhdmoglobin oder Deoxyhdmoglobin laufen

sehr schnell ab. Die Umsatzkonstanten fiir die Reaktionen zweiter

Ordnung von NO mit HbO, und Hb liegen zwischen 3 und 5x10"-M™"s™!

11



22 Die Reaktion von NO mit HbO, ist damit einerseits durch die

Diffusion von NO in den Erythrozyten limitiert™, andererseits durch die
Quartérstruktur des HbO, bestimmt. Innerhalb des Erythrozyten ist die
Reaktion von NO oder eines hoheren Oxidationsproduktes wie
Stickstoffdioxid (NO;) oder Distickstofftrioxid (N,O3) mit dem Cystein-
93 der B-Kette (B-Cys”) des Hamoglobins mdglich (Abbildung 1). Diese
ebenfalls sauerstoffabhingige Reaktion fiihrt zur Bildung von S-
Nitrosooxyhimoglobin®. Es existieren zwei interkonvertierbare
Quartérstrukturen des Hidmoglobins, eine R-Konformation mit hoher
Sauerstoffaffinitit sowie eine T-Konformation mit niedriger
Sauerstoffaffinitit'®®. Nach der Hypothese von Jia et al.”’ erfolgt die
Anlagerung von NO am [-Cystein-93 am zuvor oxygeniertes
Héamoglobin, das sich in der R-Konfiguration befindet. In Verbindung mit
Abgabe des Sauerstoffs in der Peripherie kommt es zu einer
Konformationsdnderung des Himoglobins in die T-Form und dadurch zu
einer Abspaltung des NO. Diese Freisetzung von NO fiihrt lokal durch
eine Relaxation der glatten Muskulatur des Gefilles zu einer
Vasodilatation. Diese Theorie bietet auf molekularer Ebene eine
Erkldarung fiir die physiologische Anpassung des Blutflusses durch
Vasodilatation abhédngig von der Sauerstoffsittigung des Blutes. Damit
finde ein selektiver Transport des bioaktiven NO in Gewebe mit
erhohtem O,-Bedarf statt'*®. Jiingst konnte die B—Cys%—Nitrosierung des
Héamoglobins als Umwandlung von NOHb zu SNOHb abhingig von pO;
des Blutes auch beim Menschen nachgewiesen werden’’. Uber die an den
O,-Bedarf angepasste Blutflussregulation hinaus wirkt SNOHb auch
hemmend auf die Thrombozytenaggregation'”’. Da innerhalb des
hydrophoben Milieus der Zellmembran der Erythrozyten die Reaktion
von NO mit Sauerstoff etwa um den Faktor 300 hoher ist als im
umgebenden Medium86, konnen auch biologische Membranen der

Erythrozyten im Metabolismus von NO eine weitere wichtige Rolle

12



1.2.2

spielen. Fiir das Membranprotein AE1/Band-3 der Erythrozytenmembran

konnte so eine Nitrosierung via Himoglobin nachgewiesen werden'®.
Metabolismus von Stickstoffmonoxid im Plasma

Auf Grund der hohen Reaktionsgeschwindigkeit beim Abbau von NO
innerhalb des Erythrozyten wurden alternative Reaktionen von NO mit
Bestandteilen des Plasmas lange Zeit fiir unwahrscheinlich gehalten.
Jiingst konnte gezeigt werden, dass die Reaktion mit Erythrozyten etwa
um den Faktor 1000 langsamer abliuft als mit freiem Himoglobin®.
Plasma stellt damit moglicherweise ein wichtiges Kompartiment fiir den
NO-Transport dar®. Es existiert unmittelbar an der Gefiwand ein
erythrozytenfreier Randstrom, den das endothelial gebildete NO passieren
muss, bevor es mit Erythrozyten reagieren kann''***>1*8_So besteht die
Moglichkeit, dass Blutplasma neben der voriibergehenden Bildung von
SNOHb oder NOHb im Erythrozyten’’ eine Rolle im Transport und
Abbau des endothelialen Stickstoffmonoxids einnimmt. Damit kdme dem
Plasma die Funktion der Vermittlung und Modulation des NO
Transportes zwischen Endothel und Erythrozyten sowie eine
blutflussregulierende Aufgabe zu®.

Das in den Endothelzellen gebildete und nach luminal diffundierte NO
wird im Plasma fast vollstdandig iiber Distickstofftrioxid zu Nitrit (NO;")
oxidiert, welches in isolierten Plasma fiir einige Stunden stabil bleibt*" %,
Im Vollblut jedoch wird das im Plasma vorliegende NO, mit einer
Halbwertzeit von 110 Sekunden''? durch Oxidation mit Oxyhimoglobin
zu Nitrat umgewandelt. Dieses weist eine Halbwertzeit von 5-8 Stunden
auf (vgl. Abbildung 1).

NO kann im Plasma mit Thiolen in der Gegenwart von
Elektronenakzeptoren wie redoxaktivierte Thiole zu S-Nitrosothiolen
(RSNO) reagieren. Diese stellen moglicherweise eine Speicher- und

28;134;139;140

Transportform des NO dar . Im Plasma liegt als wichtigstes

Plasmaprotein Albumin in einer Konzentration zwischen 0,5 und 1 mM

13



yor FIBOEILITI "haneben findet man 4 pM Glutathion” und 200 pM
Cystein'*'. Ein Teil dieser Thiole ist in der Lage NO an Schwefelgruppen
zu binden. Humanes Albumin besitzt eine einzelne freie Sulfhydrylgruppe
am Cys-34, das zu dieser Nirtosierung bereit steht. Der GroBteil der im
Plasma gebildeten S-Nitrosothiole stellt so S-Nitrosoalbumin (SNO-
Albumin) dar!#%*9%137:140 " Njtrosothiole wurden zunichst im humanen

137

Plasma in Konzentrationen von 7uM gemessen ~'. Neuere Studien legen

jedoch nahe, dass die Nitrosothiolkonzentrationen im humanen Plasma

eher im nanomolaren Bereich liegenéz;90

. Neben der Messung von
Nitrosothiolen im Plasma des Kaninchens und des Menschen wurden
Nitrosothiole auch im Bronchialsekret des Menschen und in neutrophilen
Granulozyten nachgewiesen. Uber den Ablauf der Nitrosierungsreaktion
herrscht jedoch noch Unklarheit. Ob eine direkte Interaktion von NO und
Plasmathiolen unter anaeroben Bedingungen und in Anwesenheit eines
Elektronenakzeptors stattfindet' oder ob Zwischenprodukte wie
Distickstofftrioxid"*®, Nitrosiumionen (NO“L)7 oder Peroxinitrit (ONOQ)
9%:147 aine Rolle spielen, ist derzeit nicht klar.

Es wird vermutet, dass beim heterolytischen oder homolytischen Abbau
der S-Nitrosothiole NO*, NO oder Nitroxylionen (NO") frei werden
konnen. Diese konnten dann biologisch aktiv werden und die oben
beschriebenen Effekte des NO auf Gefdltonus und Aggregabilitit

ST Nitrosothiole konnen damit als metastabiles Produkt des

hervorrufen
Stickstoffmonoxid einen Puffer oder Trager von NO darstellen.

Die Halbwertzeiten der Nitrosothiole sind stark abhingig von den
Reaktionsbedingungen und liegen nach Untersuchungen in vitro zwischen

15-40 Minuten (S-Nitrosoalbumin)®'?27137:140 g Minuten  (S-

12;27 12;124

Nitrosoglutathion) und unter einer Minute (S-Nitrosocystein)
Zu einem Zerfall der S-Nitrosothiole kommt es in vitro durch mehrere
Mechanismen. Ubergangsmetalle wie Kupfer (Cu®) fithren zu einem
schnellen Zerfall von Nitrosothiolen' und zur Bildung von NO und

Disulfiden. Der Abbau von S-Nitrosothiolen wird ebenfalls durch die

14



Anwesenheit von Ascorbinsdure beschleunigt. Dies geschieht auf zwei
Wegen. Einerseits reduziert Ascorbinsiure Cu”* zu Cu* und fordert damit
die oben beschriebene Spaltung der Nitrosothiole. Andererseits agiert
Ascorbinsdure als Nukleophil, welches die Stickstoffgruppe angreift und
somit NO direkt freisetzt™. Ein weiterer Abbauweg fiir Nitrosothiole
stellen Transnitrosierungsvorginge dar, bei denen NO von Nitrosothiolen
auf andere Thiole iibertragen wird. Ein direkter Transfer von NO von
Albumin an L-Cystein wurde in Untersuchungen an Tieren beobachtet.
So stellt moglicherweise das stabilere SNO-Albumin ein Reservoir an
Stickstoffmonoxid fiir niedrigmolekulare Nitrosothiole dar, die dann
durch Reduktion von Ubergangsmetallen NO abgeben konnen oder selbst
intrazellulir an der Zielzelle wirken®'**'*°. Auf diese Weise konnen S-
Nitrosothiole @hnliche Wirkungen wie NO auf Vasotonus>> , glatte
Muskulatur®® und Pl'aittchenaggregationm aufweisen. Der Mechanismus
der Bildung von Nitrosothiolen und der Freisetzung von NO aus

Nitrosothiolen sind jedoch noch weitgehend unbekannt'*”.

15



HbO, + NO = MetHb + NO;
Hb+NO == NOHb
NO,/N,0; + Hb => S-NOHb

> NO, =)

Erythrozyten

4NOy +4HbO, + 4 H <=

4 Hb* + 02 + 2 H,0 + 4 NOy
Plasma
i

N,O; + H,O <= 2H" + ZNOZ' =)

N,O; + R-SH == H*' + NO, + RSNO ==

2NO + 20, <= N,0;

NO A
Endothelzellen [L-Arginin % L-CitrullinI ] ]
(NADPH, BH,)

Glatte
Muskelzellen

Abbildung 1: Metabolismus von NO im Blut. Nach Freisetzung von NO ins
Gefalllumen wird es rasch zu Nitrit (NO,) und S-Nitrosothiolen (RSNO) abgebaut.
Nitrit reagiert mit Oxyhdmoglobin (HbO,) zu Nitrat (NO;) weiter. Im Erythrozyten
entsteht abhidngig von der Sauerstoffsittigung entweder Nitrosylhdmoglobin (NOHDb)
oder S-Nitrosooxyhidmoglobin (SNOHb). Alternativ oxidiert NO durch Reaktion mit
Oxyhidmoglobin zu Nitrat und Methdmoglobin (MetHb).

Auf Grund des oben beschriecbenen schnellen und komplexen
Metabolismus von Stickstoffmonoxid in Erythrozyten und Plasma wurde
eine Halbwertzeit von NO im Vollblut von 0,05 bis 1,8 ms
bestimmt’"¥**1*® Nach diesen Ergebnissen musste man davon ausgehen,
dass NO durch schnelle Inaktivierung in biologisch unwirksame
Metabolite ausschlieflich autokrine und parakrine Wirkung in der
GefiBwand entfalten kann. Diese schnelle Konversion von NO im
humanen Blut bildete die Grundlage fiir die therapeutische Anwendung
von authentischem NO-Gas zur Inhalation, insbesondere bei
respiratorischen Erkrankungen wie ARDS (adult respiratory distress
syndrom)'®. Die kurze Halbwertzeit von NO im Blut legte nahe, dass

durch NO-Inhalation nur lokale vasodilatatorische Effekte innerhalb des

pulmonalen Kreislaufes ausgelost werden konnen, ohne dass auf die

16



1.3

systemische Zirkulation Einfluss genommen wird. Jedoch zeigten neuere
experimentelle Untersuchungen, dass hohe Dosen inhalierten NOs
Effekte jenseits der pulmonalen Zirkulation hervorrufen konnen'**"*!. So
steigt die Zahl der klinischen Untersuchungen zu Nebenwirkungen der
Inhalationstherapie, bei der unter anderem eine Hemmung der
Thrombozytenaggregation beobachtet wurde’*2. Auch bei Infusion von
NO-Donatoren wurden systemische Effekte in Form einer prolongierten
Vasodilatation und Hypotension festgestellt*.

Trotz der extrem kurzen chemischen Halbwertzeit von NO im Blut
konnten so langandauernde und systemische Effekte beobachtet werden.
Diese systemischen Effekte konnen moglicherweise durch die Bildung
langerlebiger vasoaktiver Intermediate wie S-Nitrosothiole erklart

werden. Diese konnten als Speicherformen von NO fungieren und

bioaktives Stickstoffmonoxid freisetzen.
Ziele

Einblicke in den Metabolismus von Stickstoffmonoxid im Plasma sind
eine wichtige Voraussetzung fiir das Verstindnis der Physiologie
zirkulierender NO-Addukte im Blut. Mit dieser Arbeit wurden folgende
Ziele verfolgt:

1. Weiterentwicklung und Validierung einer Methode zur sensitiven
und  spezifischen = Bestimmung der  Metabolite  von
Stickstoffmonoxid - Nitrit und S-Nitrosothiole - im humanen
Plasma.

2. Untersuchung des Metabolismus von Stickstoffmonoxid im
humanen Plasma.

3. Untersuchung des Einflusses in vivo applizierter wissriger NO-
Standards auf lokale und systemische Leitungs- und
Widerstandsgefdale des humanen Kreislaufes unter besonderer
Beriicksichtigung einer moglichen Rolle von S-Nitrosothiolen bei

der Vermittlung einer dilatatorischen Wirkung.
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2.1

2.1.1

Material und Methoden

Biochemische Methoden zur Bestimmung der oxidativen und

nitrosativen Produkte des Metabolismus von NO

Zur Untersuchung des oxidativen und nitrosativen Abbaus von
Stickstoffmonoxid im humanen Plasma kamen mehrere Methoden zum
Einsatz. Zur Messung von Nitrit und S-Nitrosothiolen im Plasma wurde
eine reduktive Methode unter Anwendung der Gasphasen-
Chemilumineszenz verbessert und validiert. Die Konzentration von Nitrat
im humanen Plasma wurde mittels der hochsensitiven Hochdruck-
Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC = high performance liquid
chromatography) bestimmt. Zur Untersuchung der Konversion von NO
im humanen Plasma wurde Plasma mit definierten Konzentrationen
exogenen Stickstoffmonoxids inkubiert. Dazu war ein Verfahren zur

reproduzierbaren Herstellung wissriger NO-Standards notig.
Gasphasen-Chemilumineszenz

Die Gasphasen-Chemilumineszenz zdhlt zu den Methoden mit der
hochsten Sensitivitit'® und Spezifitit fiir Stickstoffmonoxid*® in fliissigen
oder gasformigen Proben. Die Methode beruht auf der Messung von
Lichtquanten, die  stochiometrisch bei der Reaktion von
Stickstoffmonoxid mit Ozon frei werden. Die Messungen wurden an einer
Chemilumineszenz-Anlage der Firma Sievers (Boulder, CO, USA)
durchgefiihrt.

