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1 Einleitung 9

1 Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger Mediator in vielen
unterschiedlichen biologischen Prozessen. Bevor auf die verschiedenen
Messverfahren zur Quantifizierung des NO-Pools eingegangen wird,
werden Funktion, Lokalisation und Synthese sowie der Metabolismus von
NO beschrieben. AnschlieRend werden die bisher bekannten Mdglichkeiten
der Speicherung und des Transportes von NO aufgefuhrt. Zuletzt wird der
bisher bekannte Einfluss eines erhohten Hamatokrit auf den NO-
Metabolismus veranschaulicht.

1.1 Funktion, Lokalisation und Synthese von Stickstoffmonoxid

NO ist als intra- und interzellularer Botenstoff' wesentlich an vielen
unterschiedlichen physiologischen Regulationsmechanismen des
menschlichen Organismus beteiligt. NO ist ein Radikal mit hoher
Reaktivitat>®. Im Zentralnervensystem stellt NO einen Neurotransmitter dar’
und ist beteiligt an der Modulation der Signallibertragung nicht-adrenerger
und nicht-cholinerger Nerven®. Weiterhin spielt NO eine wichtige Rolle in
der Regulation der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr und hat
wichtige Funktionen in der von Makrophagen vermittelten Immunantwort
sowie in der Pathophysiologie der Sepsis®®. Im GefaRsystem wird NO
kontinuierlich durch das Endothel der GefdlBwand freigesetzt. Durch
passive Diffusion gelangt es in das Gefal3lumen sowie in die anliegende
glatte Muskulatur. In der Zielzelle aktiviert NO die l6sliche Guanylatzyklase
und es kommt zum Anstieg des zyklischen Guanosinmonophosphat
(cGMP)*!. Durch eine Senkung der freien Calciumkonzentration (Ca*")
folgt eine Relaxation der glatten Muskelzelle und eine Dilatation des
GeféalRRes. Das Endothel reguliert Uber die Bildung von NO den Tonus der
glatten GefaRmuskulatur und nimmt Einfluss auf den Blutdruck*™. Durch
Hemmung der Mitogenese und Proliferation der vaskuldaren glatten
Muskelzellen und Unterdrickung der Adhasion von Thrombozyten,
Monozyten und neutrophilen Granulozyten wirkt NO vasoprotektiv’ '8,

NO wird durch die sogenannte NO-Synthase (NOS) aus der Aminoséure L-
Arginin unter Beteiligung von Kofaktoren und molekularem Sauerstoff'®
enzymatisch gebildet?®. L-Arginin kann entweder (iber die Nahrung
aufgenommen oder im Korper im Harnstoffzyklus aus L-Citrullin gebildet
werden®’. Zu den benétigten Kofaktoren zahlen Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydrobiopterin  (BH,), Flavin-
Adenosin-Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid (FMN). Diese
Kofaktoren spielen eine wichtige Rolle im Elektronentransport von NADPH
zum Hamkomplex.
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Die Isoformen der NOS werden eingeteilt in eine Calcium- und Calmodulin
abhangige, konstitutive Form (cNOS) und in eine Calcium- und Calmodulin
unabhangige, induzierbare Form (iNOS)?’. Die Isoformen haben eine
unterschiedliche Affinitat fir Calmodulin. Bei normalen intrazellularen Ca*'-
Gehalt ist Calmodulin fest an die INOS gebunden. An die cNOS bindet
Calmodulin erst, wenn der intrazellulare Ca®'-Spiegel ansteigt. Der
Calcium-Gehalt ist abhangig von extrazellularen Signalen wie z.B. dem
Anstieg flussvermittelter Scherkrafte im Gefal3, der Freisetzung von
Acetylcholin, Histamin, Bradykinin, Substanz P und Serotonin®. Calmodulin
kontrolliert den Elektronenfluss zwischen der Reduktase- und der
Oxygenase-Domane der NOS und bestimmt so die effektive NO-
Bildungsrate nach einem Ca?*-Anstieg als initiales Triggersignal.

Seit einigen Jahren wird eine konstante Expression der iNOS in
bestimmten Zelltypen vermutet®’. Unter stérkerer Beriicksichtigung der
molekularen Struktur sind bisher vier verschiedene Isoformen klassifiziert
worden®*?®: Die neuronale, konstitutive NOS (nNOS), die endotheliale,
konstitutive NOS (eNOS), die induzierbare NOS (iNOS) aus Makrophagen
und die NOS aus Mitochondrien (mtNOS)?**’. Die verschiedenen Formen
wurden nach den Geweben benannt, in denen sie zuerst nachgewiesen
worden. Die nNOS wurde mittlerweile auch in Skelettmuskeln®® und im
respiratorischen Epithel® identifiziert. Die eNOS wurde zusatzlich im
Herzen, im Skelettmuskel, in Epithelzellen®® und in Neuronen®
nachgewiesen. Die Expression der in den Makrophagen gefundenen iNOS

wird durch inflammatorische Zytokine stimuliert.

Alle NOS-Isoformen haben eine vergleichbare Aktivitat von 1 pmol x min™ x
mg™ Protein. Die héaufig differierenden Angaben Uber die NO-Produktion
der einzelnen Isoformen liegen weniger in der unterschiedlichen
katalytischen Aktivitat, sondern in der Hoéhe der Expression. Die Hohe der
iINOS-Expression kann bei Stimulation des Immunsystems von 0,005% auf
1% des Proteingehaltes der Zelle ansteigen®.

1.2 Metabolismus von Stickstoffmonoxid im Blut

Die Besonderheiten im Stoffwechsel von NO resultieren zum grofRen Teil
aus seinen chemischen Eigenschaften. NO ist ein farbloses Gas, das in
wassrigen Phasen bis zu einer Konzentration von 2 mM Islich ist*. Sein
paramagnetischer Charakter mit einer ungeraden Anzahl an Elektronen
verleint NO Radikalcharakter und erklart unter anderem die hohe
Reaktivitdt. Durch die Reaktion mit Sauerstoff kann NO entweder zu
Nitroxylanionen (NO) reduziert oder zu Nitrosylkationen (NO™) oxidiert
werden®,
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Das Hauptabbauprodukt von NO in wassriger Lésung ist Nitrit. Die Kinetik
der Autoxidation ist abhangig von der NO-Ausgangskonzentration®. Die
Halbwertszeit von NO ist umgekehrt proportional zur Konzentration und
damit kein konstanter Wert. Die Halbwertszeit in wassriger Losung wird je
nach Sauerstoffpartialdruck mit 3,8-6,2 sec angegeben®.

Im biologischen System ist der NO-Metabolismus abhangig von der NO-
und Sauerstoffkonzentration sowie von der Konzentration anderer
mdglicher Reaktionspartner als auch von der Diffusionsgeschwindigkeit
Uber biologische Membranen. Die Diffusionskonstante in der GefalRwand
betragt 3300 pm? x sec™®. NO kann in kurzer Zeit durch mehrere
benachbarte Zellen diffundieren. Somit kann der parakrine Mediator
signifikante Entfernungen vom Ort der Bildung zur Zielzelle tiberwinden®’.

Wahrend der Diffusion kann es zur Reaktion von NO mit molekularem
Sauerstoff kommen. Dabei entstehen hohere Stickoxide, z.B.
Stickstoffdioxid und Distickstofftrioxid. Diese Stickoxide kénnen mit anderen
Molekilen, z.B. mit Thiolen und Aminen reagieren oder zu Nitrit (NO,) und
Nitrat (NO3) hydrolysieren. Weiterhin reagiert NO mit Hamoproteinen und
Sauerstoffradikalen. Das Ausmall samtlicher dieser Reaktionen ist
abhangig von den Bedingungen unter denen NO freigesetzt wird sowie von
der Konzentration der Reaktionspartner®”. Hierdurch kénnen teilweise die
Unterschiede der publizierten Halbwertszeiten von Sekunden bis Minuten
erklart werden®* %94 z B. ist die Reaktion von NO mit Sauerstoff innerhalb
von hydrophoben Regionen der Membran um den Faktor 300 gegenlber
dem umgebendem wéssrigen Medium erhéht*.

Zu den grundlegenden Komponenten, die am Abbau von NO beteiligt sind,
gehéren Superoxidanionen (0,), Wasserstoffperoxid (H»O,) und
Hydroxylradikale  (HO’). Diese kommen in  unterschiedlichen
Konzentrationen und in verschieden Zellen und Organen vor****. Daraus
resultieren unterschiedliche Reaktionskinetiken von NO in vivo. Die
sauerstoffabhangigen Radikale werden im Gefal3system Uberwiegend von
Endothelzellen und Makrophagen gebildet. Hervorzuheben ist O,, das mit
NO zu Peroxinitrit (ONOQO") reagiert. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist mit
6,7x10° mol/l/s nahezu diffusionslimitiert. ONOO™ wird in aktivierten
Alveolarmakrophagen, neutrophilen Granulozyten und im Endothel
produziert®. ONOO™ kann als starkes Oxidanz Reaktionen mit einer
Vielzahl anderer Biomolekiile eingehen und zu Zellschaden fiihren*®,
Durch die Reaktion von Metallionen mit ONOO" bildet sich ein stark
nitrosierendes Agens mit hoher Reaktivitat*.

Die schnelle Verteilung und der rasche Metabolismus von NO macht die
Quantifizierung des NO-Stoffwechsels zur Herausforderung. Es ist wichtig
unter Berlcksichtigung der biologischen Funktionen von NO, den
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Stoffwechsel und die Synthese von NO anhand eines Markers in vivo
quantifizieren zu kénnen.

Nitrat stellt das wesentliche Produkt bei der Reaktion von NO mit
Sauerstoff dar. Mit HO" kann NO zu Nitrit reagieren. Der grofdte Anteil des
intravaskular gebildeten NO wird durch Hamoglobin zu Nitrat inaktiviert®*>*.
Nitrat entsteht nicht nur als Stoffwechselprodukt des L-Arginin-NO-
Stoffwechsels, vielmehr ist die Nitratkonzentration von einer Reihe anderer
Faktoren abhéngig: Die Aufnahme von Nitrat durch die Nahrung, der
Metabolismus durch den Harnstoffzyklus®), die Absorption durch den
Verdauungstrakt®® und die Inhalation aus der Luft®* (siehe Abbildung 1).
Nitrat oder die Summe aus Nitrit und Nitrat (NOx) sind kein spezifisches
Endprodukt der NO-Synthese und kommen nur unter kontrollierten
Bedingungen als Marker der NO-Verfligbarkeit in Frage.

Nitrit_stellt einen potentiellen Marker flr den NO-Stoffwechsel dar. Nitrit ist
stabiler als NO und wird nicht wie Nitrat durch andere Stoffwechselwege
beeinflusst. In der Literatur sind enorm differierende Angaben zur
Konzentration von Nitrit im Plasma zu finden, diese reichen von nicht
nachweisbar®® tiber nanomolar®® bis hin zu mikromolar®’. Hieraus kénnte
geschlossen werden, dass Nitrit als Marker fur den NO-Stoffwechsel in vivo
eventuell nicht sensibel ist. Diese enormen Unterschiede lassen sich
vermutlich durch die unterschiedliche Probengewinnung und -aufarbeitung
als auch durch methodische Probleme erklaren. Offen bleibt, ob Nitrit in
proteinhaltigen Losungen valide bestimmbar ist und sich als sensitiver
Marker der NO-Verfligbarkeit eignet.

1.3 Messverfahren zur Quantifizierung des NO-Pools im Blut

Nitrit kann durch zahlreiche Verfahren in wassrigen und proteinhaltigen
Medien bestimmt werden. Dazu zahlen der spektrophotometrischen Assay
durch  Griess-Reaktion ~ bzw.  Diaminonaphthalen® und  die
Chemilumineszenzdetektion™.