Zur Bestimmung des NO-Gehalts einer fliissigen Probe wurde diese
zundchst mit einer gasdichten Glasspritze (Hamilton Company, Reno,
NV, USA) durch eine Kunststoffmembran in die Losungskammer
(Radical Purger, Sievers, Boulder, CO, USA) der Anlage injiziert (vgl.
Abbildung 2). Diese enthielt 3,5 - 5,5 ml einer iodhaltigen, reduktiven

Reaktionsldsung.
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Diese Reaktionslosung zur Freisetzung von NO aus Nitrit und
Nitrosothiolen bestand aus 0,2 M Iod (Sigma, St.Louis, MO, USA) sowie
0,6 M Kaliumiodid (Merck, Darmstadt, Deutschland), gelost in 1 ml
hochreinem Wasser fiir die Chromatographie. Zugesetzt wurden 8 ml
Essigsdure (Merck, Darmstadt, Deutschland), die sich fiir die Losung von
Halogenen besonders eignet. Die denitrosierende Losung setzt aus in der
Probe enthaltenem Nitrit zundchst Nitrosoniumionen frei (Gleichung 1).
Die Nitrosoniumionen reagieren mit Jodid (I') weiter zu NO (Gleichungen

2 und 3).

NO;, +2H" — NO" + H,0 (1)
NO™ +T — ONI 2)
2 ONI — 2NO+1L 3)

Das auf diese Weise dquimolar aus Nitrit gebildete NO kann im NO-
Analysator mittels Photoreaktion gemessen werden.

Die Vermessung von Nitrosothiolen im Plasma durch Chemilumineszenz-
Detektion erforderte eine besondere Probenaufbereitung. Der Probe
wurde nach Aliquotierung 0,5%iges Sulfanilamid (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in 0,1 M HCI zugesetzt. Sulfanilamid bildet mit Nitrit eine
stabiles Diazoniumsalz, welches durch die Reaktionslosung nicht
reduziert wird. Allein das aus Nitrosothiolen freigesetzte NO wird nach
Zusatz von Sulfanilamid gemessen®’. Durch die beschriebene
Reaktionslosung aus Iod (I;) und lodid (I') wird NO vermutlich iiber

Nitrosiumionen aus der Thiolbindung freigesetzt (Gleichungen 4 bis 6)°".

L+T — Iy (4)
I +2RSNO — 3T +RS +2NO* (5)
2NO"+2T — 2NO+1, (6)

Die Proben wurden zur Messung je dreifach in die Reaktionslosung
injiziert. Das Reaktionsgefil war ummantelt von einem Wasserbad,
welches auf 95°C erhitzt wurde. Es wurde von unten durch eine Glasfritte
konstant mit dem Inertgas Helium durchstromt. In der Probe befindliches

NO trat auf Grund des hohen Loslichkeitskoeffizienten (~20) rasch von
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der Flussigkeits- in die Gasphase iiber. Durch den konstanten Fluss des
Heliumgases durch die Probe wurde der Ubertritt des NO in die Gasphase
erleichtert’ und das Gas in die Reaktionskammer des NO-Analysators
transportiert. Zum Schutz der Anlage stromte das Gas dabei zunichst
durch einen Kiihlungsbereich und darauffolgend durch eine mit 1 molarer
Natriumhydroxidlosung gefiillte Waschflasche (vgl. Abbildung 2). In der
Reaktionskammer des NO-Analysators (Sievers NO-Analyser 280,
Sievers Instruments Inc., Boulder, CO, USA) wurde NO dann mittels
einer Photoreaktion gemessen. Der Reaktionskammer wurde aus
Sauerstoff (O,) generiertes Ozon (O3) zugeleitet. Ozon reagiert spezifisch
mit NO zu Stickstoffdioxid, das sich zu einem Teil in einem angeregten
Zustand befindet (NO,*). Die iiberschiissige Energie dieses angeregten
Zustandes kann durch Interaktion mit anderen Gasmolekiilen oder aber
als ein Photon (hv) abgegeben werden (Gleichung 7,

NO,* — NO; + hv (7)
Das emittierte Licht befindet sich im Rot- und Infrarotbereich (~640-
3000nm). Durch eine Absenkung des Druckes in der Reaktionskammer
auf 7-8 mmHg wurde die Konzentration an Gasmolekiilen verringert, die
mit angeregtem Stickstoffdioxid reagieren und dadurch die Messung
storen.
Die Reaktion zwischen NO und Os lduft sehr schnell ab (10'7 I-mol s
bei Ralumtemperaltur)48 und ermoglicht damit die Erfassung schneller
Anderungen der NO-Konzentration. Hohere Stickoxide hingegen
reagieren mit O; wesentlich langsamer und bendtigen eine hohere
Aktivierungsenergie®, so dass die Reaktion selbst durch hohe
Konzentrationen anderer Stickoxide nicht gestort wurde®. Das emittierte
Licht ist damit fiir einen groen Konzentrationsbereich linear proportional
zum NO-Gehalt der Probe™.
Die schwache Rotlichtemission wurde durch einen Photoverstirker
erfasst, der von der Reaktionskammer durch einen Rotlichtfilter getrennt

war (vgl. Abbildung 2). Dieser verhinderte die Verstirkung von Licht

20



anderer Wellenldngen, zum Beispiel von ultravioletten Emissionen durch
Reaktionen von Alkenen und schwefelhaltigen Verbindungen®. Das
Dunkelsignal des Analysators stieg mit erhdhter Temperatur an'*’, so dass
eine konstante Kiihlung auf etwa -15°C Storrauschen reduzierte.
Zusitzlich wurde die Temperatur des Photoverstirkers konstant gehalten,
da die Lichtemission der Chemilumineszenzreaktion zwischen Ozon und
NO temperaturabhiingig ist*’. Ebenso musste der Helium- und der
Ozongasfluss konstant gehalten werden'®.

Die Grofe des Signals wurde als Fldche unter der Kurve bestimmt. Diese
gibt exakter die NO-Konzentration der Probe wieder als die Hohe des
Signals, die durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird”. Zur
Datenaufnahme und Integration durch einen Computer diente das

Programm NoaWin32® (DeMeTec, Hannover, Deutschland).

Reaktionsgefi NO-Analysator
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N '
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Abbildung 2: Aufbau der Gasphasen-Chemilumineszenz-Anlage. Die zu untersuchende
Probe wird in ein Reaktionsgefif injiziert. NO tritt in die Gasphase iiber und gelangt mit
dem Heliumgasfluss in die Reaktionskammer des NO-Analysators, wo die Lichtreaktion
mit O; stattfindet.
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2.1.2  Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie

Die Messung von Nitrat als Endprodukt des oxidativen Stoffwechsels von
Stickstoffmonoxid"’ erfolgte durch eine hochsensitive HPLC-Methode.
Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Auftrennung einer Probe durch
die unterschiedliche Adhision von Anionen an die stationidre Phase. Nach
Aufbereitung der plasmatischen Probe (vgl. Absatz 2.1.4) wurde diese
durch einen Autoinjektor (Jasco 851-AS, Grofzimmern, Deutschland)
durch ein Injektionsventil und einer Infektionsschleife mit 40ul Volumen
(Rheodyne injection valve 9010, Cotati, CA, USA) in die Anlage injiziert.
Als stationdre Phase fungierte eine Anionenaustausch-Sidule (LC A08
125%4,6 mm L.D., Sykam, Gilchingen, Deutschland) mit Vorsdule. Die
Elution des Anions Nitrat von der stationdren Phase erfolgte durch eine
Elutionslosung bestehend aus Acetonnitril, Methanol (beides Riedel de
Haén, Seelze, Deutschland) und hochreinem Wasser fiir die
Chromatographie (Merck, Darmstadt, Deutschland) im Verhiltnis
70:10:20 sowie aus 40mM Natriumchlorid (Merck, Darmstadt,
Deutschland). Die Elutionslosung wurde nach Entgasung und Filtration
(0,5um Membranfilter, FHLP, Millipore, Eschborn, Deutschland) durch
eine  Doppelhubpumpe (Sykam S1000, Gilching, Deutschland)
rezirkulierend bei einer FluBrate von 1,0 ml/min eingesetzt. Zur
analytischen Séule wurde ein UV-Detektor (UVIS 204, Linear
Instruments, Reno, NE, USA) zur photometrischen Bestimmung von
Nitrat im mikromolaren Bereich in Serie geschaltet. Die Aufzeichnung
der UV-Absorption erfolgte bei einer Wellenldnge von A = 220 nm. Vor
Analyse der Proben erfolgte durch Aufgabe wissriger Nitratstandards
eine Eichung der Anlage. Zur Datenakquisition und Integration fand das
Computerprogramm ChromGate® (Dr. Ing. Herbert Kauer GmbH,
Scientific Instruments, Berlin, Deutschland) Anwendung. Durch diese
Methode wurde ein Detektionslimit von 3 nmol/l in wissrigen Proben und

112

60 nmol/l im humanem Plasma erreicht “. Die Linearitit wurde fiir den
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Bereich von 10 bis 1000 nmol/l mit einem Korrelationskoeffizienten von

0,99 festgestellt.
Herstellung und Eichung von Standards wissriger NO-Losung

Zur Untersuchungen des Metabolismus von Stickstoffmonoxid im
humanen Plasma sind wissrige NO-Standards von grofer Bedeutung.
Durch Sittigung physiologischer Kochsalzlosung mit NO-Gas wurde die
reproduzierbare Herstellung steriler NO-Standards erreicht’.

Hierzu diente ein gasdichtes System, welches aus je einer NO- und
Argongasflasche, fiinf Waschflaschen und einem Dreihalsrundkolben
bestand (vgl. Abbildung 3). Die Gasflaschen waren iiber Stahlkapillaren
mit einer Waschflasche (C) verbunden, die Pyrogallol (5%, Merck,
Darmstadt, Deutschland) in gesittigter Kaliumhydroxidlosung (KOH)
(Merck, Darmstadt, Deutschland) enthielt. Dieses musste aufgrund seiner
Lichtempfindlichkeit durch Abschirmung gegen Lichteinfall geschiitzt
werden. Das Durchstromen der mit Pyrogallol gefiillten Waschflasche
diente der Entfernung von Sauerstoffresten aus Argon. Durch eine zweite
Waschflasche (D) mit 20%iger Kaliumhydroxidlosung wurde die Losung
hoherer Stickoxide erreicht. Zur Vermeidung eines Ubertrittes der
Kaliumhydroxidlosung bei hoherem Druck in den Rundkolben wurde
eine dritte leere Waschflasche (E) angeschlossen. In dem folgenden
Dreihalsrundkolben fand der eigentliche Losungsvorgang von NO in
physiologischer Kochsalzlosung (NaCl, 0,9%) mit einem pH-Wert von
7.4 statt. Uber ein Steigrohr (G) mit einem Dreiwegehahn mit Luer-Lock-
Anschluf} konnte die gesittigte Losung entnommen werden. Zwei weitere
wassergefiillte Waschflaschen (H, I) schiitzten das System nach der
Begasung vor Lufteintritt und dienten zudem dem Aufbau eines geringen
Uberdrucks im System. Nach sorgfiltiger Spiilung aller Glasgeriite mit
Natriumhydroxid, hochreinem Wasser fiir die Chromatographie und
schlieBlich mit physiologischer Kochsalzlosung wurde das System

zundchst zur Entfernung von Sauerstoff fiir 60 Minuten mit Argon
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(99.998%; N5.0, Linde, Diisseldorf, Deutschland) begast. Daran schlof3
sich die 60miniitige Begasung mit NO-Gas (99.5%; N3.0, Linde,
Diisseldorf, Deutschland) zur Sittigung der im Rundkolben befindlichen
Kochsalzlosung an. Die Abnahme der gesittigten NO-Losung erfolgte
sodann aus dem Rundkolben iiber einen Sterilfilter (0.2um Filter,
Millipore, Eschborn, Deutschland) in zuvor mit Argon begaste gasdichte
Spritzen.

Die Stickstoffmonoxid-Konzentration der Losung wurde mittels
Gasphasen-Chemilumineszenz bestimmt. Sie lag bei 1.5 = 0.2 mM. Die

Losung wurde innerhalb 1-3 Stunden benutzt.
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Abbildung 3: Anlage zur Herstellung wissriger NO-Standards. Die Anlage bestand aus
je einer NO- (A) und Argongasflasche (B), drei Waschflaschen (C, D, E), einem
Dreihalsrundkolben (F) sowie zwei weiteren Waschflaschen (H, I). Die Waschflasche
(C) war mit Pyrogallol in gesittigter KOH-Losung, die Waschflasche (D) mit 20%iger
KOH-Losung gefiillt. Die Waschflasche (E) verhinderte den Ubertritt von KOH in den
Rundkolben (F), in dem die Losung des NO-Gases in 0,9% NaCl (pH 7.,4) bis zur
Sattigung stattfand.

Aufbereitung plasmatischer Proben

Zur Gewinnung von Plasmaproben erfolgte die Blutabnahme an einer
antekubitalen Vene von gesunden Probanden. Das entnommene Blut
wurde unmittelbar nach Entnahme in ein heparinisiertes Rohrchen
tiberfiihrt (Heparin: 10IE/ml; Liquimin ~ N5000, Wirkstoff:
Heparinnatrium, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach Wyhlen,
Deutschland; PP-Rohrchen 50ml, steril: Cellstar®, Greiner Labortechnik,
Deutschland). Durch Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 800 g und 37°C
wurde das Plasma separiert. Je nach Versuch erfolgte dann die Zugabe
wissriger NO-Standards und die Inkubation bei 37°C. Zur Beendigung

der Inkubation wurde das Plasma in einer auf 4°C gekiihlten
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2.2

Kochsalzlosung mit 5SmM N-Ethylmaleinimid (NEM) (Merck, Darmstadt,
Deutschland) im Verhiltnis 1:5 verdiinnt. Da NEM Sulthydrylgruppen
der Thiole alkyliert, stehen diese nicht mehr fiir die Bildung von S-
Nitrosothiolen ~ zur  Verfiigung. Dadurch ~ wurden  sowohl
Transnitrosierungsreaktionen und damit der Abbau von gebildeten
Nitrosothiolen als auch artifizielle Nitrosierungsreaktionen verhindert
%0:127 Bej Versuchen zum Metabolismus von NO in vivo erfolgte sofort
nach Entnahme der Proben die Verdiinnung durch die SmM NEM-L6sung
(Verhiltnis 1:5) und nachfolgend die Plasmaseparation bei 4°C.

Nach Aliquotierung wurden die lichtgeschiitzten und eisgekiihlten Proben
zur Bestimmung von Nitrit und S-Nitrosothiolen sofort mittels
Chemilumineszenz vermessen.