Die einfachste und meist angewandte Methode zur Nitritanalyse ist der
spektrophotometrische Assay Uber die Griess-Reaktion. Das Messprinzip
der Nitritmessung beruht auf einer Azokupplung von Nitrit an  ein
Naphthylendiamin und der photometrischen Quantifizierung dieser
Farbreaktion bei einer Wellenlange von 545 nm. Die Sensitivitdt der
Nitritmessung durch die Griess-Reaktion, gemessen Uber ein
herkdbmmliches Spektrophotometer, liegt im mikromolaren Bereich. Die
Nitritkonzentration im Plasma liegt jedoch im nanomolaren Bereich, sodass
die Sensitivitat dieser Messung nicht ausreicht.
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Zur Nitritanalyse wurde die Spektrophotometrie mit der Fluss-Injektions-
Analyse kombiniert. Durch die Modifizierung konnte die Sensitivitat in den
nanomolaren  Konzentrationsbereich  erweitert und  durch die
Automatisierung der Anlage ein hoher Probendurchsatz ermdoglicht
werden®®®*. Probleme ergeben sich aus den verschiedenen Interaktionen,
die das Griess-Reagenz z.B. mit biologischen Aminen, Zinksulfat,
Cadmium, Mangan, Eisen, Zink und Harnsdure eingehen kann®®
Weiterhin gibt es Hinweise fir Interaktionen der Griess-Reaktion mit
Hamoglobin, Alkohol und Zitrat®’. Ein weiteres Problem ergibt sich aus dem
relativ _hohen Probenvolumen, dass fir die Vermessung der Proben
bendtigt wird.

Falsche Probenbehandlung kann zu nicht validen Ergebnissen fuhren. Auf
eine Kontamination von Laborglaswaren muss geachtet werden®®’.
Proteine kdnnen bei der Nitritmessung mit dem Griess-Reagenz®® bzw. mit
Diaminonaphthalen®® interagieren. Eine Proteinsubtraktion ist somit
malfigeblich erforderlich. Das Verfahren zur Deproteinisierung sollte jedoch
ebenfalls gut Uberdacht werden, da z.B. die Proteinféallung Uber Zinksulfat
mit dem Griess-Reagenz interagiert’®. Die Ultrafiltration von proteinhaltigen
Proben zur Entfernung der Proteine erscheint optimal®®.

1.4 Speicherung und Transport von NO im zirkulierenden Blut

Durch Synthese und Abbau wird die Menge an NO im zirkulierendem Blut
und somit seine biologischen Effekte bestimmt. Bis vor kurzem galt die
Uberwiegende Lehrmeinung, dass NO nahezu ausschlief3lich autokrin, d.h.
nur am Ort seiner Bildung wirken kann. Nach luminal freigesetztes
endothelial gebildetes NO wird jedoch nicht nur durch die Reaktion mit
oxygeniertem Hamoglobin rasch inaktiviert, sondern kann in Form von
bioaktiven Zwischenprodukten im Kreislauf transportiert werden™. Die
genaue Kenntnis Uber den Transportpool von NO stellt die Grundlage fur
die diagnostische und therapeutische Bedeutung von NO dar.

NO reagiert mit den im Plasma zirkulierenden Thiolen Albumin, Glutathion
und Cystein zu Nitrosothiolen (RSNO), die im Plasma verschiedener
Sauger nachgewiesen wurden’®’®. Die S-Nitrosothiolderivate der
Aminoséauren, Peptide und Proteine sind physiologisch relevante Produkte
des NO-Metabolismus. Im menschlichen Plasma liegen RSNO-
Konzentrationen im nanomolaren Bereich vor’*"*. Die in vitro gemessene
Halbwertszeit der RSNO im Plasma liegt zwischen 40 min bei
S-Nitrosoalbumin, 8 min bei S-Nitrosoglutathion und 1 min bei
S-Nitrosocystein. Die Stabilititt der NO-Bindung hangt von den
umgebenden Reaktionsbedingungen ab, wie dem Vorhandensein von
Metallionen’, der Reaktion von RSNO mit Ascorbinsaure’® und von
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Transnitrosierungsvorgangen. Bei Transnitrosierungsvorgangen wird an
Thiole gebundenes NO durch andere Thiole freigesetzt’’. Dieses NO kann
erneut an Thiole binden, aber auch abgebaut werden. Angenommen wird,
dass Thiole in Anwesenheit von Elektronenakzeptoren tiber NO* zu RSNO
reagieren’®. Die gebildeten RSNO sind eine potentielle Speicherform fiir
NO im Plasma. Die intravendse Applikation von NO-Gas gesattigten
Losungen fuhrt zur Bildung und weiteren Erhéhung zirkulierender
plasmatischer Nitrosothiole. Diese sind in der Lage, dosisabhangig
Leitungs- und Widerstandsarterien im Systemkreislauf zu dilatieren.

NO kann nicht nur im Plasma sondern auch in Blutzellen gebunden
werden. Hierbei nehmen die Erythrozyten die entscheidende Rolle ein.
Erythrozyten bilden 40-50% des Blutvolumen. Diese zellorganellfreien
Blutzellen, die nur durch eine Plasmamembran vom Blutplasma abgegrenzt
sind, enthalten vor allem das Protein Hamoglobin. Hamoglobin besteht aus
vier Untereinheiten, die je eine Hamgruppe tragen. Je zwei der vier
Untereinheiten besitzen identische Polypeptidketten, die o- und die B3-
Ketten. Wahrend der Oxygenierung wird Sauerstoff reversible an das Ham-
Eisen angelagert.

Die Erythrozyten wurden im Zusammenhang mit dem NO-Metabolismus bis
vor kurzem lediglich als NO-abfangende Zellen betrachtet, bei denen
endothelial gebildetes NO durch die Reaktion mit oxygeniertem
Hamoglobin bzw. durch die Bindung an deoxygeniertes Hamoglobin
inaktiviert wird. Die Reaktionsgeschwindigkeit von NO mit Hamoglobin liegt
bei 3-5x10’ M™* x s*’°, was eine Halbwertszeit von etwa 1 ps fir NO im Blut
ergeben wirde. Wird freies Hamoglobin in Versuchstiere oder
Versuchspersonen infundiert, resultiert eine Hypertonie®®, hauptsachlich
bedingt durch die Reaktion von NO mit Oxyhamoglobin®®. Da 3-6 uM freies
Hamoglobin eine NO-vermittelte Vasodilatation aufheben kann®, stellt sich
die Frage, wie NO bei einer Hamoglobinkonzentration von 12-15 mM im
Blut seine vasoregulatorischen Funktionen erflllen kann.

/.83 /. 84

Liu et al.*” und Liao et al.”" haben gezeigt, dass der NO-Verbrauch durch
Erythrozyten langsamer ist als durch freies Hamoglobin. Endothelial
gebildetes NO muss auf seinem Weg vom Endothel zu dem im
Erythrozyten enthaltenen Hamoglobin zuerst eine erythrozytenfreie Zone
passieren, hierbei wird der NO-Verbrauch durch den intravaskuléaren
Blutfluss reduziert®*®. Auch ohne eine erythrozytenfreie Zone ist die
Reaktionsgeschwindigkeit von NO mit Erythrozyten um 500-1000mal
langsamer als mit freiem Hamoglobin®®*, Jeder einzelne Erythrozyt ist von
einer Schutzschicht umgeben. Hier ist die NO-Konzentration gegentber der
Umgebung erniedrigt. Auch die Diffusion von NO durch die
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Erythrozytenmembran und die Diffusion im Zytoplasma zum reaktiven
Hamoglobin muss als limitierender Faktor beachtet werden®’.

Mit Hamoglobin kann NO prinzipiell drei verschiedene Reaktionen
eingehen. Erstens kann NO mit Oxyhamoglobin zu Methamoglobin und
Nitrat reagieren>>!. 90% des gebildeten NO wird durch diese Reaktion zu
Nitrat umgewandelt. Die zweite Reaktion ist die Bildung von
Nitrosylhdamoglobin durch die Reaktion von NO mit dem Eisen des
Deoxyhamoglobin. Drittens beschreibt Jia et al.®, dass Hamoglobin in zwei
verschiedenen Strukturen vorkommt, in einer R-Form (mit hoher O,-
Affinitat) oder einer T-Form (mit niedriger O,-Affinitat). Methadmoglobin ist
der T-Form &hnlich. Nach der Oxygenierung des Hamoglobins in der Lunge
(R-Form) bildet sich durch eine Nitrosierungsreaktion von NO an das
Cys-93 der R-Kette des Hamoglobin S-Nitrosohdmoglobin®. Die
Sauerstoffabgabe in der Peripherie ist mit einer Strukturanderung des
Hamoglobins zur T-Form verbunden. Dies resultiert ebenfalls in der
Freisetzung des an Cys-93 gebundenen NO. Sowohl S-
Nitrosomethamoglobin als auch S-Nitrosohamoglobin fluhren infolge der
durch die Strukturanderung des Hamoglobins induzierten Instabilitdt und
nachfolgender NO-Abspaltung zu einer Dilatation der Blutgefasse.
Dagegen konstringiert Nitrosyl-Hamoglobin, wie natives Hamoglobin, diese
durch Abfangen des endothelialen NO. Das aus S-Nitrosohamoglobin
freigesetzte NO veréandert die Thrombozytenaggregabilitat®. Unklar war
lange, wie das im Erythrozyten an Hamoglobin gebundene NO in das
zellumgebende Plasma gelangt. Mittlerweile ist ein in der
Erythrozytenmembran lokalisierter AE1-Transporter nachgewiesen, der NO
iber verschiedene Bindungen in das extrazelluldare Medium uberfiihrt®.
Cosby et al.?? konnte zeigen, dass Nitrit in supraphysiologischer
Konzentration durch eine Oxidase-Aktivitdt des Hamoglobins NOS-
unabhangig zur NO-Bildung fuhren kann.

1.5 Einfluss eines erhohten Hamatokrit auf den NO-Metabolismus im
Blut

Um eine adaquate Sauerstoffkapazitat im Blut aufrechtzuerhalten, wird die
Erythropoese dem Sauerstoffbedarf des Gewebes Uber das Hormon
Erythropoetin (EPO) angepasst. EPO inhibiert die Apoptose der
erythrozytéaren Vorlauferzellen im Knochenmark und stimuliert ihre
Proliferation und Differenzierung. Eine gesteigerte EPO-Bildung fiihrt zu
sekundarer Erythrozytose. Ein ansteigender Hamatokrit geht mit einer
Erhéhung der Blutviskositat einher. Es kann zu h&modynamischen und
rheologischen Problemen kommen. Eine Polyglobulie ist mit einer hohen
Inzidenz fur arterielle Hypertonie und Thrombembolie assoziiert®™*.
Patienten mit Polycythdmia vera oder chronischer Héhenkrankheit haben
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einen hohen Hamatokrit. Auch bei Missbrauch von Erythropoetin durch
Sportler wird ein erhdhter Hamatokrit beobachtet. Bewohner gro3er Hohen,
wie zum Beispiel in Tibet, bilden ebenfalls einen erhéhten Hamatokrit, sie
scheinen jedoch adaptiert, und es kommt nicht zur Ausbildung von
arterieller Hypertonie oder Thrombembolien.

Nach chronischer Behandlung von Ratten mit Erythropoetin zeigt sich ein
signifikanter blutdrucksteigernder Effekt und ein Anstieg des Hamatokrit®.
Nach Gabe von L-NAME, einem eNOS-Inhibitor, kommt es zu einem
weiteren Anstieg des Blutdrucks®. Diese Beobachtung zeigt, dass die NO-
Synthese einen protektiven Mechanismus gegenuber der hypertensiven
Wirkung von Erythropoetin darstellen kann.

Um den alleinigen Einfluss einer Polyglobulie auf den NO-Stoffwechsel
genauer zu untersuchen, wurden von Ruschitzka et al.”” genetisch
veranderte Mause hergestellt, die sich durch eine isolierte, primare
Erythrozytose charakterisierten. Sauerstoffunabhangig wurde durch
humane Wachstumsfaktoren (PDGF, platelet drived growth factor) humane
Epo cDNA in den transgenen Mausen expremiert. Durch die
Uberexpression von EPO wurde eine Erhéhung von Erythrozyten,
Hamoglobin und Hamatokrit auf das 2fache erreicht, ohne dass die
transgenen Mause Hypertonie, Myokardinfarkt oder Thrombembolien
entwickelten. Eine erhdhte eNOS-Expression wurde gemessen®’. Offen ist
jedoch, ob es kompensatorisch zu einer vermehrten NO-Bildung kommt,
die sich im zirkulierenden Blut widerspiegelt.
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Abbildung 1. Schematische Abbildung des L-Arginin-NO-Stoffwechselweges im
Kreislaufsystem.

1.6 Ziele

Somit ergaben sich folgende Ziele:

1. Optimierung der Probenaufarbeitung zur anschlieRenden Nitritmessung
in Kleinvolumigen Plasmaproben von Saugetieren, insbesondere von
Mausen.

2. Validierung einer geeigneten Methodik zur interaktionsfreien,
kleinvolumigen und dennoch sensitiven Bestimmung von NO-
Metaboliten im Blut von Saugetieren.

3. Etablierung eines im Blutplasma verschiedener Saugetiere
vorhandenen spezifischen Markers der endothelialen NO-Bildung.

4. Untersuchung des Einflusses eines erhohten Hamatokrit auf den NO-
Stoffwechsel im Blut von Saugetieren.
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2 Material und Methoden

21 Biochemische Messmethoden zur Bestimmung der Metabolite
von NO

Zur Untersuchung des NO-Stoffwechselweges in Saugern wurden
verschiedene Methoden  verwendet. Unter  Anwendung der
Chemilumineszenzdetektion wurde eine reduktive Methode zur Messung
von Nitrit und Nitrosothiolen in Plasma und Vollblut neu etabliert und
validiert. Vergleichend wurde Nitrit im Plasma mittels der Fluss-
Injektionsanalyse in Kombination mit der Griess-Reaktion gemessen. Die
Konzentration des Nitrats, welche das Produkt von NO bzw. Nitrit mit
Oxyhamoglobin bildet, wurde Uber das kolorimetrische Assay Kit bestimmt.

2.1.1 Fluss-Injektionsanalyse (FIA)

Mittels Fluss-Injektionsanalyse (FIA) kombiniert mit der Griess-Reaktion ist
eine schnelle, sensitive und reproduzierbare Messung von Nitrit im
Blutplasma  méglich®. Das Prinzip beruht  auf  einer
durchflussspektrophotometrischen Quantifizierung der Griess-Reaktion mit
Nitrit (siehe Abbildung 2). Die Anlage besteht aus einem Entgaser (2-Kanal
Degaser Populair, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland), einer HPLC-
Pumpe (Sunflow 100, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland), einem
Autoinjektor (Triathlon, Spark Holland, Niederlande) und einem UV/Vis-
Detektor (Sykam, Deutschland). Die einzelnen Bestandteile sind durch
Kapillaren aus Polyetheretherketon (PEEK) mit einem Durchmesser von
0,6 mm verbunden (siehe Abbildung 3). Die Daten werden auf einen
Signhalumwandler Ubertragen und mit Hilfe der Chromatographie-Software
(ChromGate 2.55, Knauer, Berlin, Deutschland) aufgenommen und
integriert.

Das Laufmittel der FIA besteht aus dem Griess-Reagenz. Zur Herstellung
dieser Reaktionslosung werden gleiche Anteile des 58 mM in 1%iger
Salzsaure (HCI) geldsten Sulfanilamid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
und des 0,77 mM in hochreinem HPLC-Wasser gelosten Naphtylen-
ethylendiamin (Merck, Darmstadt, Deutschland) gemischt. Das Griess-
Reagenz wird mit einem kontinuierlichen Fluss von 1 mil/min Gber einen
Entgaser durch das System gepumpt. Je 10 ul der Proben werden mittels
Autoinjektor in das System injiziert und mit der Reaktionsldsung zum
Detektor transportiert. Der in der Reaktionsschleife stattgefundene
Farbumschlag wird in der Messzelle des UV/Vis-Detektors (6 mm, 9 ul,
Kel-F, Linear-Instruments) bei einer Wellenlange von 545 nm
photometrisch bestimmt. Die gemessene Absorption wird Uber einen
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Signalumwandler der  Chromatographie-Software  zugeleitet.
Konzentration von Nitrit wird Gber die Peakhdhe bestimmt.

SOLMH:
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Abbildung 2. Reaktion von Nitrit mit den Komponenten des Griess-Reagenz
(Sulfanilamid und Naphtylenethylendiamin in 1%iger Salzs&ure). Nitrit reagiert in
Anwesenheit von Sdure mit Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz, das durch die
Reaktion mit Naphthylethylendiamin eine Azo-Verbindung eingeht.

Entgaser

Reaktions- Vis-Detektor

Autoinjektor schleife

Dateniibertragung

Datenaufnahme
Datenbearbeitung

Abbildung 3. Aufbau der FIA zur Nitrit-Bestimmung.



2 Material und Methoden 20

Um die Beeinflussung des Probensignals durch unterschiedliches
Probenmaterial zu  vermeiden, erfolgt die Bestimmung der
Nitritkonzentration mittels Standardadditionsverfahren®. Dazu wird eine
Nitriteichreihe  aufsteigender  Konzentration durch  entsprechende
Verdinnung einer 1molaren Lésung hergestellt (Endkonzentration 0, 100,
200, 400, 600 nM). Jeweils 10 pl dieser Eichreihe werden den 5 Aliquots
von je 190 ul des Ultrafiltrats zugefiigt. Mittels der detektierten Peakhéhen
kann die Regression ermittelt werden. Der Schnittpunkt der Geraden mit
der X-Achse (y=0) entspricht der Nitritkonzentration der aufgegebenen
Probe (siehe Abbildung 4). Die Ausgangskonzentration wird durch die
Korrektur des Verdinnungsfaktors (1:5 Verdinnung) und die Subtraktion
der Leerwerte berechnet.

S0 Sl MO, T A
A 1B r

skhdhe [mi]
LY
"

[maALl]

elzfive Pa

L T T T T T T
o 1 2 3 4 & 8 T 8 2m -100 o 100 200 300 400 500 500

Zeit [min] Nitritkonzentration [nM]

Abbildung 4. A. Originalchromatogramm eines Probenlaufs zur Bestimmung von
Nitrit Gber die FIA. B. Die funf durch den Integrator analysierten Peakhdhen dienen
als Grundlage einer Regressionsgeraden. Bei Anwendung des Standard-
additionsverfahrens ergibt der Schnittpunkt mit der X-Achse die Nitritkonzentration
in der Probe.

2.1.2 Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion (CLD)

Mit der Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion (CLD) kann NO in
flussigen und gasférmigen Proben bestimmt werden (siehe Abbildung 5).
Sie gehért zu den Methoden mit der héchsten Sensitivitat®® und Spezifitat®
fir NO. Durch die Entwicklung einer geeigneten Reaktionslésung sowie die
Schaffung von geeigneten Reaktionsbedingungen kann aus Nitrit und
Nitrosothiolen stéchiometrisch NO freigesetzt werden. Durch die Reaktion
von NO mit Ozon werden Lichtquanten in stochiometrischen Mengen
freigesetzt. Die Methode beruht auf einer Messung dieser Lichtquanten
durch die Chemilumineszenzdetektions-Anlage (Sievers, Boulder, CO,
USA).
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Die flussige Probe wird je 3fach mittels einer gasdichten Glasspritze
(Hamilton, Reno, NV, USA) durch eine Kunststoffmembran in die
Reaktionskammer (Radical Purger, Sievers, Boulder, CO, USA) injiziert.
Diese enthélt eine iodhaltige, reduktive Reaktionslésung zur Freisetzung
von NO aus Nitrit und Nitrosothiolen (siehe 2.1.2.1). Durch den hohen
Ldslichkeitskoeffizienten (~20) geht NO rasch von der flussigen in die
gasférmige Phase Uber. Die Probe wird mit einem konstanten Systemdruck
(~0 bar) von dem Inertgas Helium durchstrémt. Helium erleichtert den
Ubergang von NO in die Gasphase'®. Der Gasstrom durchstrémt zum
Schutz der Anlage ein 4°C kaltes Wasserbad und eine als Saurefalle
dienende 1molare Natriumhydroxidlésung (NaOH). Im Anschluss erreicht
das Gas die Reaktionskammer des NO-Analysators (Sievers NO-Analyser
280, Sievers Instruments Inc., Boulder, CO, USA). Dort findet die Messung
von NO iber die Photoreaktion statt®1%1%2,

Die gewonnenen Daten werden einem Rechner zugeleitet. Die GroRRe des
Signals wird als Flache unter der Kurve bestimmt. Da sich die Hohe des
Signals durch mehrere Faktoren a&ndern kann, gibt die Flache die NO-
Konzentration exakter wieder’?. Zur Berechnung der Daten wird das
Programm NoaWin32 (DeMeTec, Hannover, Deutschland) verwendet. Die
Aufnahme findet mit einer Abtastrate von 5 Hz statt. AnschlieBend werden
die Werte integriert und anhand einer externen Nitriteichreihe in
aufsteigender Konzentration von 0, 100, 200, 400 und 600 nM ausgewertet.

Reaktionsgefif} NO-Analysator

|NO

Photo- ﬂ
multiplier ".‘
Kaltes
Kunststoff- \V,
Septum ) Optischer Filter
——— TOS

Verstirker
o, l Qzon-

NaOH-Falle

Eis

Heliumgas

Abbildung 5. Aufbau der Gasphasen-Chemilumineszenz-Anlage. Die zu
untersuchende Probe wird in ein Reaktionsgefal} injiziert. Durch die reduktive Is-
Lésung tritt NO in die Gasphase Uber und gelangt mit dem Heliumgasfluss in die
Reaktionskammer des NO-Analysators. Die Datenaufnahme erfolgt mit dem
angeschlossenen Rechner.
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2.1.2.1 Reduktive Reaktionsldsung

Zur Herstellung der reduktiven Reaktionsldsung werden 45 mM Kaliumiodid
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und 10 mM lod (I5) ( Sigma, St. Louis,
MO, USA) in Essigsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) gel6st. 3,5-5,5
ml dieser sauren lodide/lodine-Lésung werden in die Reaktionskammer der
CLD-Anlage injiziert und auf 95°C erhitzt. AnschlieRend werden 100-110 pl
der zu untersuchenden Probe hinzugefligt. Durch die Reaktionslésung
wird Nitrit zu aquimolaren Mengen NO reduziert. Zuerst kommt es zur
Freisetzung von Nitrosiumionen (NO®) aus NO, (Gleichung 3),
anschlieRend reagieren diese NO™ mit lodid (I) zu NO (Gleichung 4 und 5).

NO; + 2H* >  NO* + H,O 3)
NO* + I —  ONI (4)
2 ONI > 2NO + I, (5)

Die freigesetzte NO-Menge, die aus der Summe von Nitrit und
Nitrosothiolen besteht, wird im NO-Analysator der CLD mittels
Photoreaktion gemessen.

2.1.2.2 Spezielle Probenaufarbeitung zur Differenzierung von Nitrit und
Nitrosothiolen

Zur Bestimmung von Nitrosothiolen im Vollblut wurde eine besondere
Probenaufarbeitung entwickelt. Die Probe muss hierzu in einer 1:10
Verdinnung mit 0,5%igem Sulfanilamid gelést in 0,1 M HCI versetzt
werden. Sulfanilamid bildet mit Nitrit ein sehr stabiles Diazoniumsalz,
sodass Nitrit nicht weiter reduziert werden kann. Es konnte allein das aus
Nitrosothiolen freigesetzte NO gemessen werden’?. NO wird vermutlich
Uber NO" aus der Thiolbindung durch die Reaktionslésung aus |, und I
freigesetzt’®.