Die Bestimmung des Nitratgehaltes der Proben mittels HPLC erfolgte im
Ultrafiltrat des Plasmas. Dazu wurden die Proben nach der Separation des
Plasmas, der Inkubation mit NO-Standards und der Verdiinnung mit
NEM ultrazentrifugiert. Dazu wurde Plasma in
Ultrazentrifugationsrohrchen (Centrisart 1, cut-off 20 kD, Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) 30 Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Das
Ultrafiltrat wurde darauf der Analytik zugefiihrt oder aber bei -80°C fiir

maximal vier Wochen tiefgefroren.

Angiologische Untersuchungsmethoden zur Bestimmung

himodynamischer Wirkungen von Stickstoffmonoxid

Nach der Gewinnung der Daten zum Metabolismus von authentischem
NO in vitro schlossen sich Versuche zum Abbau von NO in vivo an. Es
wurde der oxidative und nitrosative Metabolismus von authentischen NO-
Standards im Plasma des Menschen innerhalb des Gefédfbettes und damit
auch unter Anwesenheit von Erythrozyten untersucht. Dazu wurden NO-
Standards intravasal appliziert und anschlieBend entnommene Blutproben
der Analytik zugefiihrt. Gleichzeitig erfolgte die Messung einer

biologischen vasodilatatorischen Wirkung von NO und seiner Metabolite
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bei intravasaler Applikation. Dies wurde an groen Leitungsgefifen
durch sonographische Messung des Diameters der Arterie, an
Widerstandsgefdaen der Mikrozirkulation durch die Bestimmung von
Verinderungen des Unterarmblutflusses bestimmt.

Die Messungen zur glattmuskulédr vermittelten GefdBdilatation durch NO
erfolgten am Modell der Unterarmzirkulation an einem angiologischen
Messplatz. Es wurden zunichst lokale Effekte an der Unterarmzirkulation
untersucht.  SchlieBlich folgten Untersuchungen zu systemischen
Wirkungen von NO, bei denen Verdnderungen von Blutfluss und
plasmatischer Konzentration der NO-Metabolite am kontralateralen Arm
untersucht wurden.

Die Quantifizierung des Unterarmblutflusses als Ausdruck der
Tonusdnderung der antebrachialen Widerstandsgefde erfolgte durch die
nachfolgend beschriebene Untersuchungsmethode der
VenenverschluBBplethysmographie (VVP). Der enddiastolische Diameter
der Arteria brachialis beziehungsweise radialis wurde stellvertretend fiir

die Dilatation der Makrostrombahn sonographisch gemessen.
VenenverschluBBplethysmographie

Die Dilatation arterieller Widerstandsgefidf3e dulert sich in einer Zunahme
des Unterarmblutflusses (Forearm blood flow = FBF in ml/min/100ml
Gewebe). Dieser wurde mittels VenenverschluBplethysmographie
gemessen.

Dazu wurden im Bereich des groBten Umfanges des Unterarmes
quecksilberhaltige Dehnungsmessstreifen leicht verschieblich angelegt.
Der Arm wurde im Bereich des Handgelenkes und des Ellenbogens in
gestreckter Position hochgelagert, um ein Aufliegen der Messstreifen zu
vermeiden. Am Oberarm wurde eine Druckmanschette angebracht, die
alle 10 Sekunden fiir die Dauer von 5 Sekunden einen Druck von 40
mmHg aufbaute. Bei erhaltenem arteriellen Einstrom wurde auf diese

Weise der venose Riickstrom unterbunden. Die dadurch entstehende
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Umfangzunahme des Unterarmes wurde durch die Dehnungsmessstreifen
erfasst. Der angeschlossene Plethysmograph (Periquant 3800, Guttmann-
Medizinelektronik, Eurasburg, Deutschland) berechnete aus der
Umfangszunahme durch einen Algorithmus den Unterarmblutfluss®***.
Die FBF-Messwerte wurden nach Datenglittung mit der Methode des
gleitenden Mittels als Abweichungen vom Basalwert bestimmt®®. Bereits
zuvor durchgefiihrte methodische Untersuchungen erwiesen eine Intra-
und Interobservervariabilitit von <10% des Mittelwertes auf. Es konnten

keine signifikanten Unterschiede zwischen zwei Untersuchern

nachgewiesen werden.
Hochauflosende digitalisierte Duplexsonographie

Dilatative Effekte von Stickstoffmonoxid auf die groBen Leitungsgefilie
des humanen Kreislaufs duBerten sich in der Anderung des Diameters der
Arterien. Dieser wurde duplexsonographisch an der Arteria brachialis
beziehungsweise radialis bestimmt (Ultraschallgerit: Agilent Sonos 5500,
Agilent Technologies, Andover, MA, USA). Mit einem 15 MHz
Schallkopf wurde bei Versuchen zur lokalen Wirkung von NO die Arteria
radialis des nicht dominaten Armes im B-Modus ldngs etwa 2 bis 10 cm
distal der Ellenbeuge dargestellt. Bei Versuchen zur systemischen
Wirkung erfolgte die Messung an der Arteria brachialis des dominanten
Armes etwa 2 bis 7 cm proximal der Ellenbeuge. Die Eindringtiefe des
Ultraschalls wurde auf 3 cm festgelegt. Die Bestimmung des
GefiBdiameters erfolgte an einem Segment der Arterie, das auf Grund
anatomischer Marker wie zum Beispiel Faszien reproduzierbar
sonographiert werden konnte und sowohl die anteriore als auch die
posteriore Arterienwand gut vom Lumen abgrenzbar waren. Der Kontrast
des Ubergangs zwischen Arterienlumen und Arterienwand wurde durch
Veridnderung der Verstiarkungs- und Kompressioneinstellungen ebenso
optimiert ~wie der Bildausschnitt. = Nach  Markierung  der

Schallkopfposition am Arm, wurden weder die Position des Schallkopfes
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noch die Geriteeinstellungen wihrend der gesamten Untersuchung
verdandert. Der Arteriendurchmesser wurde zwischen der anterioren und
posterioren ,,M‘“-Linie, die den Ubergang von Media und Adventitia des
GefidBes markiert, bestimmt. Alle Messungen wurden auf
optomagnetischen Platten (MOD) gespeichert, an einen PC {ibertragen
und in ein Standard-TIFF-Format konvertiert. Der Arteriendurchmesser
wurde sodann durch ein automatisches PC-gestiitztes Analysesystem
(Brachial Analyzer 3.1, Medical Imaging Applications, Iowa City, IA,
USA) enddiastolisch bestimmt®. In vorausgegangenen Untersuchungen
wurde fiir dieses PC-gestiitzte Analysesystem eine niedrigere Variabilitiit
im Vergleich zur manuellen Auswertung erwiesen. Die mittlere Inter-
Observer-Differenz lag bei 0,8 + 0,4%, die Intra-Observer-Differenz bei
0,8 + 0,6% und die Tag-zu-Tag-Differenz bei 1,3 +0,9%''".

Nichtinvasive Bestimmung des Blutdrucks

Bei Versuchen, die eine Anlage eines arteriellen Katheters erforderten,
erfolgte die Bestimmung des Blutdruckes und der Herzfrequenz iiber den
angeschlossenen Druckwandler (Sirecast 380, Siemens, Stuttgart,
Deutschland). War kein arterieller Katheter erforderlich, so wurde der
Blutdruck und die Herzfrequenz nichtinvasiv mittels eines Finapres-
Gerdtes bestimmt (Finapres®, TNO Biomedical Instrumentation,
Amsterdam, Niederlande). Der Blutdruck der digitalen Arterien wurde
hierbei nach der Volumen-Klemm-Methode nach Pefidz'®!!013415
gemessen. Um den Mittelfinger und Ringfinger der dominanten Hand
wurde dem Probanden je eine Druckmanschette gelegt. Ein in die
Druckmanschette  eingelassener  photoelektrischer ~ Transmissions-
Plethysmograph erfasste die Grole der digitalen Arterien. Bei
Groflenzunahme der Arterien durch einen Blutdruckanstieg wurde durch
eine grofere Blutmenge im Gefidl mehr Licht absorbiert und weniger

Licht erreichte die Photodiode. Ein Servosystem reagierte bei dieser

Abweichung von einem zuvor eingestellten Basalwert durch Steigerung
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des Manschettendruckes, der auf diese Weise das vermehrte Blut
innerhalb der Arterie wieder auspresste. So wurden Blutvolumen und
Arteriendurchmesser konstant gehalten, wohingegen der
Manschettendruck dem arteriellen Blutdruck des Fingers folgte. Die
Differenz zwischen Blutdruck und Manschettendruck, der transmurale
Druck, wurde demnach bei null gehalten. In diesem Zustand war die
Arterienwand nicht gedehnt. Die Einstellung des Eichpunktes, an dem der
Blutdruck dem extravasalen Druck entsprach, erfolgte automatisch. Der
Manschettendruck verharrte dazu bei einem Wert zwischen diastolischem
und systolischem Blutdruck. Durch die arterielle Druckwelle verdnderten
sich Blutvolumen und transmuraler Druck weiterhin. Diese Anderung
wurde durch den Plethysmographen erfasst, durch einen geriteeigenen
Algorithmus bewertet und anhand der Amplitude und Form des
Plethysmogramms ein Basalwert errechnet. Diese Eichung erfolgte alle
70 Herzschlige automatisch erneut, da Anderungen in Tonus der glatten
Muskulatur der GefiBe eine Anderung des Basalwertes bewirken konnen.

Die Blutdruckmessung erfolgte abwechselnd an Mittel- und Ringfinger.
Aufbau und Anordnung des angiologischen Messplatzes

In zwei verschiedenen Versuchsaufbauten wurden gefiBrelaxierende
Wirkungen von NO auf Makro- und Mikrostrombahn ebenso wie die
biochemische Konversion von NO im Plasma in vivo beim Menschen
untersucht.

Ein Versuchsaufbau galt der Untersuchung lokaler Effekte von NO auf
Leitungs- und Widerstandsgefid3e. Hierbei wurde NO intraarteriell beim
Menschen infundiert. Neben NO wurden auch die oxidativen und
nitrosativen Abbauprodukte von NO, Nitrit, Nitrat und S-Nitrosothiole,
sowie saline Kontrollen randomisiert doppelblind infundiert. Die
vasodilatatorischen Effekte wurden lokal am ipsilateralen Arm durch

Messung von Unterarmblutfluss und Diameter der Arteria radialis
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2.3.1

bestimmt. Die Konversion von NO im Plasma wurde durch biochemische
Analyse des vends am selben Arm abgenommenen Blutes untersucht.
Durch venose Applikation und Bestimmung biochemischer und
angiologischer Parameter am kontralateralen Arm wurden in einem
weiteren Versuchsaufbau systemische Verdnderungen durch Gabe von
NO und seiner Konversionsprodukte untersucht.

Die Untersuchungen wurden an gesunden Probanden durchgefiihrt. Diese
waren Nichtraucher und boten in klinischer Untersuchung und
Routinelabormessung keine Hinweise auf bestehende oder frithere
kardiovaskulidre Erkrankungen oder akute Infektionen. Die Probanden
waren zum Zeitpunkt der Untersuchung niichtern und hatten in den
vorangehenden 12 Stunden keine koffeinhaltigen Getrinke zu sich
genommen. Die Versuche fanden vormittags in einem klimatisierten
Raum bei 21°C statt.

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethik-Kommission der Heinrich-
Heine-Universitdt gepriift und alle Personen gaben schriftlich ihr

Einverstdndnis zur Teilnahme an der Studie.
Studienprotokoll zur intraarteriellen Applikation von NO

Am Modell der Unterarmzirkulation wurden die lokalen dilatatorischen
Effekte von NO auf das GefiBsystem untersucht. Nach Uberpriifung des

2:122 . . .
32122 wurde die Arteria brachialis

Palmarkreislaufes durch den Allen-Test
am nichtdominanten Armes der Probanden steril punktiert. Die Punktion
erfolgte in Lokalandsthesie durch 2%ige Lidocain-Losung unter
Verwendung eines 2F-Katheters (Typ 115.09 Vygon, Ecouen,
Frankreich). An den  Katheter angeschlossen  wurde ein
Injektionszwischenstick ~ (Braun ~ Melsungen =~ AG,  Melsungen,
Deutschland) und ein Dreiwegehahn (Discofix-3, Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) (vgl. Abbildung 4). Letzterer diente der

kontinuierlichen Durchspiilung des Kathetersystems mit heparinisierter

0,9%iger Kochsalzlosung (1000 LE. Heparinnatrium auf 100 ml 0,9%ige
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NaCl-Losung) mit einem  Fluss  von 1,0 ml/min. Das
Injektionszwischenstiick diente der intraarteriellen Infusion von NO und
seinen nitrosativen und oxidativen Abbauprodukten mittels eines
Perfusors (Graseby Medical, Watford, England). An den verbliebenen
freien Schenkel des Drei-Wege-Hahnes wurde ein Druckwandler
(Sirecast 380, Siemens, Stuttgart, Deutschland) angeschlossen, der
Blutdruck und Herzfrequenz erfasste.

Ipsilateral wurde wihrend der Infusion der Diameter der Arteria radialis
distal des Katheters kontinuierlich mittels digitalisierter hochauflésender
Duplexsonographie gemessen. Ebenfalls am ipsilateralen Arm erfolgte
die Bestimmung der lokalen Verdnderungen des Unterarmblutflusses
mittels  VenenverschluBplethysmographie. Zur Untersuchung des
intravasalen Metabolismus von NO in der lokalen Zirkulation wurden am
ipsilateralen Arm vendse Blutproben entnommen. Dies erfolgte aus einer
Venenverweilkaniile (Venﬂou® 2, ¢ 1,2 mm, Ohmeda, Erlangen,
Deutschland) aus der Vena mediana cubiti. Die Blutentnahmen erfolgten
vor Beginn der Infusion sowie 15, 30, 45 und 60 Sekunden nach Beginn
der einminiitigen Infusion.

In die Arteria brachialis wurden bei drei Probanden wissrige Standards
von NO in einer Dosis von 36umol/min iiber eine Minute appliziert. Um
vasodilatatorische Effekte der Abbauprodukte von NO auszuschlieen,
wurde Nitrit und Nitrat (je 36 pmol/min), nach dem selben Schema
infundiert und ihr Effekt auf Leitungs- und Widerstandsgefilie
vermessen. Desweiteren wurde S-Nitrosoglutathion (GSNO), ein
exogenes niedrigmolekulares Nitrosothiol, appliziert. Es wurden 5
nmol/min GSNO iiber fiinf Minuten infundiert. Diese Dosis konnte in
Voruntersuchungen ohne systemische Nebenwirkungen hervorzurufen
appliziert werden”. Ebenso wurden volumenangepasste Mengen
physiologischer Kochsalzlosung als Kontrolle appliziert. Bei allen

Applikationen wurden hdmodynamische Verdnderungen in gleicher
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Weise ipsilateral erfasst. Alle Applikationen und Auswertungen erfolgten

doppelblind und randomisiert.