L, o+ s (6)
Iy + 2RSNO — 31" + RS + 2NO* (7

2 NO* + 21° > 2NO + I, (8)

2.1.3 Kolorimetrisches Assay Kit

Mit dem kommerziell erhaltlichen, kolorimetrischen Assay Kit (Cayman Kit
R, Alexis, Griinberg, Deutschland) wird die Summe (NOx) der Nitrit- und
Nitratkonzentration mittels Griess-Reaktion bestimmt (siehe Abbildung 2).

Die Bearbeitung des Kits erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Zuerst
wird Nitrat durch die Nitratreduktase zu Nitrit umgewandelt. Die Absorption
des Uber die Griess-Reaktion entstandenen Azofarbstoffes wird mit einem
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Plattenspektrophotometer (iIEMS-Reader MF, Thermo Labsystems, Vantaa,
Finnland) bei 545 nm gemessen. Nach Abzug der Blanks wird die NOx-
Konzentration mit der Standardkurve errechnet. Zur Berechnung der
Nitratkonzentration wird die durch FIA und CLD (siehe 2.1.1. und 2.1.2.)
bestimmte Nitritkonzentration von der ermittelten NOx-Konzentration
subtrahiert.

2.2 Herstellung von Standards wassriger NO-Lésung

Zur Untersuchung des Einflusses von NO auf die Aggregation von
Erythrozyten wurde Vollblut mit definierten Konzentrationen exogenen NO
inkubiert (siehe 2.4).

Die NO-L6sung wird in einer sauerstofffreien Atmosphare hergestellt**. NO-
Gas bildet bei Kontakt mit Luftsauerstoff Stickstoffdioxid (NO,), das mit NO
zu seinen  toxischen Formen  Distickstofftrioxid  (N,Oz) und
Distickstofftetroxid (N,O4) weiterreagiert. Das Einatmen dieses
rotbraunlichen, nach Chlor riechenden Gases kann zu einem Lungenddem
fuhren. Aus Sicherheitsgrinden befindet sich die Anlage unter einem
Abzug.

Die Anlage wird zu einem gasdichten System aus mehreren
Waschflaschen und einem Dreihalsrundkolben aufgebaut (siehe Abbildung
6). Alle Glasgerate werden vor dem Zusammenbau sorgféaltig mit NaOH,
anschlieend mit hochreinem HPLC-Wasser und zuletzt mit
physiologischer Kochsalzlésung gespdlt. Eine NO- und eine Argon-Flasche
sind Uber Stahlkapillaren an die erste Waschflasche angeschlossen. In der
ersten Waschflasche befindet sich 5%iges Pyrogallol (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in gesattigter Kaliumhydroxidlosung (KOH) (Merck,
Darmstadt, Deutschland) zur Entfernung von Sauerstoff aus den
durchstromenden Gasen Argon und NO. Die Flasche wird auf Grund der
Lichtempfindlichkeit von Pyrogallol gegen Lichteinfall geschiitzt. Die zweite
Waschflasche enthalt eine 20%ige NaOH-Ldsung, um héhere Stickoxide zu
I6sen. Eine dritte Waschflasche dient als Flussigkeitsfalle und soll ein
Ubertreten von NaOH bei zu hohem Druck in den folgenden
Dreihalsrundkolben verhindern. In diesem Kolben findet der eigentliche
Losungsvorgang von NO statt. Als Ldsungsmittel dient physiologische
Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, pH 7,4).

Das System wird zunachst fir 45 min mit dem Edelgas Argon (99,998%;
N3.0, Linde, Disseldorf, Deutschland) begast, um den Sauerstoff aus dem
System zu entfernen. Daran schlief3t sich eine 45minitige Begasung mit
NO-Gas (99,5%; N3.0, Linde, Dusseldorf) an.
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Die gesattigte NO-LOosung wird mittels einer zuvor mit Argon begasten,
gasdichten Spritze Uber ein in den Rundkolben eingelassenes Steigrohr mit
einem Dreiwegehahn mit Luer-Lock-Anschlu? entnommen. Uber einen
zweiten Dreiwegehahn sind zwei weitere mit Wasser geflillte
Waschflaschen angeschlossen, die zum Aufbau eines leichten Uberdrucks
im System dienen. Zusétzlich schiitzen sie nach abgeschlossener
Begasung vor dem Eindringen von Luftsauerstoff in das System.

Die NO-Konzentration der Losung wird GUber die CLD gemessen. Sie
schwankt zwischen 1,5-1,8 mmol/l. Die NO-L6sung wird maximal Gber 3 h
gelagert.

Abbildung 6. Anlage zur Herstellung wassriger NO-Standards mit ausreichender
Stabilitat, Sterilitdt und Reproduzierbarkeit. A: Argon; B: NO; C: Pyrogallol; D:
NaOH; E: Uberlaufschutz; F: Dreihalsrundkolben; G, H: Wasserfallen; I: gasdichtes
Steigrohr

2.3 Hamoglobinkonzentrationsbestimmung

Der Hamoglobingehalt einer Probe wird durch die Messung des
Absorptionsmaximums fir Hamoglobin bei 415 nm mit dem Spektro-
photometer (Beckmann, USA) bestimmt. Die Hamoglobinkonzentration wird
mit dem Lambert’'schen Gesetz berechnet. Zum Versuchsaufbau siehe
2.5.3.

2.4 Bestimmung der Erythrozytenaggregation

Zur Bestimmung der Aggregation von Erythrozyten wurde das
Aggregometer der Firma Myrenne, Roetgen benutzt'®. Aufgegeben
wurden je 10 ul einer Vollblutprobe, die zuvor mit ansteigenden
Konzentrationen der authentischen NO-LAsung inkubiert wurde.
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Als Referenzwert fir die eingestrahlte Lichtintensitat dient der Leerwert bei
nicht gefiiliter Kammer. Die Probe wird daraufhin in die transparente Platte-
Kegel-Kammer gefillt. Diese Messkammer wird ringférmig mit Licht im
Infrarotbereich durchstrahlt. Nach dem Durchmischen bei konstantem
Schergrad wird die nach Anhalten der Plattendrehung stattfindende Bildung
der Erythrozytenaggregate gemessen. Durch diese Aggregation nimmt die
Zahl der lichtbrechenden Flachen ab. Die Intensitat des Lichtsignals wird
somit verringert. Durch die Registrierung des transmittierten Lichtes wird
ein Syllektogramm erstellt. Als Messwert wird die Flache unter der
Syllektogrammkurve  innerhalb  eines, an den Beginn der
Aggregationsphase anschlielenden Zeitintervalls von 10 sek durch

elektronische Integration bestimmt'®.

2.5 Blutentnahme und Probenaufarbeitung

2.5.1 Charakterisierung der Studienpopulationen

Versuchspersonen: Vollblut wurde Versuchspersonen im Alter zwischen 20
und 30 Jahren mit einem mittleren Gewicht von 69 kg entnommen. Diese
wiesen eine normale Endothelfunktion und keinerlei kardiovaskularen
Risikofaktoren, wie Hypertonie, HypercholesterinAmie oder Nikotinabusus
auf. Fur die Gegenlberstellung der Nitritkonzentration im Blut von
Normotonikern und Hypertonikern stellte sich neben den oben erwahnten
Versuchpersonen eine Subpopulation von hypertonen Patienten
(systolischer Blutdruck > 140 mmHg; diastolischer Blutdruck > 90 mmHg)
der kardiologischen Station der Universitat Disseldorf zur Verfiigung.

Nitrit _in S&ugern: Zur Bestimmung der basalen Nitritkonzentration in
verschiedenen Saugetieren wurden 7 Kaninchen (New Zeeland White) und
19 eNOS Wildtypméuse (C57BL6) verwendet.

Erythropoetin Uberexpremierende Mause: Blut und Urin wurde von 25
Wildtypen  (WT-Méuse, B6C3F1) und von 25 Erythropoetin
Uberexpremierenden Mausen (EPO-Méause, genetischer Hintergrund
B6C3F1) verwendet. Die Tiere waren im Mittel 4-10 Monate alt und wogen
20-35 g. Die Expression der humanen Epo ¢ DNA in den transgenen,
heterozygoten Mausen wurde durch humane Wachstumsfaktoren (PDGF,
platelet drived growth factor), das in Thrombozyten, Endothelzellen,
Makrophagen und Fibroblasten gebildet wird, geférdert. Es kam zu einer
Uberexpression fir humanes EPO?. Die transgenen Tiere zeigten auf das
2-fache erhohte Werte fir Erythrozyten, Ha&moglobin und Hamatokrit
gegenuber den nicht transgenen Tieren. In den durchgefiihrten
Experimenten wurde der Einfluss des vom Endothel gebildeten NO auf den
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Nitrit- und Nitratgehalt in Blut und Urin der polyglobuldaren, transgenen
EPO-Méause untersucht.

2.5.2 Probengewinnung

Menschen: Den niichternen Probanden wurde ungestautes Blut aus der
Vena mediana cubiti Uber eine Butterfly-Nadel (0,6 mm Innendurchmesser)
entnommen. Verwendet wurden 5 ml Spritzen, wobei die ersten 5 mil
verworfen wurden. Das entnommene Blut wurde sofort in 50 ml PE-
PlastikgefalRe mit Heparin (50 I.E./ml Blut) tberfihrt und anschlieRend
durch vorsichtiges Schwenken gemischt.

Kaninchen: Die Kaninchen wurden einzeln in Edelstahlkafigen auf
Lochgittern unter konstanten Umgebungsbedingungen (siehe EPO-Mause)
gehalten. Den Kaninchen wurde Blut mittels einer Kanile mit einem
Innendurchmesser von 0,9 mm aus der Ohrarterie enthommen und mit
Heparin (50 I.E./ml Blut) gemischt.

EPO-Mause: Die EPO-Méause und ihre Wildtypen wurden Uber einen
Zeitraum von 2 Wochen unter konstanten Bedingungen gehalten und
bekamen ausschlief3lich nitrit- und nitratreduziertes Futter (Altromin) und
demineralisiertes Wasser ad libitum. Die Umgebungstemperatur betrug
18-20°, die relative Luftfeuchtigkeit 55+ 5%, der Tag Nacht-Rhythmus von
12 h wurde durch Kunstlicht aufrechterhalten. Nach der Eingewdhnungs-
phase wurden die Tiere in Stoffwechselkafige (FMI, Seeheim / Ober
Beerbach, Deutschland) berfuhrt. Die genaue Flussigkeitseinfuhr und
-ausfuhr wurde bilanziert und der Urin fir die Nitrit- und Nitratmessung tber
je 24 Stunden aufgefangen.

Nach weiteren 2 Wochen wurde eine Herzpunktion zur Blutgewinnung
durchgefuihrt. Die Versuchstiere wurden mit 1000 I.E. Heparin subcutan
heparinisiert. Die Andsthesie wurde mit Diethylether eingeleitet und bis zur
vollstdndigen Muskelrelaxierung durchgefiihrt. Die Mause wurden auf dem
Versuchstisch an den Extremitaten fixiert und Uber die Versuchsdauer
weiterhin mit Ether narkotisiert. Die Ert6ffnung des Thorax erfolgte Uber
einen Oberbauchquerschnitt und anschlieBender Durchtrennung des
Zwerchfells entlang des Rippenbogens. Die Rippen wurden lateral
durchschnitten. Zuerst wurde die rechte und nachfolgend die linke
Herzkammer mit einer Kanule von einem Innendurchmesser von 0,6 mm
bei den EPO-Mausen bzw. von 0,5 mm bei den WT-M&ausen punktiert und
das Blut langsam mit 1 ml-Insulin-Spritzen aspiriert. Durchschnittlich konnte
ein Volumen von 500 pl gewonnen werden.
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2.5.3 Probenaufarbeitung

Um die Nitrit- und Nitratkontamination bei allen verwendeten Materialien so
gering wie moglich zu halten, wurden alle verwendeten GefalRe vor
Benutzung mit destilliertem Wasser gesplilt und die Kontaktzeit der Proben
mit Luft so gering wie mdoglich gehalten®.

Bestimmung der NO-Metabolite im Blut: Zur Nitritbestimmung Uber die CLD
(siehe 2.1.2.) wurde das heparinisierte Vollblut im Verhltnis 1:5 mit einer
bei 4°C gekihlten 5 mM N-Ethylmaleimide-Lésung (NEM) (Merck,
Darmstadt, Deutschland) verdinnt. NEM alkyliert Sulfhydrylgruppen von
Thiolen und verhindert den Abbau von Nitrosothiolen Uber
Transnitrosierungsreaktionen’>'**. Fir die Bestimmung von Nitrit mittels
FIA (siehe 2.1.1.) sowie von Nitrat Uber das kolorimetrisches Assay Kit
(siehe 2.1.3.) wurde eine 1:5 Verdinnung mit 0,9%igem NaCl verwendet.
Bis zur Analyse wurden die Proben fir maximal eine Stunde lichtgeschiitzt
bei 4°C gelagert. Die folgenden Bestimmungen der NO-Metabolite wurden
jeweils alle aus einer Probe durchgefihrt.

Nitritkonzentration im Vollblut: Je zwei Aliquots von 1000 pl der verdiinnten
Vollblutproben  wurden fur die Bestimmung der  Nitrit- und
Nitrosothiolkonzentration Uber die CLD (siehe 2.1.2.) entnommen. Zur
Bestimmung der Nitrosothiolkonzentration wurden die Proben zusatzlich
vor der Messung mit 5%igem Sulfanilamid in 0,1 M HCI-Ldsung in einer
1: 10 Verdiinnung versetzt.

Nitritkonzentration im Plasma: Die verbliebenen Proben wurden 15 min bei
800 g und 4°C zentrifugiert. Um eine Vermischung der Zellbestandteile mit
dem Plasma zu vermeiden, wurde die Zentrifugation mit auslaufendem
Rotor beendet. Der Uberstand wurde abpipettiert. Fiir die Bestimmung iber
die FIA (siehe 2.1.1) wurde der Uberstand bei 1800 g und 4°C in
Ultrafiltrationsréhrchen zentrifugiert. Fir die Messung mittels CLD (siehe
2.1.2) wurde ein Aliquot von 1000 pl des Uberstandes ohne Sulfanilamid
und weitere 1000 pl mit Sulfanilamid zur Nitrit- und Nitrosothiolbestimmung
verwendet.

Nitratkonzentration in den Erythrozyten: Die sedimentierten Erythrozyten
wurden abpipettiert und 1:10 mit Aqua iniectabilia verdinnt. Die
hamolysierten  Erythrozyten wurden bei 1800 g und 4°C in
Ultrafiltrationsréhrchen (Cut-off 20 kDa; Cellulosetriacetat-Filter, Centricon,
Millipore, USA) zentrifugiert. Lediglich im h&moglobinfreien Uberstand
wurde die Nitratkonzentration mit dem kolorimetrischen Assay Kit
gemessen (siehe 2.1.3). Der Hamolysegrad wurde nach einer 1:10
Verdinnung mit physiologischer Kochsalzldsung mittels Spektrophotometer
(siehe 2.3) bestimmt.
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Nitratkonzentration im Plasma: Zur sensitiven und interaktionsfreien
Nitratbestimmung  wurde der restliche  Plasmaitberstand  auf
Ultrafiltrationsréhrchen (Cut-off 20 kDa; Cellulosetriacetat-Filter, Centricon,
Millipore, USA) verteilt und nochmals bei 1800 g und 4°C fir 60 min
zentrifugiert. Das entstandene Ultrafiltrat wurde zur Nitratbestimmung
mittels kolorimetrischen Assay (siehe 2.1.3) verwendet. Auch hier wurde
nach einer 1:10 Verdinnung mit physiologischer Kochsalzlésung der Grad
der Hamolyse Uber das Spektrophotometer (siehe 2.3) bestimmt.

Die Blutbildbestimmung erfolgte aus je 100ul der unverdinnten
Vollblutproben (Coulter Micro Diff Il, Beckmann, USA).

Bestimmung der NO-Metabolite im Urin: Die Urinproben wurden 1:10
mit NaCl verdinnt und anschlielend bei 1800 g und 4°C ultrafiltriert
(Cut-off 20 kDa; Celluloseacetat-Filter; Centrisat, Sartorius, Gottingen,
Deutschland). Der Uberstand wurde abpipettiert und das Ultrafiltrat zur
Analyse verwendet. Nitrit wurde Uber die FIA (siehe 2.1.1.) und Nitrat Uber
ein kolorimetrisches Assay Kit (siehe 2.1.3.) bestimmt.

Hamoglobinkonzentrationsbestimmung: Zur Untersuchung der Interaktion
zwischen dem Griess-Reagenz und Hamoglobin gab es zwei
Versuchsmodelle. Im ersten Ansatz wurde Blutplasma mit einer definierten
Menge Nitrit [3 uM] versetzt. Anschlieend wurde zur Probe Griess-
Reagenz, Hamoglobin [8 uM] oder Griess-Reagenz und Hamoglobin
hinzugegeben. Das Absorptionsspektrum wurde mit dem
Spektrophotometer gemessen (siehe 2.3). Im zweiten Versuchsaufbau
wurde Plasma Nitrit in aufsteigender Konzentration hinzugefigt [0-35 uM],
worauf die Absorption der Proben bei 545 nm nach Zugabe von Griess-
Reagenz bzw. von Griess-Reagenz und Hamoglobin [8 pM] bestimmt
wurden (siehe Abbildung 7).

Testung der_Ultrafiltrationsréhrchen: Zur Minimierung des Hamoglobin-
gehaltes in Plasmaproben wurden verschiedene Ultrafiltrationsréhrchen
getestet. Vor Gebrauch wurden einige Roéhrchen mit PBS oder HPLC-
Wasser gesplilt. Gewaschene Erythrozyten wurden in einer Verdinnung
von 1:1000 mit Aqua iniectabilia hamolysiert. Die Proben wurden mit 800 g
zentrifugiert. Der Grad der Hamolyse wurde Uber das Spektrophotometer
bei einer Wellenlange von 415 nm bestimmt (siehe 2.3).
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Messung des Absorptionsspektrums nitrithaltiger Plasmaproben
versetzt mit Himoglobin und Griess-Reagenz

heparinisiertes Vollblut
1:5 mit NaCl verdunnt

Trennung
Plasma u. Erys

Plasma
+ Nitrit [3uM + Nitrit [0 - 35uM]
Plasma+Nitrit Plasma+Nitrit
" +Hamoglobin . +Hamoglobin
+Griess +Griess
[8uM] [8pM]
+Griess

+Griesj -Griess

Vermessung der Absorption mit dem Photometer

Abbildung 7. Versuchsaufbau zur Nitritbestimmung Uber die Griess-Reaktion in
Abhangigkeit der Hamoglobinkonzentration.

2.6 Mathematisch-statistische Methoden

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler (MW % SE)
angegeben. Bei direktem Gruppenvergleich wurde der Student’s t-Test von
ungepaarten Daten durchgefiihrt. Als statistisch relevant galt ein p-Wert <
0,05. Zur Analyse diente das Computerprogramm SPSS® 11.0 fur
Windows (Chicago lll., USA).

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

3.1 Interaktion des Griess-Reagenz mit Hamoglobin

Bei der Untersuchung von Blutproben spielt ein potentiell mdglicher durch
Hamolyse auftretender Hamoglobingehalt im Plasma eine grolRe Rolle
(siehe 1.3). Fir die Nitritbestimmung uber die FIA wird Griess-Reagenz
als Laufmittel verwendet und der Farbumschlag bei einer Wellenl&dnge von
545 nm detektiert (siehe 2.1.1). HAmoglobin hat ebenfalls ein Absorptions-
maximum bei 545 nm. Auch das Prinzip des Nitrat-nitrit-kolorimetrischen
Assay Kit beruht auf der Griess-Reaktion (siehe 2.1.3).

Bei der parallelen Messung der Plasmanitritkonzentration im Blut der EPO-
Méause (siehe 3.4) Uber FIA und CLD fiel eine signifikante Differenz
zwischen den einzelnen Konzentrationen auf. Der Uber die FIA gemessene
Mittelwert der Nitritkonzentration ist um das 1,7fache gegentber dem Uber
die CLD gemessenen Mittelwert erhéht (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8. Nitritkonzentrationen im Plasma von EPO-Mausen gemessen uber
FIA und CLD (n=6). Es wird eine signifikante Erhéhung der Uber die FIA
gemessenen Nitritkonzentrationen (MW 830,37 nmol/l) gegeniiber der CLD (MW
497,15 nmol/l) deutlich (* = p<0,05).
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Zur Ursachenklarung dieser differierenden Konzentrationen wurde in den
weiteren Versuchen humanes Plasma verwendet (Versuchsaufbau siehe
2.5.3). Versetzt man eine nitrithaltige Plasmaprobe mit Griess-Reagenz
kann bei 545 nm das typische Absorptionsmaximum mittels
Spektrophotometer vermessen werden. Gibt man zusétzlich Hamoglobin
hinzu, verschiebt sich die Peakhéhe in einen falsch positiven Bereich, da
ein typisches Absorptionsmaximum von Hamoglobin im Bereich von 545
nm liegt (siehe Abbildung 9) und es zu Uberlagerungen der Maxima
kommit.

Absorption [uM]

Hamoglobin

545nm Wellenldnge [nm]
Absorptionsmax.
des Griess-Reagenz

Abbildung 9. Absorptionsspektren von Plasmaproben versetzt A mit Hamoglobin
und NO2 (ceeeeee ), B mit Hamoglobin, NO, und Griess-Reagenz (——) sowie C mit
NO, und Griess-Reagenz (= = ). Nitrit wurde in einer Konzentration von 3 uM und
Hamoglobin von 8 pM hinzugegeben. Fiur Hamoglobin und Griess-Reagenz liegt
ein Absorptionsmaximum bei 545 nm, sodass bei der Detektion von Nitrit Uber die
Griess-Reaktion die Nitritkonzentrationsbestimmung durch die H&amoglobin-
verunreinigung der Probe beeinflusst wird.
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Die gemessene Absorptionsstiarke wurde in  Abhangigkeit der
Nitritkonzentration in  Plasmaproben mit und ohne Hamoglobin-
verunreinigung gemessen (siehe Abbildung 10, Probenaufarbeitung siehe
2.5.3). Im physiologischen Bereich fur Plasmanitrit (< 5 uM) kommt es zu
einer erhdhten Absorption bei 545 nm. Dies resultiert in einer falsch
positiven Bestimmung der Nitritkonzentration. Ab einer Nitritkonzentration
von 5 UM kehrt sich das Verhéltnis um, und es werden erniedrigte
Konzentrationen gemessen.
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Nitrit [M]

Abbildung 10. Hdmoglobin-Griess-Interaktion: Vermessen wurden die Absorption
bei 545 nm von proteinhaltigen Proben mit und ohne Hamoglobinverunreinigung
(8 uM).
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Hamoglobinfreies Plasma wurde exogen mit Hamoglobin versetzt, um den
Effekt von Hamoglobin auf die Bestimmung der Nitritkonzentration tUber die
FIA zu analysieren. Als Referenzmethode wurde die CLD verwendet. Die
uber die FIA bestimmten Konzentrationen sind um das 2,2fache erhoht
(siehe Abbildung 11). Zum Ausschluss einer moglichen Interaktion
zwischen Hamoglobin und CLD wurden hamoglobinfreie und mit
Hamoglobin versetzte Plasmaproben Uber die CLD bestimmt (n=10). Es
wurde kein signifikanter Unterschied gemessen (nicht abgebildet).