RR-
MeBgerit

VVP

arterielle Infusion

Spiilung

Sono-
graphie

vendse Blutabnahme

Abbildung 4: Aufbau des angiologischen Messplatzes bei intraarterieller Infusion zur
Untersuchung lokaler angiologischer und biochemischer Veridnderungen durch NO. Bei
intaktem Palmarkreislauf wurde die Arteria brachiales punktiert. Am selben Arm
erfolgte die Messung des Unterarmblutflusses, des Diameters der Arteria radialis sowie
die venose Blutabnahme aus der Vena mediana cubiti.

Studienprotokoll zur intravendsen Applikation von NO

Nach der beschriebenen Untersuchung lokaler biochemischer und
himodynamischer Effekte von NO und seiner Konversionsprodukte an
der arteriovendsen GefdBpassage des Unterarms schlossen sich
Untersuchungen zu einer moglichen systemischen Wirkung von
Stickstoffmonoxid an. Bei vendser Gabe von NO erfolgte erst nach
Verteilung der applizierten Substanz im Korperkreislauf die Bestimmung
angiologischer und biochemischer Verinderungen am kontralateralen
Unterarm. Fiir die Applikation von NO wurde die Vena mediana cubiti
des nichtdominanten Armes des Probanden mit einer Venenverweilkaniile

(Venﬂou® 2, ¢ 1,2 mm, Ohmeda, Erlangen, Deutschland) punktiert. An
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die Verweilkaniile wurde ein Injektionszwischenstiick zur Infusion und
ein Dreiwegehahn zur Spiilung mit heparinisierter physiologischer
Kochsalzlosung angeschlossen.

Es wurden je 30 pmol (entsprechend einer Dosis von 0,4-0,6 pmol/kg
KG) an NO (n=6), Nitrit und Nitrat (je n=3) sowie 1 pmol GSNO (n=6)
intravends neben salinen Kontrollen als Bolus randomisiert und
doppelblind appliziert.

Nach der Verteilung einer der applizierten Substanzen im Gefédlsystem
erfolgte am kontralateralen, dominanten Arm die vendse Blutabnahme.
Die Blutproben wurden durch eine in einer antekubitalen Vene liegenden
Butterfly-Kaniile (¢ 0,8 mm, Abbott, Sligo, Irland) entnommen. Die
Entnahme venoser Blutproben zur biochemischen Analyse erfolgte
ebenfalls kontralateral vor der Bolusgabe sowie nach 2, 5 und 10
Minuten. Am kontralateralen Arm wurden mogliche himodynamische
Veridnderungen durch die Gabe von NO-Standards und der Metabolite des
NO erfasst. Es erfolgte die kontinuiertliche Bestimmung des Diameters
der Arteria brachialis sowie des FBF. Herzfrequenz und Blutdruck
wurden mittels der beschriebenen Finapres-Methode an diesem Arm

bestimmt.
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Abbildung 5: Aufbau des angiologischen Messplatzes bei intravendser Infusion zur
Untersuchung systemischer angiologischer und biochemischer Verdnderungen durch
NO. Am nichtdominanten Arm erfolgte die Applikation von NO in die Vena mediana
cubiti. Nach systemischer Verteilung erfolgte die Messung des Unterarmblutflusses, des
Diameters der Arteria radialis sowie die vendse Blutabnahme aus der Vena mediana
cubiti am kontralateralen Arm.

Mathematisch-statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. R. Willers, Universitiatsrechenzentrum der
Heinrich-Heine-Universitiat. Alle statistischen Daten wurden als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Anderungen im Diameter
der Arteria brachialis, im Unterarmblutflul, in Herzfrequenz und
Blutdruck wurden mit dem nicht parametrischen Wilcoxontest analysiert.
Anderungen der Plasmakonzentration von Nitrosothiolen, Nitrit und
Nitrat wurden durch den Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Als
statistisch relevant galt im zweiseitigen Test ein p-Wert < 0,05. Zur

Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 10.0 fiir Windows.
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Die graphische Darstellung der Daten und die lineare Regression,
insbesondere zur Erstellung der FEichgeraden der Gasphasen-
Chemilumineszenz-Detektion und des HPLC-Systems wurden mit Hilfe
des Computerprogramms MicroCal Origin® (Version 6.0, MircoCal

Software Inc., Northhampton, MA, USA) durchgefiihrt.
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3.1

Ergebnisse

Entwickung und Validierung einer Gasphasen-Chemilumineszenz-

Methode zur Bestimmung von Nitrit und S-Nitrosothiolen

S-Nitrosothiolen kommt als Speicher- und Transportform von
Stickstoffmonoxid im humanen Plasma moglicherweise eine Rolle in der
Vermittlung der biologischen Wirkung von NO zu'**.

1.7 1992 beschriebenen basalen

Die zunidchst von Stamler et a
Konzentrationen von Nitrosothiolen im Plasma des Kaninchens lagen bei
etwa 7 uM. Neuere Studien belegten hingegen eine Plasmakonzentration
von endogenen Nitrosothiolen im nanomolaren Bereich'**%!*¥!¢_ Diese
Diskrepanz  griindet einerseits eventuell in Speziesunterschieden,
wahrscheinlicher jedoch ist sie durch die verschiedenen angewandten,
teils nicht fiir Nitrosothiole spezifischen Methoden zur Bestimmung der
niedrigen Nitrosothiolkonzentration im Plasma zu erkldren.

Eine sensitive Methode zur Messung der niedrigen Konzentrationen von
S-Nitrosothiolen in biologischen, plasmatischen Proben wurde von der
Arbeitsgruppe Marley et al. im Jahre 2000 beschrieben”. Durch ein
reduzierendes Agens als Reaktionslosung wird mit dieser Methode
sowohl aus Nitrit'"® als auch aus Nitrosothiolen stochiometrisch NO
freigesetzt. Das freigesetzte NO kann mittels der in Abschnitt 2.1.1
beschriebenen Gasphasen-Chemilumineszenz-Detektion gemessen
werden. Diese von Marley et al. beschriebene Methode wurde
weiterentwickelt und etabliert. In der Herstellung der Reaktionslosung
sowie im Vorgehen bei der Probenaufgabe wurden Veridnderungen
vorgenommen. So wurde die Zusammensetzung der iodhaltigen
Reaktionslosung verdndert. Die 2000 beschriebene Reaktionslosung
enthielt 100 mg Kaliumiodid gelost in 8 ml Essigsdure. Die zugesetzte
Essigsdure wurde reduziert auf 5,5 ml, zusitzlich jedoch 0,2 M I,

zugesetzt. Nach der Methode nach Marley musste eine Minute vor
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Aufgabe der Probe 200 mM Kupfer(Il)sulfat in die auf 70°C erwirmte
Reaktionslosung injiziert werden. Bei der Validierung der Methode
erwies sich jedoch mit der veridnderten Reaktionslosung die Zugabe von
Kupfer(Il)sulfat als nicht nétig, da weder Spezifitit, Sensitivitit oder
Wiederfindung durch Verzicht auf die Kupfer(Il)sulfat-Zugabe verédndert
wurden. Hingegen verbesserte die Erhitzung der Reaktionslosung auf
95°C statt 70°C die Wiederfindung von Nitrit und S-Nitrosothiolen.
Auch ein Zusatz von schaumreduzierenden Reagenzien, wie von Marley
bschrieben, war bei Verwendung der veridnderten Reaktionslésung nicht
notig. Ebenso war kein Wechsel der Reaktionslosung nach jeder
Probeninjektion nétig, sondern es konnten etwa 15 wissrige Proben eines
Volumens von 100 — 110 pl aufgegeben werden, ohne dass es zu einer
Veridnderung der Form des Ausschlags oder der Wiederfindung kam.
Plasmaproben fiihrten jedoch durch redoxaktive Bestandteile schneller zu
einem Verbrauch der reduzierenden Losung, so dass diese nach Aufgabe
von etwa 10 Proben ausgewechselt werden musste. Proben mit
Hiamoglobinbestandteilen fiihrten zu einer Abflachung des Signals nicht
jedoch zu einer Verdnderung der Fliche unter der Kurve, die zur
Bestimmung von Nitrit- und S-Nitrosothiolgehalt herangezogen wurde, so
dass auch hidmoglobinhaltige Proben zuverldssig vermessen werden
konnten. Jedoch war fiir diese Proben ein Wechsel der Reaktionslosung
nach dreimaliger Aufgabe notig. Die Messgenauigkeit wurde nicht durch
vorherige Injektion gréferer Mengen von Nitrit oder S-Nitrosoalbumin
beeinflusst.

Sowohl fiir Nitrit als auch fiir Nitrosothiole war das gemessene Signal
direkt proportional zur injizierten Menge, wobei die Anlage sowohl fiir
Volumen als auch fiir Konzentration sensibel war. Es wurde keine
Abweichung von der Linearitit fiir den Bereich von 0 bis 1200 nM
beobachtet.

Die Fliache unter der Kurve, nicht jedoch die Hohe des Ausschlags

korrelierte mit der injizierten Menge von Nitrit und Nitrosothiolen, da die
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Hohe des Ausschlags von der Geschwindigkeit der Injektion, der
Mischung mit dem denitrosierenden Reagens und der Geschwindigkeit
der Reduktion abhingig ist.

Durch Reinigung aller Glasbestandteile, Plastikschliuche und anderer
Bestandteile der Anlage mit Ethanol und demineralisiertem Wasser fiir
die Chromatographie konnte eine geringe gemessenen Basalkonzentration
an Nitrit weiter reduziert werden. Der Durchfluss des Heliumgases,
welches das Reaktionsgefdl durchstromt, musste konstant gehalten
werden. Ein Fluss von 100 — 200 ml/min erwies sich als guter
Kompromiss zwischen optimaler Sensitivitit (niedriger Gasfluss) und
schneller Analyse (hoher Gasfluss). Etwa 20 — 30 Proben konnten mit
dieser Methode pro Stunde gemessen werden.

Um eine artifizielle Nitrosierung von reduzierten Sulthydrylgruppen der
Plasmaproteine durch Nitrit und damit eine artifizielle Nitrosierung zu
verhindern, wurde allen Proben wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben
unmittelbar nach  Entnahme  beziehungsweise Inkubation N-
Ethylmaleimid zugesetzt'>°. Um die Effektivitit dieser
Probenaufbereitung zu iiberpriifen, wurden Proben vor Inkubation mit
authentischen NO-Standards mit 10 mM NEM versetzt. Die Inkubation
erfolgte anschlieBend bei 37°C fiir 5 Minuten mit NO-Standard einer
Endkonzentration von 65uM. Die Bildung von S-Nitrosothiolen konnte
durch die Alkylierung der Sulfhydrylgruppe der Plasmathiole durch NEM
zu 95% verhindert werden.

Vorangegangene Studien® legten nahe, dass es sich bei dem groBten Teil
der nitrosierten Substanzen in humanem Plasma um S-nitrosiertes
Serumalbumin handelt. Es wurden daher keine weiteren Untersuchungen
zur positiven Identifizierung von S-Nitrosoalbumin als Hauptanteil der
gemessenen  Nitrosothiole  unternommen. In den  folgenden
Untersuchungen konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sich die

gemessenen Nitrosothiole hauptsédchlich in den Plasmabestandteilen mit
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3.1.1

hohem Molekiilgewicht (>20kD) befinden (Abschnitt 3.2.2), welche zum

groften Teil aus Albumin bestehen.
Spezifitit, Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und Linearitét

Die Methode der Chemilumineszenz-Detektion ist besonders sensitiv fiir
Nitrit und S-Nitrosothiole in physiologisch relevanten niedrigen
nanomolaren Konzentrationen. Eine Linearitét fiir die Messung von Nitrit
und S-Nitrosothiolen konnte mit der beschriebenen Methode fiir den
Konzentrationsbereich  von 0 bis 1200 nM mit einem
Korrelationskoeffizienten von >0,998 in wissrigen und plasmatischen
Proben nachgewiesen werden. Die Sensitivitidt betrug fiir wissrige Proben
2 nM, fiir Plasmaproben 10 nM. Der Variationskoeffizient lag im
Wissrigen fiir Konzentrationen iiber 100 nM bei 3%, fiir Konzentrationen
unter 100 nM bei 6%. Fiir plasmatische Proben sind die entsprechenden

Werte 6 beziehungsweise 10%.

Wiederfindungsraten fiir Nitrit und S-Nitrosothiole in wissriger Losung

und im Plasma

Die Wiederfindungsraten von Nitrit und Nitrosothiolen fiir wéssrige
Proben sind in Abbildung 6 dargestellt. In wissrigen Proben wurden 100
+ 10% der aufgegebenen Konzentrationen von Nitrit wiedergefunden. In
plasmatischen Proben waren es 100 £+ 15% (n=8). Die
Wiederfindungsraten der Nitrosothiole lagen fiir wissrige Proben bei 95 +

10% und fiir biologische, proteinreiche Proben bei 90 + 10%.
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Abbildung 6: Wiederfindung von Nitrit und S-Nitrosothiolen (RSNO) in wissriger
Losung. Die ermittelten Parameter der Korrelation sind fiir Nitrit (Abb. A) a=-8,8834,
b=1,11187 und r=0,99936. Fiir die Wiederfindung von Nitrosothiolen (Abb. B) sind
diese Parameter a=-1,12935, b=1,00282 und r=0,99932.
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3.2

3.2.1

Metabolismus von Stickstoffmonoxid im humanen Plasma

Bildung von S-Nitrosothiolen, Nitrit und Nitrat nach Inkubation von

Plasma mit NO-Standards

Durch die zuvor beschriebenen Methoden wurde frisch isoliertes humanes
Plasma von niichternen gesunden Probanden auf die Konzentrationen an
Nitrit, Nitrat und S-Nitrosothiolen untersucht. Es wurden basale Werte
von 166 + 48 nM Nitrit, 16,4 £ 2,3 uM Nitrat und 12 * 4 nM S-
Nitrosothiole im humanen Plasma gemessen (n=7).