600

500

400 -

300

o =

Nitrit [nM]

200

q g

100 H

DD PS> D>

refE>> D> b

MW FIA CLD MW

Abbildung 11. Hamoglobinverunreinigte Proben gemessen uber FIA und CLD.
Plasmaproben wurde mit 0,6 pM Ha&moglobin versetzt und die Nitritkonzentration
bestimmt (n=18). Die mit der FIA gemessenen Konzentrationen sind mit 116%
signifikant gegenuber den durch die CLD gemessenen Konzentrationen erhoéht
(* = p<0,05).

3.1.1 Optimierung einer hamoglobinfreien Probenaufarbeitung

Zur Messung proteinhaltiger Proben via Griess-Reaktion muissen die
Proben zunachst deproteinisiert werden. Bei der Deproteinisierung sollte
nach der im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Hamoglobin-Griess-
Interaktion nicht nur eine Nitritkontamination sondern ebenfalls eine
Hamoglobinverunreinigung ausgeschlossen werden. Hierzu wurden
verschiedene Ultrafiltrationsrohrchen getestet.
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Tabelle 1. Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration im Ultrafiltrat verschiedener
Ultrafiltrationsréhrchen.  Aufgefiihrt  sind  die  Mittelwerte  von
Vierfachbestimmungen.

Reduktion der

Vorbereitun - i
Jd Hb-Konzentration Hb-Konzentration

Hamolysat vor

Zentrifugation 17799 uM
Vivaspin
Cut-off 30 kDa Ohne Waschen 0,2191 uM 87, 7%
(VS 2021)
Vivaspin .
Cut-off 30 kDa Wach)geSn mit 0,1301 uM 92,7%
(VS 2021)
Centrisat Waschen mit
Cut-off 10 kDa 0,2690 uM 86,9%
) PBS
(Sartorius)
Centrisat

Waschen mit
Cut-off 10 kDa HPLC-Wasser 0,1465 uM 91,8%

(Sartorius)
Centricon Waschen mit
Cut-off 10 kDa -0,0076 uM 100%
- PBS
(Milipore)
Centricon

Waschen mit
Cut-qf.mc 10 kDa HPLC-Wasser -0,0045 uM 100%
(Milipore)

Im Vergleich zeigte sich nach Ultrafiltration des Hamolysates mittels
Centricon Ultrafiltrationsréhrchen von 10 kDa eine Reduktion der
Hamoglobinkonzentration der Probe um 100%, wahrend z.B. die
Zentrifugation mit Vivaspin Cut-off 30 kDa nur eine Verminderung um
87,7% zeigte.

Fur die weitere Probenaufarbeitung wurden Centricon Ultrafiltrations-
rohrchen mit einem Cutt-off von 10 kDa verwendet. Zuvor wurden die
Roéhrchen zur Minimierung der Nitritkontamination mit HPLC-Wasser
gespllt. Die aus regenerierter Zellulose bestehende Membran darf nach
dem Waschen nicht austrocknen.

3.2 Validierung der Gasphasen-Chemilumineszenz-Methode zur
Nitritbestimmung

Mittels der speziell entwickelten Probenaufarbeitung, der reduktiven
Reaktionslosung und der CLD (siehe 2.1.2) war es moglich aus Nitrit und
Nitrosothiolen stéchiometrisch NO in die Gasphase zu uberfiihren und
somit indirekt zu messen.
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3.2.1 Validierung der Nitritmessung in wassrigen und proteinhaltigen
Proben via CLD und FIA

Die neu zu etablierende Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der
bereits etablierten FIA verglichen. Im Wassrigen korrelieren die
gemessenen Nitritkonzentrationen der Eichreihen von 0 bis 200 nm und
bilden eine Regressionsgerade (r=0,96, p<0,0001). Der Variations-
koeffizient flr Konzentrationen Uber 100 nm betrdgt 3% Dbei
Dreifachbestimmungen.

Die Nitritkonzentration im Plasma der Versuchspersonen wurde paralell
Uber CLD und FIA gemessen (n=33). Unter Anwendung der hier etablierten
Probenaufarbeitung liegen die Uber die CLD gemessenen Konzentrationen
in einem engeren Messbereich (MIN 56 nmol/l, MAX 240 nmol/l) als die der
FIA (MIN 40 nmol/l, MAX 241 nmol/l). Die Mittelwerte der Messungen
stimmen Uberein (MW CLD 150,1 nmol/l, MW FIA 148,67 nmol/l). Die
Nitritmessung in  plasmatischen Proben zeigt einen linearen
Zusammenhang mit einem Kaorrelationskoeffizienten von r=0,96 (siehe
Abbildung 12).
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Abbildung 12. Nitritbestimmung GUber CLD und FIA in proteinhaltigen Proben.
Aufgetragen sind die Einzelwerte der Nitritkonzentrationen die Gber CLD und FIA
gemessen wurden (r=0,96, p<0,0001). Das 95% Konfidenzintervall zeigt nur einen
schmalen Bereich, in dem die wahren Messwerte mit einer Wahrscheinlichkeit von
95% liegen.
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3.2.2 Sensitivitat, Reproduzierbarkeit und Linearitat bei der
Nitritbestimmung

Die CLD zeigt eine hohere Spezifitat zur Bestimmung von NO-Metaboliten
als die hier verglichenen analytischen Methoden. Verglichen wurden die
FIA und das kommerziell erhéltliche kolorimetrisches Assay Kit. Die
Reaktionen der FIA und des kolorimetrisches Assay Kit laufen tber die
Griess-Reaktion ab. Verschiedene Interaktionen des Griess-Reagenz v.a.
mit Hamoglobin sind bekannt und wurden in der vorliegenden Arbeit
beschrieben (siehe 3.1).

Das kolorimetrische Assay Kit erreicht nur eine Sensitivitat von 250 nmol/|
und eine Linearitat von 250 bis 80.000 nmol/l, wahrend die CLD eine
Sensitivitdt von 1 nmol/l und eine Linearitdt von 2 bis 100.000 nmol/l
erreicht. Der Variationskoeffizient liegt zwischen 3 und 6%. Fir eine
Dreifachbestimmung einer Probe Uber die CLD ist ein geringes
Probenvolumen von 100 pl notwendig. Das Volumen zur Bestimmung
mittels FIA liegt mit 1000 pl um ein 10faches héher. Die Analysezeit der
CLD betragt 1 h/Probe.

Weitere Eigenschaften der Messmethoden sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2. Charakteristika von CLD, FIA und kolorimetrischem Assay Kit bei der

Nitritbestimmung.
CLD FIA Kolorimetrisches
Chemilumineszenz- Fluss- Assay Kit
detektion Injektionsanalyse
reduktive
Reaktion aquimolare Griess-Reaktion Griess-Reaktion
NO-Freisetzung
Sensitivitat
1 10 250
(nmolll)
Variationskoeffizient
(%)
>100 nM 3 5 5
<100 nM 6 10 nicht messbar
Wiederfindungsrate
1005 10010 100+10
(%)
Linearitat
2-100.000 10-40.000 250-80.000
(nmolll)
Probenvolumen
Einfachbestimmung 100 1000 80
(Hl)
Analysezeit
pro Probe
1 0,5 0,1

Dreifachbestimmung

(h)
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3.3 Nitrit in Saugern

Unter  Beriucksichtigung der in  dieser Arbeit beschriebenen
Probengewinnung und Probenaufarbeitung zum Ausschluss einer
Hamoglobinkontamination = konnte  gezeigt werden, dass die
physiologischen Nitritkonzentrationen im Plasma von Saugetieren in einem
nanomolaren Bereich von 200 bis 800 nmol/l liegen (siehe Abbildung 13):
Menschen (30523 nmol/l), Kaninchen (502+21 nmol/l) und Mause (457+51
nmol/l).
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Abbildung 13. Plasmanitritbestimmung in Saugern uber die FIA. Aufgetragen sind
die Plasmanitritkonzentrationen als Einzelwerte und deren Mittelwerte (Menschen
n=24, Kaninchen n=7, Mause n=19). Die Nitritkonzentration aller getesteten
Saugetiere schwankt zwischen 230 und 710 nmol/l.
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In  der Patientengruppe mit mindestens einem Risikofaktor flr
Arteriosklerose, hier Hypertonie und der Kontrollgruppe wurde die
Plasmanitritkonzentration gemessen (siehe Abbildung 14). In der
Patientengruppe lag eine mittlere Plasmanitritkonzentration von 127+18
nmol/l vor, die Kontrollgruppe zeigte eine mittlere Plasmanitritkonzentration
von 21620 nmol/l. Die pathophysiologische Plasmanitritkonzentration in
der Patientengruppe ist signifikant niedriger als im Kontrollkollektiv .
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Abbildung 14. Gegeniberstellung der Nitritkonzentration im Plasma von
Normotonikern (n=9) und Hypertonikern (n=15). Aufgetragen sind Einzel- und
Mittelwerte mit einem signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(* = p<0,001).
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3.4 NO-Stoffwechsel in Erythropoetin liberexpremierenden Mausen

3.4.1 Blutbild

Die EPO-Mause weisen einen 1,8fach erhdhten Hamatokrit (65,2%) und
einen 1,7fach erhéhten Hamoglogingehalt (22,5 g/dl) im Vergleich zu den
WT-Mausen auf. Die weitere Charakterisierung der EPO-Mause und des
Blutbildes ist unter Kapitel 2.5.1 beschrieben.

Tabelle 3. Ausschnitt aus dem Blutbild der EPO-Mé&use (* =p<0,05).

HGB [g/dl] | HKT [%] MCV [fl] MCH [pg] | MCHC [g/d]]
wWT
13,3 35,8 57,8 16,4 36,3
(n=6)
TG
22,5+ 65,2* 51,3 19,0 37,1
(n=4)

3.4.2 NO-Metabolite in Plasma und Erythrozyten

Um den Einfluss eines erhdhten Hamatokrits auf den NO-Pool im Blut von
Erythropoetin Uberexpremierenden Mausen zu untersuchen, wurde die
Konzentration der verschiedenen NO-Metabolite (RSNO, NO,, NOx) in den
Blutkompartimenten Plasma und Erythrozyten mit der in dieser Arbeit neu
etablierten Methode CLD bestimmt (siehe Abbildung 15).

NOx ist im Blut der transgenen EPO-Mause (Plasma 21,25 umol/l,
Erythrozyten 37,81 umol/l) gegenidber den WT-Mausen (Plasma 7,7 pumol/l;
Erythrozyten 9,03 pumol/l) um den Faktor 2,8 im Plasma und den Faktor 4,1
in den Erythrozyten erhoht. Die NO-Speicher der EPO-Mause in
Erythrozyten (X-NO: WT 518,5 nmol/l, TG 290,73 nmol/l) und Plasma
(RSNO: WT 45,53 nmol/l, TG 9,12 nmol/l) sind signifikant erniedrigt. Die
Nitritkonzentration zeigt nur eine geringfigige Reduktion im Blut der EPO-
Mause (Plasma 601,62 nmol/l, Erythrozyten 43,5 nmol/) gegenlber den
WT-Mausen (Plasma 714,27 nmol/l, Erythrozyten 140,6 nmol/l) (siehe
Abbildung 15).
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Abbildung 15. Einfluss des Hamatokrit auf den NO-Pool im Blut von EPO-Méausen
(je n=7). Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardfehler (* = p<0,05).
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3.4.3 Nitrit- und Nitratkonzentration im Sammelurin

Im Sammelurin (siehe 2.5.2 und 2.5.3) der transgenen EPO-Mé&use konnte
eine signifikant erhohte Nitritkonzentration nachgewiesen werden. Die
Nitritkonzentration ist in den transgenen Tieren signifikant um den Faktor
1,6 gegenuber den WT-Mausen erhoht. Die Nitratkonzentration zeigt die
gleiche Tendenz, ist jedoch nur um den Faktor 1,2 in den transgenen
Tieren erhoht (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16. Nitrit- und Nitratkonzentration im Urin transgener Mause (je n=12).
Dargestellt sind die Mittelwerte der Nitrit- und NOx-Konzentration und ihre
Standardabweichung. Die NO-Metabolite sind im Urin der trangenen Tiere
signifikant erhéht (* = p<0,05).
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3.5 Erythrozytenaggregation

Die Versuche zur Aggregation von Erythrozyten unter dem Einfluss einer
erhdhten  NO-Konzentration wurden mit humanen Erythrozyten
durchgefuhrt, da im Tiermodell der Mause ein zu geringes Probenvolumen
abnehmbar war.