Lokale Stickstoffmonoxidkonzentrationen, die durch das GefiBBendothel
freigesetzt werden, liegen nach neueren Studien im Bereich niedriger
mikromolarer Konzentrationen®***’. Daher wurde humanes Plasma mit
Endkonzentrationen von 2uM NO-Lo6sung fiir 5 Minuten bei 37°C (n=7)
inkubiert. NO wurde dabei zum grofiten Teil zu Nitrit abgebaut. Unter
gleichen Bedingungen kam es ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg
der Konzentration der plasmatischen S-Nitrosothiole. Diese stieg
signifikant auf 242 + 58% der Kontrolle (von 12,14 £ 0,933 nM auf 34,86
+ 1,12 nM). Die Nitritkonzentration stieg auf 991 * 248% des
Basalwertes (von 165,8 = 47,8 nM auf 869,4 *+ 137,6 nM). Die
Konzentration des Nitrats im Plasma stieg nicht signifikant (p=0,198) auf
123 = 7% der Kontrolle ( von 16,3 + 2,7 auf 20,3 + 3,35 uM) (vgl.
Abbildung 7).
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Abbildung 7: Inkubation von frischem humanem Plasma mit Endkonzentrationen von 2
uM NO fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Konzentration der S-Nitrosothiole
(RSNO) und des Nitrits sowie zu einem nicht signifikanten Anstieg (p=0,198) der
Nitratkonzentration (n=7). Die Konzentrationen wurden unmittelbar nach fiinfminiitiger
Inkubation mit wissrigen NO-Standards bestimmit.

Die Konversion von NO im humanen Plasma wurde unter verschiedenen
Endkonzentrationen von zugesetzten NO-Standards untersucht. Dazu
wurde humanes Plasma mit ansteigenden Konzentrationen von 6 uM bis

zu Konzentrationen von 200 pM inkubiert, welche weit {iber

physiologischen Konzentrationen liegen (n=5). Die Ergebnisse zeigen,
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dass der GroBteil des zugefiigten Stickstoffmonoxids zu Nitrit oxidiert
wird (vgl. Abbildung 8). Ein geringerer Anteil des applizierten NOs
wurde zu Nitrat metabolisiert und etwa 4% des NOs fiihrten durch
Nitrosierung von Plasmathiolen zu einem signifikanten Anstieg der S-
Nitrosothiolkonzentration (vgl. Abbildung 8C). Im Gegensatz zu den
zuvor verwendeten niedrigen Konzentrationen konnten jetzt in hoheren
Konzentrationen 8-25% des applizierten NOs nicht wiedergefunden
werden.

Nitrit zeigte bei Zugabe hoher NO-Konzentrationen einen linearen
Anstieg (vgl. Abbildung 8A) wohingegen Nitrat und Nitrosothiole
hyperbolisch anstiegen (vgl. Abbildung 8B und C). Auch in
Konzentrationen, die weit iiber den physiologischen lagen, war der Pool
der zur Bildung von S-Nitrosothiolen bereitstehenden Bindungsstellen im

Plasma nicht séttigbar.
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Abbildung 8: Konzentrationsabhiéngige Konversion von NO zu Nitrit, Nitrat und S-
Nitrosothiolen (RSNO). Inkubation von Plasma mit ansteigenden Konzentrationen von
NO (6-200 uM) fiir 5 Minuten fiihrte zu konzentrationsabhiingiger Bildung von Nitrit
(Abb. A), Nitrat (Abb. B) und RSNO (Abb. C) (n=7). Abbildung D zeigt die Aufteilung
des applizierten NO auf die einzelnen Konversionsprodukte exemplarisch nach Zugabe
von 20uM NO und ist reprisentativ fiir den gesamten Konzentrationsbereich der Abb.
A-C. * markiert signifikante Anderungen vom Basalwert

Zur Darstellung der Dynamik der Konversion von NO zu den einzelnen
Stickoxiden und Nitrosoverbindungen wurde ein Zeitverlauf von Bildung
und Abbau der Metabolite erstellt. In fiinf unabhéngigen Versuchen
wurde frisches humanes Plasma mit einer Konzentration von NO (40uM)
inkubiert und die Bildung von Nitrit, Nitrat und S-Nitrosothiolen bei 37°C
tiber einen Zeitraum von 30 Minuten bestimmt. Die Untersuchungen
zeigten eine Zeitabhingigkeit der Nitrosothiolbildung (Abbildung 9).
Zwar bildete sich der Grofteil der S-Nitrosothiole unmittelbar nach

Zugabe des NO, ein Maximum wurde allerdings erst nach einer

Inkubationszeit von etwa 5 Minuten erreicht. Darauf fiel die
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3.2.2

Konzentration der Nitrosothiole um etwa 50% des Maximums im

Verlaufe von 30 Minuten.

40+ Nitrit [M] 40, Nitrat [uM] 2000, RSNO[nM]
s0{ *I /% 30- - 15001 * *
i ! T \
201 201 1000- X
10- 10- 5001
0 2] 0_ 0_ =]
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
Zeit [min]

Abbildung 9: Zeitverlauf des Metabolismus von NO im humanen Plasma. Die
Inkubation von Plasma mit NO (40 uM) fiihrte zu einer raschen Bildung von Nitrit
(links), Nitrat (Mitte) und S-Nitrosothiolen (rechts). Bei 37°C erreichte die RSNO
Konzentration jedoch erst nach 5 Minuten Inkubationszeit ein Maximum, gefolgt von
einem Abfall der Konzentration (n=5). * markiert signifikante Anderungen vom
Basalwert.

Fehlende Interaktion verschiedener Plasmakomponenten bei der Bildung

von S-Nitrosothiolen

Weitere Untersuchungen zielten darauf ab, eine mogliche Interaktion
zwischen niedrig- und hochmolekularen Plasmakomponenten bei der
Bildung von S-Nitrosothiolen aufzuzeigen. Durch Ultrafiltration wurde
Plasma in ein 20 kD Ultrafiltrat sowie eine Fraktion bestehend aus
Proteinen mit einer Molekiilmasse > 20kD aufgetrennt. Diese
letztgenannte Fraktion setzt sich vornehmlich aus Albumin zusammen.
Dem nativen Plasma, den beiden aufgetrennten Plasmafraktionen und den
wiedervermengten  Fraktionen = wurde  NO-Losung in  einer
Endkonzentration von 16uM zugesetzt und fiir 5 Minuten bei 37°C

inkubiert (n=3). 95% der Nitrosoverbindungen, die im nativen Plasma
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gemessen wurden, bildeten sich in der hochmolekularen Fraktion des
Plasmas. Nur ein sehr geringer Anteil wurde im Ultrafiltrat gemessen
(vgl. Abbildung 10). Der Gesamtanteil an Nitrosothiolen in den beiden
Fraktionen belief sich auf 96 + 8% der Konzentration des nativen
Plasmas. Bei Wiedervermengung der Fraktionen vor Inkubation mit NO,
konnten anndhernd die gleichen RSNO Konzentrationen wie im
Nativplasma gemessen werden. Da auch in Abwesenheit der Proteine des
Ultrafiltrats ein identischer Anteil der Nitrosothiole in der Fraktion des
Plasmas mit einer relativen Molekiilmasse > 20 kD gebildet wurde, muss
davon  ausgegangen  werden, dass unter den = gegebenen
Versuchsbedingungen keine Interaktion oder kooperativer katalytischer
Effekt zwischen den verschiedenen Plasmaanteilen bei der Bildung von

S-Nitrosothiolen besteht.
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Abbildung 10: Fehlende Interaktion verschiedener Plasmakomponenten bei der Bildung
von S-Nitrosothiolen im humanen Plasma. Humanes Plasma wurde durch Ultrafiltration
mit einem 20 kD cut-off Filter aufgetrennt in eine Fraktion mit hoher Molekiilmasse
(>20kD) und ein Ultrafiltrat (<20kD). Das native Plasma, die beiden Fraktionen und die
rekombinierten Plasmafraktionen (Rekomb.) wurden mit wissriger NO-Losung
inkubiert. Maximale RSNO Konzentrationen unterschieden sich in der Fraktion > 20kD
und den rekombinierten Fraktionen nicht signifikant von denen des nativen Plasmas.
(n=3) * markiert signifikante Anderungen vom Basalwert.

Intravasale Applikation von authentischen NO-Standards in den

humanen Kreislauf

Die Versuche zum Metabolismus von NO in vivo erfolgten an neun
gesunden Probanden im Alter zwischen 23 und 31 Jahren und einem
mittleren Alter von 26,5 Jahren. Die durchschnittliche Korpergrofle
betrug 172,3 cm, das mittlere Gewicht 62,6 kg.
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3.3.1

3.3.1.1

Wissrige NO-Standards konnten gefahrlos beim Menschen sowohl
intravenOs als auch intraarteriell appliziert werden. Bei der in vivo
Applikation von NO traten keine unerwiinschten Nebenwirkungen wie
Blutungskomplikationen, allergische Reaktionen, Schmerzsensationen
oder Odeme auf. Die Nachuntersuchungen wurden unmittelbar nach NO-

Applikation sowie drei Monate spiter durchgefiihrt.

Wirkung intraarteriell applizierter NO-Standards

Hamodynamische lokale Effekte intravasal applizierten NOs

Zur Untersuchung der biologischen Wirkung von NO in vivo auf das
lokale GefidBsystem wurden waéssrige authentische NO-Standards
intraarteriell appliziert (n=3). Es zeigten sich verglichen mit der
Halbwertzeit von NO im Blut ldnger andauernde lokale Effekte auf
arterielle Widerstandsgefdle und lokale LeitungsgefiBle. Es kam
unabhiéngig voneinander zu einem Anstieg des Unterarmblutflusses und
zu einer VergroBerung des Durchmessers der Arteria radialis des selben
Armes (Abbildung 11A und B). Dabei trat ein Effekt auf die
Leitungsgefidle frither ein und dauerte linger an im Vergleich zu der
beobachteten Dilatation der WiderstandsgefaGe.

S-Nitrosothiole fungieren moglicherweise als Vermittler der biologischen
Wirkung des NO durch Transport und nachfolgende Freisetzung
bioaktiven NOs. Daher wurde die lokalen Wirkung eines géngigen
niedrigmolekularen Nitrosothiols, S-Nitrosoglutathion, auf die Gefille des
Unterarms in vivo untersucht. S-Nitrosoglutathion (GSNO) wurde als
exogen infundiertes Nitrosothiol ausgewihlt, da GSNO ein niedrigeres
Risiko immunologischer Nebenwirkungen als ein heterologes Protein wie
Serumalbumin birgt. Die Dosis des applizierten GSNO war vergleichbar
mit der bei einer vorangegangenen Studie verwendeten” und zeigte in

Voruntersuchungen keine systemischen Nebenwirkungen.
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GSNO imitierte die vasodilatative Wirkung des NO auf beide
untersuchten GefidBabschnitte (n=3). Wie auch bei Infusion von NO
wurden die Makro- und MikrogefiBle des Unterarms dilatiert (vgl.
Abbildung 11C und D), wobei die Dilatation auch hier in den
Leitungsgefidfen friither einsetzte. Ein Vergleich der Wirkungen von NO
und GSNO eine Minute nach Infusion zeigte in beiden Fillen einen
Anstieg des Diameters der distalen Arterienabschnitte (um 7,7 £ 2,7% fiir
NO und um 8,1 * 2,6% fiir GSNO) und des Unterarmblutflusses (um 163
+ 55% fiir NO und um 9,4 + 8,9% fiir GSNO). Maximale Effekte wurden
jedoch bei der Applikation des Nitrosothiols in beiden GefiBBabschnitten
erst zu einem deutlich spiteren Zeitpunkt als bei Gabe von NO gemessen
(Abbildung 11D). Entgegen einer These, die Nitrit als den bioaktiven
Metaboliten des NO ansieht™, konnte bei Applikation von Nitrit keinerlei
lokale Wirkung auf Leitungs- und Widerstandsgefid3e in vivo beobachtet
werden. Auch Nitrat rief bei intraarterieller Infusion keine Vasodilatation
hervor. Weder die Applikation von NO noch von GSNO, Nitrit oder
Nitrat fiihrte zu einem Anstieg von Herzfrequenz oder zu einer
Veridnderung des Blutdruckes. Diese Ergebnisse sind nicht als Abbildung
dargestellt.
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3.3.1.2

Stickstoffmonoxid-Gabe S-Nitrosoglutathion-Gabe
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Abbildung 11: Vergleich der dilatorischen Effekte auf Leitungs- und Widerstandgefifie
des Unterarmes nach intraarterieller Infusion von 36 pmol/min NO iiber eine Minute
(Abb. A und B) bzw. 5 nmol/min GSNO iiber fiinf Minuten (Abb. C und D) (n=3).
Anderungen des Durchmessers der A. brachialis und des Unterarmblutflusses (FBF)
wurden gleichzeitig mittels hochaufl6sendem Ultraschall und
Venenverschluplethysmographie iiber eine Minute verfolgt.

Biochemische Verdnderungen in humanem Plasma durch intraarterielle

Applikation von NO

Durch Zugabe von NO-gesittigter Losung zum Plasma lie§ sich in vitro
ein Anstieg nitrosierter Plasmaproteine erzielen. Ziel war es, den Einfluss
authentischen NOs auf die Nitrosothiolspiegel bei gleichzeitig
beobachteter Vasodilatation in vivo zu untersuchen.

Wihrend intraarterieller NO-Infusion wurden nach dem in Abschnitt
2.3.1 beschriebenen Protokoll vendse Plasmaproben an der antekubitalen

Vene des selben Armes entnommen.
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Fiir drei Probanden wurden basale Werte der NO-zugehorigen Metabolite
im vendsen Plasma von 40 + 7 nmol/l S-Nitrosothiolen, 172 + 35 nmol/l
Nitrit und 38 + 9 pmol/l Nitrat vor Infusion des Stickstoffmonoxids
gemessen. Nach Beginn der intraarteriellen NO-Gabe wurden zu den
Zeitpunkten 15, 30, 45 und 60 Sekunden vendse Plasmaproben am
ipsilateralen Arm entnommen und auf die Metabolite des NO untersucht.
Es kam im Vergleich zum Basalwert zu einem signifikanten Anstieg der
Plasma-S-Nitrosothiole um mehr als 50% (auf 97,6 + 15,5 nmol/l) zum
Zeitpunkt der jeweils maximalen dilatatorischen Reaktion der arteriellen
Widerstandsgefie (vgl. Abbildung 12). Parallel stiegen die vendsen
Plasmaspiegel fiir Nitrit und Nitrat um das 40- bzw. 3fache bei maximaler
Dilatation der Leitungs- und Widerstandsgefi3e (auf 7,014 + 1,29 pmol/l
bzw. 128,2 + 20,3 umol/l) (n=3).

Bei der Infusion von Nitrit und Nitrat kam es hingegen nicht zu einem

nachweisbaren Anstieg der Konzentration der Plasmanitrosothiole.
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Abbildung 12: Biochemische Analyse der NO-Metabolite im Plasma wihrend der
Passage des Blutgefifisystems des Unterarms. Bei intraarterieller Infusion von 36uM
NO iiber eine Minute stiegen die Plasmakonzentrationen von Nitrit, Nitrat und S-
Nitrosothiolen in vendsen Blutproben der Vena mediana cubiti. Abgebildet sind basale
Konzentrationen (basal) sowie bei maximaler dilatatorischer Reaktion (max.) (n=3). *
markiert signifikante Anderungen vom Basalwert

Wirkung intravends applizierter NO-Standards

Héamodynamische systemische Effekte intravasal applizierten NOs

Zur Untersuchung eines moglichen systemischen Effektes von
Stickstoffmonoxid und S-Nitrosothiolen auf den humanen Kreislauf
wurden NO und Nitrosothiole intravends appliziert. Nach Verteilung im
Kreislauf wurden wie im Abschnitt 2.3.2 beschrieben am kontralateralen
Arm die Veridnderung des Tonus von Makro- und Mikrostrombahn
gemessen. Wie in Abbildung 13A und B dargestellt, konnte bei sechs
Versuchspersonen ein systemischer vasodilatatorischer Effekt durch die

intravenose Bolusgabe von NO-Losung beobachtet werden. Es kam durch
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NO zu einer Dilatation der Arteria brachialis und auch der
Widerstandgefi3e am kontralateralen Arm. Der Diameter der Arteria
brachialis stieg von einem Basalwert von 4,24 + 0,26 mm auf einen
maximalen Diameter von 4,43 + 0,24 mm an. Der Unterarmblutfluss des
kontralateralen Armes stieg signifikant von 1,58 + 0,16 ml/100ml
Gewebe/min basal auf ein Maximum von 2,18 #* 0,24 ml/100ml
Gewebe/min zeigte die Dilatation systemischer Widerstandsgefile.
Maximale dilatatorische Effekte traten 1 bis 5 Minuten nach
Bolusinjektion von 30 pmol NO auf. Die Wirkung auf den Diameter der
Arteria brachialis hielt dabei ldnger an als die Wirkung auf die
Widerstandsgefdlle. Ebenfalls kam es zu einem signifikanten Abfall des
mittleren arteriellen Blutdrucks (von 93 + 3 mmHg auf 88 + 1 mmHg)
ohne signifikante Verdnderung der Herzfrequenz (basal: 66 + 5/min; 5
Minuten: 67 + 5/min). Alle Parameter erreichten innerhalb von 45 bis 60
Minuten wieder basale Werte. Die Gabe von physiologischer
Kochsalzlosung in gleichem Volumen als Kontrolle zeigte keine
Anderung der GefiBweite.

Zur Untersuchung der Wirkung von Nitrosothiolen auf die systemische
Makro- und Mikrostrombahn wurde GSNO infundiert und kontralateral
eine mogliche Verdnderung des Gefil3diamters gemessen (n=6).

Wie auch bei der Gabe von NO konnte eine signifikante systemische
Dilatation von Widerstands- und Leitungsgefden beobachtet werden
(vgl. Abbildung 13C und D). GSNO fiihrte zu einer VergroBBerung des
Arteriendurchmessers (Basal: 4,03 + 0,57 mm; Maximum: 4,59 + 0,47
mm) und einer Erhohung des Unterarmblutflusses (Basal: 2,11 + 0,61
ml/100ml Gewebe/min; Maximum: 3,18 + 0,14 ml/100ml Gewebe/min).
Diese Effekte traten 1 bis 5 Minuten nach Bolusgabe auf. Wie auch bei
der Applikation von NO waren diese Effekte begleitet von einem Abfall
des Blutdruckes und auch einem zusétzlichen Anstieg der Herzfrequenz.
Der mittlere arterlielle Blutdruck sank von 82 + 4 mmHg auf 72 + 4

mmHg, die Herzfrequenz stieg von 62 + 4/min auf 81 + 4/min. Die
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3.3.2.2

systemische relaxierende Wirkung auf die Makrostrombahn hielt, wie
auch bei NO-Infusion, ldnger an als die Wirkung auf die
Widerstandsarterien (vgl. Abbildung 13).

Bei intravendser Bolusgabe von Nitrit und Nitrat konnte hingegen, wie
auch bei arterieller Applikation, bei keinem der Stickoxide ein

systemischer gefiBrelaxierender Effekt beobachtet werden (n=3).
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Abbildung 13: Systemische Wirkung bei intravendser Applikation von NO-Losung (30
pmol) auf Leitungs- und Widerstandsgefi3e (n=6) (Abb. A und B). 1 umol GSNO fiihrte
zu dhnlicher systemischer Dilatation (Abb. C und D). Der Effekt auf die Brachialarterie
dauerte jeweils lianger an als die Wirkung auf die Widerstandsgefife.

Biochemische Veridnderungen in humanem Plasma durch intravendse

Applikation von NO

Bei systemischer Gabe von Stickstoffmonoxid sollte ebenso wie auch im

Versuchsaufbau zu lokalen Effekten, wihrend der beobachteten
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Vasodilatation die Bildung von S-Nitrosothiolen in vivo untersucht
werden. Dazu wurde Plasma vor sowie 2, 5 und 10 Minuten nach vendser
Bolusgabe von NO am kontralateralen Arm entnommen und der
biochemischen Analyse zugefiihrt.

Zweil Minuten nach Bolusgabe stieg die Konzentration der Plasma-S-

Nitrosothiole signifikant von 38 6 auf 59 + 8 nmol/l an (n=6).
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4

Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1.

Es gelang, eine hochsensitive und -spezifische Methode auf Basis
der Chemilumineszenz-Detektion weiterzuentwickeln und zu
etablieren. Die Methode erlaubt mit einer Sensitivitit von 2 nM
die Bestimmung von Nitrit und S-Nitrosothiolen in wissrigen und
biologischen Proben.

Mit Hilfe dieser Methode konnte der Metabolismus von NO im
humanen Plasma wie folgt charakterisiert werden: Basale
plasmatische Konzentrationen von S-Nitrosothiolen lagen
entgegen fritheren Untersuchungen im nanomolaren Bereich.
Physiologische und supraphysiologische Konzentrationen von
zugesetztem NO unterlagen im Plasma nicht nur einem oxidativen
Abbau, sondern auch einem nitrosativen Metabolismus unter
Bildung von  S-Nitrosothiolen = ohne  Erreichen einer
Siattigungsgrenze. Die Bildung der Nitrosothiole erfolgte nahezu
ausschlieBlich an hochmolekularen Proteinen und folgte einer
zeitabhingigen Kinetik.

In-vivo-Applikation von NO-gesittiger Losung fiihrte sowohl
lokal wie auch systemisch zur Bildung plasmatischer S-
Nitrosothiole und gleichzeitig zu einer Dilatation von Leitungs-
und WiderstandsgefiBlen. Die Applikation exogener S-
Nitrosothiole fithrte zu &dhnlichen dilatatorischen Effekten,
wohingegen die Infusion der oxidativen Metabolite des NO (Nitrit
und Nitrat) sich unter den gegebenen Bedingungen als biologisch

inaktiv erwiesen.

Im folgenden Abschnitt wird zunéchst auf die Vor- und Nachteile der

verwendenten Chemilumineszenz-Methode im Vergleich zu anderen

bereits

etablierten Methoden zur Bestimmung der Nitrosothiole

eingegangen. Im Abschnitt 4.2 werden die Ergebnisse zum Metabolismus
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4.1

authentischen NOs diskutiert. Die Erkenntnisse zur lokalen und
systemischen vasodilatatorischen Wirkung von NO und seiner Metabolite
werden dann in Abschnitt 4.3 diskutiert und die besondere Rolle der S-

Nitrosothiole an der Vermittlung dieser Wirkung beleuchtet.

Methodenkritik der reduktiven Bestimmung von S-Nitrosothiolen

mittels Chemilumineszenz

Fir die zuverldassige Messung niedriger Konzentrationen von S-
Nitrosothiolen in biologischen Proben wurde eine sensitive Methode auf
Basis der Chemilumineszenz-Detektion etabliert. Im Vergleich zu
anderen Methoden zur Bestimmung von RSNO zeichnete sie sich durch
eine hohe Sensitivitét fiir Nitrosothiole aus. Mehrere Methoden sind zur
Bestimmung von Nitrosothiolen beschrieben, die im folgenden vorgestellt
und beurteilt werden sollen.

Die Arbeitsgruppe Samouilov/Zweier'> beschrieb 1998 eine Methode zur
Messung von Nitrosothiolen, die ebenfalls auf einer Chemilumineszenz-
Reaktion basiert. Die verwendete Reaktionslosung bestand aus
Hydroquinon (0,1mM) und Quinon (0,01 mM) in 1M Trispuffer (pH 10).
Zwar ist mit dieser Methode eine Bestimmung des Nitrosothiolgehalts
einer Probe moglich, eine Messung des Nitritgehaltes jedoch nicht. Durch
starke Schaumbildung in Anwesenheit hoher Proteinkonzentrationen ist
zudem die Zugabe von relativ hohen Mengen von 2-Oktanol, Silikon oder
anderen  schaumreduzierenden =~ Reagenzien  zu  biologischen,
proteinreichen Proben notig?®.

Eine weitere in der Literatur beschriebene Methode basierend auf der
Chemilumineszenz-Detektion ist die reduktive Freisetzung von NO aus S-
Nitrosothiolen durch eine Losung aus 1 mM L-Cystein und 100 uM
Kupferchlorid nach Fang/Gaston et al.”>. Diese Methode eignet sich zur
Quantifizierung von Nitrosothiolen in wissriger Losung. Auch diese
Methode erlaubt keine Bestimmung von Nitrit. Der entscheidende

Nachteil der Methode nach Fang/Gaston liegt jedoch in der Tatsache, dass
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eine Messung von Nitrosothiolen in biologischen Proben bei
physiologischem pH-Wert nicht moglich ist. Lediglich im Serum und
unter sauren Bedingungen (pH 3,5) erlaubt die Methode die Bestimmung
von Nitrosothiolen. Unter diesen Bedingungen kann es jedoch durch
Reduktion des Nitrits zu NO zu einer artifiziellen S-Nitrosierung kommen
und damit zu falsch positiven Ergebnissen™.

Ebenso auf Chemilumineszenz fuit die Methode zur Bestimmung von
RSNO nach der Arbeitsgruppe Ewing et al.>*. Sie stellt eine Modifikation
des klassischen Saville-Verfahrens dar’'. Nitrosoniumionen werden dabei
zundchst quecksilberkatalysiert aus Nitrosothiolen freigesetzt und
reagieren weiter zu Nitrit. Dieses wird durch eine Reaktionslosung
bestehend aus Vanadium (III) (0,1 VCls in 2M HCI) zu NO riickreduziert.
NO wird dann mittels Chemilumineszenz bestimmt. Geringe
Konzentrationen von Nitrosothiolen heben sich bei diesem Verfahren nur
wenig von einem hohen Grundspiegel des Nitrits ab. Neben starkem
Schiumen der Probe beschreiben andere Arbeiten falsch positive
Ergebnisse fiir Nitrit bei Anwendung dieser Methode™. Denn durch die
angewendete Reaktionslosung werden auch 50-70% des in der Probe
enthaltenen Nitrats zu NO reduziert. Die Saville-Methode fiihrt zudem
nicht zu einer stochiometrischen Freisetzung von Nitrit aus
Nitrosothiolen. Nur etwa 80% werden in wéssriger Losung und sogar ein
geringerer Anteil in biologischen Proben zu Nitrit umgesetzt. Dies fiihrt
zu falsch negativen Ergebnissen fiir die Nitrosothiolkonzentration'”.
Stamler et al. beschrieben 1992 eine basale Nitrosothiolkonzentration von
etwa 7 uM im Plasma des Kaninchens'?’. Dieser Wert wurde bestimmt
mittels einer Photolyse-Reaktion. Dabei wird photolytisch die S-NO
Bindung der Nitrosothiole gespalten. Freigesetztes NO wird dann mittels
Chemilumineszenz gemessen. Die durch die Arbeitsgruppe berichtete
basale Konzentration der Nitrosothiole im Plasma liegt etwa um den
Faktor 100 hoher als durch nachfolgende Arbeiten beschrieben’*'#. Die

Photolysereaktion erwies sich als nicht spezifisch fiir Nitrosothiole, da
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4.2

NO nicht nur aus Nitrosothiolen freigesetzt wird, sondern auch aus Nitrit,
Nitrosaminen und Dinitrosyl-Eisen-Komplexen®. Zusiitzlich fiihrt die
Photolyse und anschlieBende Erhitzung zu einem Abbau von Nitrit™.

Im Vergleich zu den vorgestellten Methoden erweist sich die hier
beschriebene Chemilumineszenz-Methode auf der Basis einer lodid
enthaltenden Reaktionslosung als iiberlegen. Die zunichst von Marley et
al. beschriebene Methode™ konnte weiter verbessert werden durch eine
Modifikation der verwendenten Reaktionslosung. Es war keine Zugabe
von Kupfer(Il)sulfat vor der Probenaufgabe mehr notig. Auch mussten
keine schaumreduzierenden Reagenzien verwendet werden. Ein
Austausch der Reaktionslosung war erst nach 15, 10 bzw. 3 aufgegebenen
Proben bei wissrigen, plasmatischen bzw. hdmoglobinhaltigen Proben
notig. So erwies sich die Methode als besonders schnell und wenig
storanféllig. Sowohl Nitrit als auch Nitrosothiole konnen in wissrigen
und auch in biologischen, proteinhaltigen Proben bei physiologischem pH
mit hoher Sensitivitdat, Spezifitit und Reproduzierbarkeit bestimmt
werden. Keine Extraktion oder Deproteinierung war notwendig. Durch
das hier beschriebenen Vorgehen konnte zwischen Nitrit und S-
Nitrosothiolen unterschieden werden. Es fand jedoch durch das Vorgehen
keine Unterscheidung der einzelnen Nitrosthiole (S-Nitrosoalbumin, S-
Nitrosocystein und S-Nitrosoglutathion) und méglicher N-, O- oder C-

Nitrosoverbindungen statt.
Oxidative und nitrosative Konversion von NO in humanem Plasma

Die mittels der verbesserten und validierten Chemilumineszenz-Methode
gemessene basale Konzentration von S-Nitrosothiolen im humanen
Plasma lag im niedrigen nanomolaren Bereich (12 + 4 nM). Dieses
Ergebnis ist im Einklang mit aktuellen Studien’"*'*'. Die bereits friih von
Stamler et al. publizierten Konzentrationen von RSNO im Plasma des
Kaninchens lagen hingegen im mikromolaren Bereich'**1%’. Angaben

iiber die basalen Werte der S-Nitrosothiole beim Menschen schwanken
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zwischen 24 + 9 nmol/I'® und 9,2 + 1,6 pmol/1'*

. Diese groBBe Differenz
zwischen den Studien Idsst sich einerseits moglicherweise durch
Speziesunterschiede erkldaren. Andererseits wurden die Daten von Stamler
et al. unter Anwendung der oben beschriebenen Photolyse-Methode
gewonnen, die sich als nicht spezifisch fiir Nitrosothiole erwiesen hat
(vgl. Abschnitt 4.1).