Nach Inkubation der Vollblutproben mit authentischer NO-L&sung (0-600
umol/l) sinkt die Erythrozytenaggregabilitat mit zunehmender NO-
Konzentration signifikant (Abbildung 17). Bei einer NO-Konzentration von
600 pmol/l ist eine Abnahme von 33% des Ausgangswertes zu
verzeichnen. In der Kontrolle zeigt sich nach Inkubation mit adaquaten
Mengen NacCl kein linearer Zusammenhang.
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Abbildung 17. Aggregabilitat humaner Erythrozyten nach NO-Inkubation (je n=3).
Mit zunehmender NO-Konzentration sinkt die Erythrozytenaggregabilitat
signifikant (* Signifikanz gegeniiber dem Nullwert, * Signifikanz gegentiber der
NaCl-Kontrolle; p<0,05).
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4 Diskussion

Folgende Ziele wurden in der vorliegenden Arbeit erreicht: 1. Die
Probenaufarbeitung zur Vermessung der NO-Metabolite konnte optimiert
werden, sodass durch den Ausschluss einer Hamoglobinkontamination
eine interaktionsfreie Bestimmung Uber verschiedene analytische
Methoden mdglich war. 2. Es wurde eine spezifische Methode validiert, die
die sensitive Bestimmung der Nitrit- und Nitrosothiolkonzentration im
Plasma und Vollblut ermdéglicht. 3. Unter Anwendung der beiden
verschiedenen Methoden FIA und CLD wurden vergleichbare
Plasmanitritkonzentrationen im nanomolaren Bereich gemessen. 4. Der
Einfluss der Polyglobulie auf den NO-Stoffwechsel im Blut konnte erstmalig
charakterisiert werden.

In Abschnitt 4.1 wird zunachst die optimierte Probenaufarbeitung diskutiert.
Abschnitt 4.2 beschreibt die Validierung der CLD als auch die Vor- und
Nachteile der CLD gegentber anderen Methoden, die zur Nitritmessung
verwendet werden. In Abschnitt 4.3 wird auf die Nitritkonzentration als
universeller Marker der NOS im Plasma von Saugetieren eingegangen. Der
Einfluss eines erhohten Hamatokrit auf die NO-Verfugbarkeit im Blut wird in
Abschnitt 4.4 dargelegt, zusatzlich wird hier die Beeinflussung
rheologischer Parameter durch eine erhdhte NO-Verflgbarkeit diskutiert.

4.1 Optimierung der Probenaufarbeitung

Ist das Ziel die valide Bestimmung von Nitrit, muss auf eine préazise
Probenaufarbeitung geachtet werden. Bei der Etablierung einer Methode ist
es wichtig eine Referenzmethode zu haben, die Nitrit interaktionsfrei und
valide misst. Kleinbongard et al.** optimierte ein Protokoll zur
interaktionsfreien Probenaufarbeitung.

Bekannt sind Interaktionen der Griess-Reaktion mit Proteinen und Alkohol,
die zu falsch positiven Bestimmungen fiihren, mit Zitrat zu falsch negativen
Bestimmungen®’. Viele weitere Substanzen, die mit dem Griess-Reagenz
interagieren, sind bekannt, wie z.B. biologische Amine, Zinksulfat,
Cadmium, Mangan, Eisen, Zink und Harnstoff®®,

Ein Einfluss von Hamoglobin wurde bisher nicht beschrieben. Hamoglobin
und Griess-Reagenz haben ein gleiches Absorptionsmaximum bei 545 nm.
Bisher wurde von Giovanni et al.®* nur eine Interaktion zwischen dem
Griess-Reagenz und Proteinen beschrieben, die nicht weiter charakterisiert
wurden. Durch die zusatzliche Lichtabsorption proteinhaltiger Proben bei
545 nm wurden falsch positive Ergebnisse erhoben. Die Resultate dieser
Arbeit belegen, dass es bei der Vermessung von Blutproben tUber die FIA
von besonderer Bedeutung ist, eine Hamoglobinkontamination
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auszuschlieRen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Uberlagerung der Absorptionsmaxima von Hamoglobin und dem
verwendeten Griess-Reagenz bei 545 nm zu falsch positiven Ergebnissen
fuhrt. Bei der Bestimmung der Nitritkonzentration tber die CLD zeigt sich
kein Einfluss von Hamoglobin auf das Ergebnis (siehe Kapitel 3.1).

Die Deproteinisierung von Plasmaproben zur Nitritbestimmung via Griess-
Reagenz ist schon aufgrund der Plasmaeigenfarbung notwendig. Die
Methode der Wahl ist die Ultrafiltration, da alle anderen Verfahren, wie die
Saurefallung mittels Trichloressigsdure und die Alkoholfallung mittels
Methanol entweder mit dem Griess-Reagenz interagieren oder mit Nitrit
kontaminiert sind. In der vorliegenden Arbeit wurden Ultrafiltrationsréhrchen
mit einer unterschiedlichen Durchlassigkeit der Zellulosemembran fir
Proteine von 10-30 kDa getestet. Die Molekularmasse eines Ham-Molekdl
betragt etwa 16 kDa, die eines tetrameren Hamoglobin-Molekil etwa 64
kDa. Hamoglobinfreie Proben wurden durch die Verwendung von Centricon
Ultrafiltrationsrohrchen mit einem Cutt-off von 10 kDa erreicht. Durch diese
Probenaufarbeitung konnte ein Vergleich der durch FIA und CLD
gemessenen Proben erfolgen (siehe 4.2).

4.2 Methodenkritik der Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion
gegeniiber der Fluss-Injektionsanalyse

Die  reduktive  Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion ist eine
hochsensitive und spezifische Methode, die es ermoglicht aus NO, und
RSNO reduktiv NO freizusetzen und zu detektieren. Die zun&chst von
Marley et al.”? beschriebene Methode konnte weiterentwickelt und durch
die Modifikation der verwendeten Reaktionsldésung verbessert werden. Die
Zugabe von Kupfer(ll)sulfat war nicht mehr notwendig, und es mussten
keine schaumreduzierenden Reagenzien verwendet werden. Die
Reaktionsldsung musste nicht mehr nach jeder Probenaufgabe
ausgewechselt werden. Die Vorteile gegenlber verschiedener zuvor
beschriebener Methoden zur Nitrosothiolbestimmung werden in der
Literatur diskutiert’>%>1°7,

In der vorliegenden Arbeit konnte die CLD anhand der zur Nitritbestimmung
bereits etablierten FIA validiert werden®’.  Wird auf eine korrekte
Probenaufarbeitung bei der FIA geachtet (siehe 4.1), korrelieren die
gemessenen Nitritkonzentrationen in wassrigen und proteinhaltigen Proben
(siehe 3.2).

Die FIA stellt im Vergleich zu anderen Analyseverfahren eine einfache,
gunstige und schnelle Methode mit vergleichbarer Sensitivitat von 10 nmol/I
dar®’. Das kommerziell erhéltliche kolorimetrische Assay Kit zur
Nitritbestimmung basiert ebenfalls auf der Griess-Reaktion. Die Punkt-zu-
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Punkt Auflosung der FIA ist 250mal hdher als bei dem kolorimetrischen
Assay Kit. Die Reproduzierbarkeit der FIA im mikromolaren Bereich liegt
2mal hoher. Weitere valide Methoden zur Nitritbestimmung sind das
Diaminonaphthalen-Assay (DAN-Assay)'®®, die Hochdruck-Flussigkeits-
Chromatographie (HPLC)!® wund die Gas-Chromatographie-Massen-
Spektrometrie (GC-MS)*°. Analysekosten und Zeitaufwand von HPLC und

GC-MS sind im Vergleich mit den anderen Methoden sehr hoch.

Mit den genannten Methoden kénnen jedoch keine Vollblutproben
vermessen werden und die Bestimmung der Konzentration an
gebundenem NO ist nicht moglich. Die CLD ist im Gegensatz zu den
Methoden, die auf der Griess-Reaktion basieren, unabhangig von einer
Hamoglobinverunreinigung. Mit Hamoglobin verunreinigte Proben, die tUber
die FIA vermessen wurden, zeigten eine auf das 2,2fache erhothte
Nitritkonzentration gegenuber der CLD, mit der nach
Hamoglobinverunreinigung der Proben identische Nitritkonzentrationen
gemessen wurden (siehe Kapitel 3.1). Cosby et al.®? konnte durch Infusion
mikromolarer Nitritmengen eine Freisetzung von NO aus Nitrit durch die
Reaktion mit Deoxyh&moglobin zeigen. Unter normalen Redoxbedingungen
und physiologischen Konzentrationen von Nitrit im Erythrozyten, wie in der
vorliegenden Arbeit gegeben, scheint dieser Prozess nicht aufzutreten.

Die CLD stellt eine interaktionsfreie Methode dar, mit der es mdglich ist,
Nitrit als auch Nitrosothiole in wassrigen und biologischen, proteinhaltigen
Proben zu vermessen. Insbesondere ist eine direkte Bestimmung von
Vollblutproben mdoglich. Diese Methode zeigt eine hohe Spezifitat und
Reproduzierbarkeit. Sie ist gegeniber der FIA 10fach sensitiver (siehe
Tabelle 2). Im Vergleich ist bei der CLD 1/10 des Probenvolumens
ausreichend, ein Kriterium fir Untersuchungen an Tiermodellen. Ein
Nachteil der CLD ist der hohe Zeitaufwand durch fehlende Automatisierung
der Probenapplikation und der Auswertung. Kirzlich wurde von Dejam et
al.'™ eine optimierte Methode zur Nitritbestimmung im Vollblut etabliert.
Unter Verwendung der CLD in Kombination mit einem Eisencyanid
enthaltendem Assay wird Hamoglobin zu Methdmoglobin oxidiert und

unterbindet dadurch den schnellen Abbau von Nitrit durch Hamoglobin**,



4 Diskussion 47

Tabelle 3. Vor- und Nachteile der CLD gegentiber der FIA

CLD FIA
Linearitat 2-100.000 nM 10-40.000 nM
Wiederfindungsrate 1005 % 100+10 %
Sensitivitat 1nM 10 nM
NO-Metabolite Nitrit-/ Nitrosothiolbestimmung Nitritbestimmung
Probenapplikation Manuell Automatisiert
Probenvolumen (n=3) 300 ul 3000 pl
Analysezeit (n=3) 1lh 0,5h
Verschiedene
Storanfalligkeit Interaktionsfrei Interaktionen z.B. mit
Hamoglobin

4.3 Nitrit im Plasma von Saugetieren

Nitrit war in den Plasmaproben aller untersuchten Spezies in einem
physiologischen Bereich messbar. In der vorliegenden Arbeit lagen alle
gemessenen Nitritkonzentrationen im nanomolaren Bereich (200-800
nmol/l) (siehe 3.3). Die Kkorrelierenden absoluten Plasmanitritlevel,
analysiert mittels unterschiedlicher Methoden, sprechen fir die Genauigkeit
der gemessenen Plasmanitritkonzentrationen.