Bei  Inkubation von  humanem Plasma mit authentischer
Stickstoffmonoxid-Losung unterlag dieses einem raschen Abbau, der zu
groBten Anteilen durch Oxidation zu Nitrit fiihrte®>™. Geringere Anteile
des zugefiigten NOs wurden zu Nitrat abgebaut, was ebenfalls durch
vorangegangene Studien belegt wurde®’. Daneben konnte aber auch die
Bildung von S-Nitrosothiolen im humanen Plasma gezeigt werden, wobei
etwa 4% des applizierten NOs der Bildung von Nitrosothiolen dienten
(vgl. Abbildung 7). Ein dhnlicher Anteil von RSNOs wurde auch bei der
S-Nitrosothiolbildung durch Gabe von NO-Donatoren in anderen Studien
erreicht™.

Es konnte gezeigt werden, dass die physiologischen Konzentrationen von
S-Nitrosothiolen durch NO-Exposition um ein Vielfaches gesteigert
werden konnten. Selbst bei Zugabe von Endkonzentrationen von 200 uM
NO waren die Proteinbindungsstellen fiir NO nicht séttigbar, womit das
therapeutische Potential der endogenen physiologischen NO-Speicher
aufgezeigt wird (vgl. Abbildung 8). Jedoch auch bei Applikation
physiologischer Konzentrationen von NO, entsprechend den an der
Oberflache von Endothelzellen gemessenen Konzentrationengg, konnte
eine Bildung von RSNO festgestellt werden.

Weitere in vitro Untersuchungen ergaben eine Zeitabhingigkeit der S-
Nitrosothiolbildung. Zugabe von NO zum Plasma fiihrte zur sofortigen
Bildung von Nitrosothiolen. Ein Maximum der Konzentration der
Nitrosothiole wurde jedoch erst nach fiinfminiitiger Inkubation erreicht
(vgl. Abbildung 9). Diese Ergebnisse konnen nicht durch eine einfache

Autoxidation und nachfolgende Nitrosierung der Thiole erkldart werden,
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4.3

4.3.1

sondern lassen einen komplexen Mechanismus der Nitrosothiolbildung
vermuten. Eine positive kooperative Interaktion bei der Bildung von S-
Nitrosothiolen zwischen Thiolen hohen (>20kD) und niedrigen (<20kD)
molekularen Gewichts konnte jedoch unter den vorhandenen
Versuchsbedingungen  ausgeschlossen ~ werden.  Obgleich  die
Konzentrationen von reduzierten niedrigmolekularen Thiolen im Plasma
etwa 10 uM betrigt®, scheint der Nitrosierung dieser Thiole geringere
Bedeutung zuzukommen, da kein signifikanter Anstieg der Nitrosothiole
in der Fraktion des Plasmas mit niedrigem Molekiilgewicht beobachtet
werden konnte (vgl. Abbildung 10). Vielmehr scheinen Nitrosothiole mit
niedrigem Molekiilgewicht, wie zum Beispiel GSNO, durch
Transnitrosierung und Abgabe von NO durch Nitrosothiole hoher
molkularer Masse wie Nitrosoalbumin zu entstehen. Diese
niedrigmolekularen Thiole haben eine kurze Halbwertzeit und konnen

rasch biologisch aktives NO freisetzen'*.

Biologische Wirkung von NO und biochemischer Nachweis der

Bildung plasmatischer S-Nitrosothiole in vivo

Lokale und systemische vasodilatatorische Wirkung von NO in vivo

Die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen zeigten, dass die Zugabe von
gelostem NO zum Plasma zu einem Anstieg der Konzentration der
Nitrosothiole fiihrt. Ob diese Beobachtung auch auf die in vivo Situation
ibertragen werden konnte, war bislang unklar. In vivo spielen unter
anderem Reaktionen mit Erythrozyten eine wichtige Rolle. Innerhalb der
roten Blutkorperchen wird NO schnell entweder zu Nitrosylhimoglobin,
zu  S-Nitrosohdmoglobin oder zu Methdmoglobin und Nitrat
metabolisiert’”. Der rasche Abbau im Erythrozyten wirft besonders die

Frage auf, ob appliziertes NO in vivo zur Bildung plasmatischer
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Nitrosothiole dienen kann und so gespeichert vasodilatatorische
Wirkungen auf die lokale und systemische Zirkulation ausiibt.

Bei der in vivo Gabe von NO zur Untersuchung moglicher lokaler und
systemischer dilatativer Eigenschaften wurden niedrigere Dosen appliziert
als Intensivpatienten wihrend Inhalationstherapie erhalten. Diese
Patienten inhalieren iiber langere Zeit etwa 25-35 ppm NO pro Minute. 1
ppm entsprechen 41 nmoles NO, so dass es bei einem
Atemminutenvolumen von 6 1/min und einer Resorption von 90% zu
einer NO-Aufnahme von 5,5-7,7 umol/min durch Inhalation kommt. In
Studien zu systemischen Wirkungen der Inhalationstherapie wurden diese
Dosen iiber 60 bis 80 Minuten inhaliert, so dass deutlich hohere Mengen
appliziert wurden als in den vorliegenden Versuchen'”.

Bei der intraarteriellen Applikation von gelostem NO kam es zu einer
lokalen am selben Arm beobachteten Vasodilatation arterieller Leitungs-
und Widerstandsgefdle. Die Dilatation in diesen GefidBabschnitten trat
unabhingig von einander auf. Die Dauer des lokalen Flussanstiegs war
deutlich ldnger als durch vorangegangene biochemische Studien zur

Halbwertzeit von NO im Blut zu erwarten war %

. Fir diese
verlangerte Wirkung von NO gibt es zwei Erkldrungsmoglichkeiten:
Einerseits konnte eine ldnger andauernde  Aktivierung von
Signalkaskaden in distalen Gefd3abschnitten vorliegen. Andererseits mag
die Bildung von bioaktiven NO-Speicherstoffen stattfinden, die NO
verzogert wieder freisetzen konnen.

Die lokale Dilatation der Arteria radialis als Beispiel eines
Leitungsgefifles trat in dieser Versuchsreihe frither als die Dilatation der
Widerstandsgefdlle auf (vgl. Abbildung 11A und B). Dies spricht dafiir,
dass dieser Effekt tatsdchlich auf das applizierte NO zuriickzufiihren ist
und nicht auf eine gesteigerte endotheliale NO-Bildung durch erhohte
Scherkrifte bei einem Flussanstig in der Mirkostrombahn. Fiir die

deutlich ldanger anhaltende Dilatation der Leitungsgefife kann ein

zusitzlicher flussmediierter Mechanismus als Erkldrung dienen. Weitere
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mogliche Erkldrungen fiir die lang anhaltende Antwort der Arteria radialis
kann auch eine Variation der Intensitit und Dauer der
Guanylatcyklaseaktivitdt des glatten Muskels entlang des GefidB3bettes
sein. Ebenso konnte eine Gegenregulation durch Signalkaskaden die NO
induzierte Dilatation der Widerstandsarterien aufheben. Diese ist unter
anderem auch durch den Nihrstoffbedarf des Gewebes beeinflusst.
Leitungsgefile  hingegen sind weniger sensibel fiir diese
gegenregulatorischen Mechanismen. Zusitzlich konnen Unterschiede in
weiteren Transnitrosierungsreaktionen von Thiolen oder in der Hohe des
oxidativen Stresses zwischen Widerstands- und LeitungsgefiBBen
bestehen.

Durch die folgende venose Applikation von NO konnte eine systemische
Wirkung von NO beobachtet werden. Obwohl Stickstoffmonoxid im Blut
innerhalb von Millisekunden abgebaut wird, konnten nach Verteilung des
applizierten Stickoxids im gesamten Blutvolumen systemische und
minuten andauernde Effekte auf die glatte Muskulatur der Gefille
beobachtet werden (vgl. Abbildung 13A und B). Durch NO, dem bisher
nur autokrine und parakrine Wirkungen zugeschrieben wurde, konnte eine
Dilatation der Widerstands- und LeitungsgefiBle des kontralateralen
Armes hervorgerufen werden. Die Erweiterung der Leitungsgefilie
dauerte wie auch bei der lokal beobachteten Wirkung von NO ldnger an
als die der Mikrozirkulation. Die Kinetik der hdmodynamischen
Veridnderungen entsprach mit einem Maximum bei etwa 5 Minuten der in
vitro beobachteten Kinetik der S-Nitrosothiolbildung und der
Halbwertzeit der Nitrosothiole im Plasma. Dies unterstiitzt die These,
dass die systemische Wirkung von NO durch die Bildung metastabiler
Nitrosothiole vermittelt wird. Ahnlich wie klinische Studien, die
Nebenwirkungen der NO-Inhalationstherapie zum Beispiel auf die
Thrombozytenaggregation belegen, konnte eine systemische Wirkung des

Stickstoffmonoxids gezeigt werden. Dieses kann eventuell neue
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4.3.2

therapeutische Felder in der Therapie vaskuldrer Erkrankungen, die in

Verbindung mit endothelialer Dysfunktion stehen, aufzeigen.

Lokale wund systemische gefdfrelaxierende Wirkung von S-

Nitrosoglutathion in vivo

Zur Identifizierung eines an der biologischen Wirkung von
Stickstoffmonoxid beteiligten Metaboliten, wurden Nitrit und Nitrat
sowie ein niedrigmolekulares Nitrosothiol, S-Nitrosoglutathion, lokal und
systemisch in das Kreislaufsystem des Menschen appliziert.

Das infundierte S-Nitrosoglutathion rief bei arterieller Gabe lokale
Effekte hervor, welche den Wirkungen des Stickstoffmonoxids auf den
GefiBtonus dhnlich waren. Wie bei Gabe von Stickstoffmonoxid erfolgte
auch unter Gabe des Nitrosothiols eine voriibergehende lokale Weitung
der Widerstands- und Leitungsgefifle. Die Dilatation der Arteria radialis
erschien nach GSNO-Infusion deutlicher und auch lidnger anhaltend als
durch Applikation von NO (vgl. Abbildung 11C und D). Eine Erklarung
hierfiir kann eine direkte Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus GSNO
darstellen. Authentisches exogenes NO reagiert im Gegensatz dazu
zundchst mit Albumin zu Nitrosoalbumin. Nur etwa 4% des applizierten
Stickstoffmonoxids dienen nach den Ergebnissen der in vitro
Untersuchungen der Bindung an Plasmaproteine und damit Bildung von
Nitrosoalbumin. Erst nach Transnitrosierung von Nitrosoalbumin zu
GSNO kann biologisch aktives NO freigesetzt werden®"'**,

Auch bei systemischer Gabe von S-Nitrosoglutathion konnten
gefialrelaxierende Effekte beobachtet werden. Die gefalldilatierende
Wirkung von 1pumol GSNO erwies sich als zwei bis dreifach so stark wie
die durch Bolusgabe von 30 pumol NO ausgeloste. Die Tatsache, dass die
Wirkung in vivo von NO und GSNO sich nicht 1:1 entsprachen, ist im
Einklang mit den vorgestellten in vitro Daten, nach denen nur etwa 4%
des dem Plasma zugesetzten NOs zu Nitrosothiolen umgewandelt wird.

Dabei entsteht zunichst vor allem SNO-Albumin, welches wesentlich
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stabiler ist als S-Nitrosoglutathion. Bei gleichem verzdgertem Einsetzen
der Dilatation nach NO oder GSNO-Gabe scheint die in vivo
Transnitrosierungsreaktion kein geschwindigkeitsbeschriankender Schritt
zu sein'".

Entgegen der bestehenden These, dass Nitrit das eigentlich bioaktive
Konversionsprodukt des Stickstoffmonoxids darstellt38, konnte weder
Nitrit noch Nitrat ein vasoaktive Wirkung hervorrufen.

Bei der Betrachtung der Daten zur vasoaktiven Wirkung von NO im
GefiBsystem muss bedacht werden, dass nach neuesten Untersuchungen
durch eine Bolusinjektion, wie sie bei den Untersuchungen zur
systemischen Wirkung von NO durchgefiihrt wurde, eine artifizielle
Nitrosierung in vitro beobachtet werden konnte**®'. Ob die in vivo Bolus-
Injektion im Vergleich zur Infusion ebenfalls eine Verdnderung des
Verhiltnisses von oxidativem und nitrosativem Metabolismus herbeifiihrt,
ist derzeit nicht klar.

Neben oxidativen und nitrosativen Reaktionen im Plasma kann NO
alternative Abbauwege wie Reaktionen mit Sauerstoffabkdmmlingen,
Diffusion in Gewebe und Blutzellen oder Reaktionen innerhalb des
Erythrozyten eingehen''®. Abhingig von der Sauerstoffsittigung des
Blutes kann NO wie bereits beschrieben mit Himoglobin zu Nitrat oder
aber zu Nitrosyl- oder S-Nitrosohdmoglobin reagieren. Der Bildung von
Nitrosohdmoglobin wurde eine Rolle in der Regulation von Transport und
Freisetzung von Sauerstoff im peripheren Gewebe zugesprochen’’. Auch
konnte in neuesten Studien gezeigt werden, dass unter Anwesenheit von
Erythrozyten die Bildung von Nitrosothiolen im Plasma reduziert ist''®.
Die Arbeitsgruppe von Liao et al. zeigte jedoch, dass der Abbau von NO
durch die Erythrozyten unter Flussbedingungen sinkt*, so dass davon
ausgegangen werden muss, dass rote Blutkdrperchen unter diesen
Bedingungen einen geringeren Anteil am Abbau des intravasalen
Stickstoffmonoxids tragen. Die Moglichkeit, dass ein Teil der NO
induzierten Dilatation durch SNO-Hb'*®* oder NO-Hb>’ vermittelt ist,
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kann derzeit nicht ausgeschlossen werden. Sie erweist sich jedoch
zusitzlich durch die Tatsache als unwahrscheinlich, dass
intraerythrozytires H@moglobin mit NO etwa 1000fach langsamer
reagiert als freies Himoglobin®.

Die in vivo Bildung von Nitrosothiolen kann damit wenigstens zum Teil
fiir die lokale dilatatorische Wirkung von NO auf Widerstands- und

LeistungsgefiBe verantwortlich zu sein''’.

Bildung von S-Nitrosothiolen in vivo

Zur weiteren Stiitzung der These, dass plasmatische Nitrosothiole eine
regulative Rolle im NO-Transport einnehmen, konnte wéihrend der
beobachteten Dilatation der UnterarmgefdBe die Bildung dieser
Metabolite in vivo gezeigt werden.

Bei der Applikation von NO in die Arteria radialis wurden ipsilateral,
nach einmaliger Passage durch die Mikrozirkulation des Unterarms,
venose Blutproben entnommen und biochemisch untersucht. Die
intraarterielle Applikation von NO fiihrte dabei zu einem signifikanten
Anstieg der Plasmakonzentrationen von Nitrit, Nitrat und von S-
Nitrosothiolen (vgl. Abbildung 12). Es konnte somit die Bildung von
Nitrosothiolen in vivo gezeigt werden.

Ebenso wurden im vendsen Protokoll simultan zur auftretenden
systemischen Vasodilatation vendse Blutproben entnommen. Die Infusion
von NO fiihrte dabei zu einem Anstieg des systemischen Plasmanitrits,
und -nitrats sowie zu einem signifikanten Anstieg der systemischen
RSNO-Konzentrationen. So konnte simultan zu einer systemischen
Vasodilatation durch NO auch die Bildung der moglicherweise an der
Vermittlung der prolongierten Wirkung beteiligten Metabolite des NO
gezeigt werden. Zu betonen ist, dass die Nitrosothiole nach einer Zeit, die
der Kreislaufzeit zum Transport an den kontralateralen Arm entspricht,

gemessen werden konnten.
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Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung des Plasmas als
physiologischer Ort des NO-Transportes. Da trotz Anwesenheit von
Erythrozyten in vivo die Bildung plasmatischer Nitrosothiole im Plasma
beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass ein Teil des NOs
dem Metabolismus im Erythrozyten entgehen kdnnen. Eventuell konnen
Nitrosothiole jedoch auch durch die roten Blutkdrperchen gebildet und ins
Plasma freigesetzt werden'®.

Fiir die beobachtete Erhohung der Nitritkonzentration kann die Oxidation
von NO im Plasma verantwortlich gemacht werden. Der Anstieg des
Nitrats ist vermutlich auf die Reaktion von NO mit Oxyhdmoglobin zu
Methimoglobin und Nitrat im Erythrozyten zuriickzufiihren . Ein Teil
des Nitrats, das wihrend der Passage durch die Unterarmzirkulation
gebildet wurde, entstammt moglicherweise auch der Konversion von
Nitrit zu Nitrat innerhalb des Erythrozyten durch Hadmoglobin. Die
berichteten Kinetiken fiir die Aufnahme von Nitrit in die Erythrozyten
und die nachfolgende Autoxidation von Nitrit und Hamoglobin sind
jedoch sehr langsam94. Wihrend der kurzen Zeit der Passage des Blutes
durch die Unterarmzirkulation, die etwa 4-10 Sekunden dauert144, kommt
diese Reaktion des Nitritabbaus daher nur bedingt in Frage. Daher scheint
innerhalb des Erythrozyten die Inaktivierung von NO zu Nitrat der
vorrangige Abbauweg zu sein.

In beiden Versuchsanordnugen konnten etwa 30 % des applizierten NO
nicht in Form seiner Metabolite Nitrit, Nitrat und S-Nitrosothiole
wiedergefunden werden. Eine mogliche Erkldrung hierfiir kann sein, dass
ein Teil des applizierten NO in andere hier nicht gemessene Metabolite
konvertiert wurde oder aber in Blutzellen oder Gewebe diffundierte und

daher nicht detektiert wurde.
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Ausblick

Neben Endothelzellen wurde auch fiir Thrombozyten®®, Leukozyten’® und
Erythrozyten® die Produktion von Stickstoffmonoxid nachgewiesen.
Sogar fiir Hamatozyten von Nichtsdugern wurde die Bildung von NO
gezeigt'"’. Eine herabgesetzte NO-Bildung durch Endothel- und
Blutzellen wurde in Zusammenhang gebracht mit kardiovaskulidren
Erkrankungenlg, so dass eine Therapie dieser Erkrankungen durch
exogenes NO moglich erscheint.

Die systemische Applikation von Standards wissrigen NOs kann der
Applikation von klinisch gut bekannten NO-Donatoren iiberlegen sein.
NO ahmt den physiologischen Verlauf des NO-Transports und
Metabolismus enger nach als pharmakologische NO-Donatoren. Dies
beinhaltet Aufnahme, Transport und Freisetzung von NO durch
physiologische bluteigene Transporter. Dadurch werden arteriovenose
Gradienten, Sauerstoffsittigung und Sauerstoffversorgung des Gewebes,
der intensive interzelluldre Kontakt von Blutzellen wihrend der Passage
durch die Mikrostrombahn und die Interaktion von transportiertem NO
mit dem Endothel und dem glatten Muskel mit beriicksichtigt.
Bluteigenes oder im Blut transportiertes Stickstoffmonoxid hemmt die
Thrombozytenaggregation'” und verringert Reperfusionsschiden nach
ischidmischen Infarkten'® sowie die Margination von Leukozyten. Auch
beeinfluBt NO den Na’/H® Austausch und bietet Widerstand gegen

% Der Metabolismus und die

hypotone Himolyse von Erythrozyten'
Verteilung von NO und damit seine Wirkung mag in vivo grofle
Heterogenitdt aufweisen, abhingig von GefdgroBe, Himatokrit,
Flussgeschwindigkeit und Scherkriften’’. Entsprechend beeinflussen
diese GroBen die Aufnahme und den Metabolismus von
Stickstoffmonoxid im Plasma des erythrozytenfreien Bereiches entlang
der GefiBwand sowie innerhalb des Erythrozyten''. Hinzu kommt, dass

auch die Erythrozytenmembran einen heterogenen Konversionsort
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darstelltgs, der Einfluss nehmen kann auf die Effekte von NO auf die
Mikrozirkulation'®.

Diese physiologischen Unterschiede und Gradienten konnen iiberdeckt
werden durch die intraarterielle Infusion von NO-Donatoren wohingegen
authentisches  Stickstoffmonoxid der physiologischen Modulation
unterliegt.

Ein weiterer Nachteil der klinisch genutzten NO-Donatoren gegeniiber
gelostem NO ist die Tatsache, dass sie vor der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid zunichst innerhalb der GefdBwand bioaktiviert werden
miissen. Dieser Prozess ist jedoch abhidngig von endothelialer und
glattmuskulirer Funktion'®.

Erythrozyten und plasmatische Transporter von NO unterscheiden sich
darin, dass die Bildung von plasmatischen NO-Produkten nicht abhéngig
ist von einem arteriovendsen Sauerstoffgradienten. Durch die
Beobachtung, dass sowohl Leitungs- als auch Widerstandsgefiale bei
systemischer Applikation von NO oder S-Nitrosoglutathion dilatierten,
wird diese These unterstiitzt. Dies kann wichtige therapeutische
Anwendungen aufzeigen. Kontinuierliche intravendse Infusion von
angemessenen Dosen authentischen NOs moduliert physiologische
plasmatische NO-Triger und mag damit der Beeinflussung von
Thrombozytenfunktion und GefidBtonus dienen. Dies erscheint als ein
attraktives Konzept bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion, welche
zu Krankheitsbildern wie koronararterieller Erkrankung und peripherer
arterieller Verschlusskrankheit fithren kann. Dabei wiirden bluteigene
Transporter genutzt und der Bioeffektor so auf physiologischem Wege zu
seinem Zielgewebe gebracht. Die Ermittlung der angemessenen Dosis
und geeigneten Darreichung, inhalativ oder intravends, zur selektiven
Dilatation epikardialer Gefdfle, kann daher auch zur Behandlung von
Patienten mit akutem Koronarsyndrom von Interesse sein. Noch
wesentlich niedrigere Dosen konnten notig sein zur selektiven

Modulation der Blutzell- oder der GefiaB3funktion. Auch fiir die Privention
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eines  Reperfusionsschadens bei der Therapie des  akuten

Myokardinfarktes kénnte NO so genutzt werden’'.
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Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) ist an einer Reihe von Regulationsmechanismen
im Herz-Kreislaufsystem, im zentralen und peripheren Nervensystem und
im Immunsystem beteiligt. Trotz seiner mit 0,05 bis 1,8 ms extrem kurzen
chemischen Halbwertzeit im Vollblut konnten nach Inhalationstherapie
mit Stickstoffmonoxid systemische Effekte von NO unter anderem auf die
Blutungszeit beobachtet werden. Wie es zur Auslosung dieser
systemischen Effekte kommen kann, war jedoch bislang unklar. Wihrend
von Erythrozyten eine Beteiligung am Transport von NO angenommen
wird, ist iiber die Rolle des Plasmas am NO-Transport auch wegen
mangelnder sensitiver Methoden zur Bestimmung der Metabolite von NO
in plasmatischen Proben wenig bekannt.

Ziel war es daher, durch Weiterentwicklung und Validierung einer

sensitiven Chemilumineszenz-Methode den Metabolismus von NO im

humanen Plasma zu charakterisieren. Durch intravasale Applikation
wissriger NO-Losung sollte die Wirkung von Stickstoffmonoxid auf

Blutfluss und Gefdltonus untersucht und die zugrundeliegenden

Mechanismen identifiziert werden.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Durch Weiterentwicklung und Etablierung einer hochsensitiven und
—spezifischen Chemilumineszenz-Methode konnten die Oxidations-
und Nitrosierungsprodukte des NO (Nitrit und S-Nitrosothiole) in
niedrigen nanomolaren Konzentrationen im humanen Plasma
gemessen werden.

2. Stickstoffmonoxid wird im humanen Plasma rasch konvertiert. Dabei
entsteht vornehmlich Nitrit und zu geringeren Anteilen Nitrat sowie
in nanomolaren Konzentrationen S-Nitrosothiole. Die
Bindungsstellen zur Bildung von S-Nitrosothiolen scheinen dabei
nicht séttigbar zu sein. Die Bildung von Nitrosothiolen im Plasma

findet fast ausschlieBlich an hochmolekularen Plasmabestandteilen
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ohne Interaktion mit niedrigmolekularen Proteinen statt. Ein
Maximum der Nitrosothiolbildung wird erst nach fiinfminiitiger
Inkubation mit NO erreicht.

. NO-haltige Losungen konnten sicher intraarteriell und intravends
beim Menschen appliziert werden und fithrten zu einer
langandauernden sowohl lokalen als auch systemischen Dilatation
der Leitungs- und WiderstandsgefiBe. Ahnliche lokale und
systemische vasoaktive Wirkung hatte auch die intravasale
Applikation eines niedrigmolekularen Nitrosothiols. Die systemische
Wirkung des NO kann so durch die Bildung von Nitrosothiolen und
nachfolgende Freisetzung bioaktiven NOs erkldart werden. Die
Bildung dieser NO-Addukte konnte sowohl in der lokalen Zirkulation
des Unterarms als auch systemisch nach Gabe wissriger NO-

Standards in vivo gezeigt werden.
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Abstract

Experimentelle und klinische Untersuchungen zum oxidativen und nitrosativen Abbau und Transport von
Stickstoffmonoxid im Plasma

vorgelegt von Julia Erckenbrecht

Hintergrund: Die kontinuierliche Produktion und Freisetzung endothelialen Stickstoffmonoxids (NO) spielt eine
wichtige Rolle in der vaskuldiren Homeostase und kardialen Funktion. Aufgrund der sehr kurzen Halbwertzeit von
NO im Blut ging man bisher davon aus, dass NO ausschlieBlich parakrine Wirkungen entfalten kann. Klinische
Studien zeigten jedoch, dass hohe Dosen inhalierten NOs Effekte jenseits des pulmonalen Kreislaufes hervorrufen
konnen. Wie es zur Auslosung dieser systemischen Effekte kommen kann, war jedoch bislang unklar. Wihrend von
Erythrozyten eine Beteiligung am Transport von NO angenommen wird, ist iiber die Rolle des Plasmas am NO-
Transport auch wegen mangelnder sensitiver Methoden zur Bestimmung der Metabolite von NO in plasmatischen
Proben wenig bekannt.

Ziel war es daher, durch Weiterentwicklung und Validierung einer sensitiven Chemilumineszenz-Methode den
Metabolismus von NO im humanen Plasma zu charakterisieren. Durch intravasale Applikation wéssriger NO-Losung
sollte die Wirkung von Stickstoffmonoxid auf Blutfluss und Gefiftonus untersucht und die zugrundeliegenden

Mechanismen identifiziert werden.

Methoden: Zur Inkubation von Plasma und zur intravasalen Applikation von NO wurden Standards wissriger NO-
Losung hergestellt. Die im Plasma entstehenden NO-Addukte S-Nitrosothiole und Nitrit konnten durch eine
weiterentwickelte und verbesserte Methode der Gasphasen-Chemilumineszenz bestimmt werden, wihrend Nitrat
mittels Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie gemessen wurde. Lokale und mogliche systemische Effekte von
Stickstoffmonoxid auf Widerstands- und Leitungsgefie in vivo wurden bei neun gesunden Probanden mittels

Venenverschlussplethysmographie und hochauflosender Sonographie untersucht.

Ergebnisse: Es konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

4. Es gelang, eine hochsensitive und -spezifische Methode auf Basis der Chemilumineszenz-Detektion
weiterzuentwickeln und zu etablieren. Die Methode erlaubt mit einer Sensitivitit von 2 nM die
Bestimmung von Nitrit und S-Nitrosothiolen in wissrigen und biologischen Proben.

5. Mit Hilfe dieser Methode konnte der Metabolismus von NO im humanen Plasma wie folgt charakterisiert
werden: Basale plasmatische Konzentrationen von S-Nitrosothiolen lagen entgegen fritheren
Untersuchungen im nanomolaren Bereich. Physiologische und supraphysiologische Konzentrationen von
zugesetztem NO unterlagen im Plasma nicht nur einem oxidativen Abbau, sondern auch einem nitrosativen
Metabolismus unter Bildung von S-Nitrosothiolen ohne Erreichen einer Sattigungsgrenze. Die Bildung der
S-Nitrosothiole erfolgte nahezu ausschlieflich an hochmolekularen Plasmaproteinen und folgte einer
zeitabhéngigen Kinetik.

6. In-vivo-Applikation von NO-gesittigter Losung fithrte sowohl lokal als auch systemisch zur Bildung
plasmatischer S-Nitrosothiole und gleichzeitig zu einer Dilatation von Leitungs- und WiderstandsgefiBen.
Die Applikation exogener S-Nitrosothiole fiithrte zu dhnlichen dilatatorischen Effekten, wohingegen die
Infusion der oxidativen Metabolite des NO (Nitrit und Nitrat) sich unter den gegebenen Bedingungen als
biologisch inaktiv erwiesen.

Zusammenfassung: Stickstoffmonoxid kann im Gefdlsystem in vivo systemische Wirkung entfalten, an deren
Vermittlung das Plasma durch Bildung von bioaktiven S-Nitrosothiolen als Speicher- und Transportstoff beteiligt ist.
Die pharmakologische Applikation wissriger NO-Losung konnte moglicherweise in der Zukunft ein Feld fiir neue

Therapiekonzepte im Bereich kardiovaskuldrer Erkrankungen bieten.
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