Die Anwendung von Nitrit als Marker fir die NO-Verfligbarkeit ist in vielerlei
Hinsicht interessant. Am Beispiel der humanen Unterarmzirkulation konnte
eine Signalkaskade durch die Bestimmung von Nitrit weiter aufgeklart
werden. Vorher war unbekannt, ob der kininerge Agonist Bradykinin die
eNOS stimuliert und die Gefalierweiterung auslost. Die Applikation von
muskarinergen (Acetylcholin) und kininergen Agonisten in der humanen
Unterarmzirkulation verursachte einen Anstieg des plasmatischen
Nitrits'*#**3, Es konnte gezeigt werden, dass Bradykinin die endotheliale
NOS stimuliert. Die pharmakodynamische Wirkung des Bradykinin konnte
weiter aufgeklart werden.

Bei kardiovaskularen Erkrankungen sind Analysen zur NO-Verfligbarkeit
als diagnostisches Kriterium von Interesse. Das Ziel sollte sein, z.B. das
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Risiko einer Kkardiovaskularen Erkrankung durch die Nitritanalyse
einzuschatzen. Eine Abhangigkeit der kardiovaskuldren Risikofaktoren und
der pathophysiologisch erniedrigten Nitritkonzentration im Plasma wurde in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen (siehe 3.3).

Ein an die Risikoeinschatzung anschlieRendes Ziel ist die Therapie-
Kontrolle durch die Analysen der NO-Verfligbarkeit an. Einige
Medikamente, die bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen eingesetzt werden,
greifen in den NO-Stoffwechsel ein. Bei der Behandlung von
hyperlipoproteindmischen Kaninchen mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
konnte parallel zum Therapieerfolg eine gesteigerte NO-Verfligbarkeit tber

die plasmatische Nitritkonzentration nachgewiesen werden™*“.

Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass Nitrit nicht nur als Index der
basalen NO-Verflugbarkeit sondern auch als Marker der pathologisch
veranderten NO-Synthese herangezogen werden kann. Die valide
Bestimmung von Nitrit in biologischen Proben erfordert den Ausschluss von
Interaktionen (siehe 4.1 und 4.2).

Nitrat stellt als weiteres oxidatives Produkt des NO-Stoffwechselweges
einen weiteren potentiellen Marker fir die eNOS-Aktivitat dar. Die
Plasmanitratkonzentration wird jedoch von vielen NOS-unabhangigen
Faktoren beeinflusst, wie der Nitrataufnahme mit der Nahrung, der
Speichelbildung, der Nitratsynthese durch Bakterien im Verdauungstrakt,
der Inhalation aus der Luft und der Ausscheidung iiber die Nieren®.
AuBerdem wird die Sensitivitdt der Nitratbestimmung durch die hohe
Hintergrundkonzentration im mikromolaren Bereich und die im Vergleich zu
Nitrit relative lange Halbwertszeit herabgesetzt'*2. Nitrat stellt viel mehr
einen Marker dar, der in kontrollierten klinischen Studien die chronischen

Veranderungen im NO-Stoffwechsel reflektiert'*>.

Die nitros(ylierten Metabolite von NO sind bioaktive Speicherformen von
NO". Diese Metabolite spielen eine wichtige Rolle im Transport von NO.
Zur Zeit stehen jedoch quantitative und qualitative Analysen von
gebundenem NO als Index der NO-Verfiigbarkeit noch aus.

Als weiterer Marker kdnnten Aminosauren dienen, die in den L-Arginin-NO-
Stoffwechsel involviert sind'*. Arginin ist das Substrat der NOS und
Citrullin ist neben NO ein weiteres Produkt der NOS. Arginin und Citrullin
sind jedoch nicht spezifisch fur den L-Arginin-NO-Stoffwechselweg, sie sind
zusatzlich in andere Stoffwechselwege wie den Citrat- oder Harnstoffzyklus
involviert. Um Citrullin eindeutig dem NO-Stoffwechselweg zuordnen zu
kénnen, muss radioaktiv markiertes L-Arginin bei der Untersuchung der
NOS-Aktivitat eingesetzt werden. Dieses Analyseverfahren ist jedoch sehr
aufwendig. Es ist unsensitiver als die Nitritbestimmung und nicht fUr jedes
Versuchsprotokoll geeignet.
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Garlichs et al.'*” hat zur Untersuchung der NOS-Aktivitat N®-Hydroxy-L-
Arginin, das stabile Intermediat bei der Katalyse von Arginin zu Citrullin,
Uber eine HPLC bestimmt. Die Konzentrationen an N®-Hydroxy-L-Arginin
sind unbeeinflusst von Geschlecht und Alter der Versuchspersonen. Im
Gegensatz hierzu konnte bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion eine
reduzierte N®-Hydroxy-L-Arginin-Konzentration nachgewiesen werden,
wahrend die Konzentrationen an L-Arginin und L-Citrullin gleich blieben.
Um die Spezifitat dieser Methode genauer zu untersuchen, sind weitere
Studien zur Bestimmung der N“-Hydroxy-L-Arginin-Konzentration
notwendig, in denen die NOS stimuliert (z.B. mit Acetylcholin) und inhibiert
(z.B. mit N®-Monomethyl-L-Arginine) wird.

Asymmetrisches-Dimethyl-Arginin  wurde als endogener kompetitiver
Inhibitor der NOS charakterisiert'*®. In jungen hypercholesterindgmischen
Patienten waren erhdohte Konzentrationen des Asymmetrischen-Dimethyl-
Arginin mit einer eingeschrankten endothelabhédngigen Vasodilatation
assoziiert''®. Diese und andere Studien legen nahe, dass die erhohte
Konzentration des Asymmetrischen-Dimethyl-Arginin als Risiko-Indikator
fur die Entwicklung kardiovasukularer Erkrankungen anzusehen ist. Der
Nachweis einer direkten Verknipfung zwischen der NO-Verfligbarkeit und
der plasmatischen Konzentration des Asymmetrischen-Dimethyl-Arginin
steht noch aus. Auch Asymmetrisches-Dimethyl-Arginin wird wie das N®-
Hydroxy-L-Arginin Uber die HPLC bestimmt, eine lange, komplizierte und
teure Analyse.

Zusammenfassend kann die Analyse von plasmatischen Nitrit als eine der
momentan besten Mdglichkeiten zur Einschatzung der NO-Verflgbarkeit
angesehen werden. Abhangig vom jeweiligen Ziel und Zweck einer Studie
kann es, zum besseren Verstandnis der vielen verschiedenen Reaktionen
von NO, sinnvoll und hilfreich sein, die verschiedenen potentiellen NO
Indices zu bestimmen.

4.4 Einfluss eines erhohten Hamatokrit auf den NO-Metabolismus

Bei einem Anstieg des Hamatokrit iber 50% und somit der Erhéhung der
Blutviskositat sind hamodynamische und rheologische Risiken fir das
kardiovaskulare System zu erwarten. Die Erythrozytose wird sekundér
durch eine Hypoxie hervorgerufen’®. Die Hypoxie kann neben der
Erythrozytose weitere pathologische Ereignisse hervorrufen'®!. Die
Untersuchung einer isolierten chronischen Erythrozytose ermoglichte das
Tiermodell der transgenen EPO-Mause.

Am Beispiel der EPO-Mause konnte der Einfluss eines erhéhten
Hamatokrit auf den NO-Haushalt naher identifiziert werden. Mit der im
Rahmen dieser Arbeit etablierten CLD war es mdglich, den plasmatischen
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NO-Pool der polyglobularen transgenen Tiere erstmalig zu
charakterisieren. Die EPO-Mause zeigten trotz eines Hamatokrit bis 80%
keinen Anstieg des Blutdruckes und keine Reduktion der Herzleistung. Der
mittlere arterielle Druck und die Auswurfleistung des Herzens lagen im
Normbereich und stimmten mit den gemessenen Werten der normozytaren
WT-Mause (berein®®. Im Gegensatz hierzu wurde in Hunden, deren
Hamatokrit auf 68% angehoben wurde, ein Abfall der Herzleistung um 51%
gemessen'®. Es ist denkbar, dass die akute Erhéhung des Hamatokrit
einen zu schnellen Anstieg der Blutviskositat bedingt hat, der nicht durch
andere Mechanismen kompensiert werden konnte. Die EPO-Mause
adaptierten sich seit Geburt an den erhohten Hamatokrit, sodass das
kardiovaskulare System keine pathologischen Veradnderungen zeigte'?.
Ruschitzka et al.®’ haben bei diesen transgenen, polyglobularen EPO-
Mausen eine 6fach erhohte eNOS im Western-Blot nachgewiesen. Der
aufgrund des erhdhten Hamatokrit zu erwartende Blutdruckanstieg wird
durch eine Weitstellung der GefalRe Uber die erhdhte Bereitstellung von NO
kompensiert”’. Durch den erhéhten Hamatokrit der transgenen Mause
verringert sich der Plasmasaum gegeniber den Kontrolltieren, die
Scherkréafte entlang des Endothels steigen an. Hierdurch steigt die Aktivitat
der eNOS, z.B. durch eine erhohte eNOS mRNA Expression und Stabilitat
oder eine erhéhte eNOS Proteinphosphorylierung™**#. Es kommt zu einer
erhéhten Verfiigbarkeit von NO. Von Banerjee et al.'* konnte eine direkte
Aktivierung der eNOS durch Erythropoetin gezeigt werden. Trotz der
deutlich erhéhten Hamoglobinwerte ist die NO-Konzentration im Plasma
der transgenen Tiere deutlich erhoht. Es resultiert eine Vasodilatation und
somit eine Normotonie trotz erhéhtem Hamatokrit®’. Die orale Gabe von
L-NAME, einem NOS-Inhibitor, hat zu peripherer Vasokonstriktion,
Hypertonie und schlieBlich zum Versterben der transgenen Tiere innerhalb
von 52 Stunden gefiihrt®’.

In der vorliegenden Arbeit wurde der NO-Metabolismus in polyglobularen
EPO-Mausen charakterisiert. Gegentber den WT-Mausen sind in den
Erythrozyten und im Plasma der EPO-Mause eine erniedrigte
Konzentration von RSNO und Nitrit zu messen, wéahrend die NOx-
Konzentration in beiden Kompartimenten deutlich erhdht ist. Eventuell
kommt es durch die gesteigerte GefaRdilatation zum erhohten NO-
Verbrauch im Endothel, es lasst sich eine geringe Konzentration an
gebundenem NO im Blut der EPO-Mause gegeniber den Kontrolltieren
nachweisen. Mutmalflich gelangt NO aufgrund des kirzeren Weges durch
den verringerten Plasmasaum vermehrt in den Erythrozyten, wo es zu
Nitrat abgebaut wird. Somit kdnnte es sein, dass die Erythrozyten das
Gleichgewicht zwischen der vermehrten Bildung und dem Abbau von NO
halten. Eine erhéhte NO-Konzentration kann auf umgebende Zellen toxisch
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wirken. NO bindet z.B. an die Eisengruppen von regulatorischen Enzymen
und verandert oder verhindert deren Aktivitat'*’. Die pathogene Wirkung
von NO beschrankt sich nicht nur auf den Zellzyklus, sondern beeinflusst
z.B. ebenfalls das Membranpotential iiber eine Inhibition von K*- und Ca?-
Kandlen und den hieraus resultierenden verminderten lonenstrom.
Hamoglobin neutralisiert diesen pathogenen Mechanismus des Radikals
NO. Die erhéhte Nitratkonzentration im Vollblut der EPO-Méause belegt den
erhdhten Abbau von NO und spricht flr der erhdhten Gesamtumsatz von
NO. Diese Ergebnisse decken sich mit den von Ruschitzka et al.”’
gemessenen Nitratkonzentrationen, die in der GefaRwand von Aorta und
Pulmonalarterie der EPO-Mause signifikant erhoht waren. Offen bleibt,
warum die Nitritkonzentration in Erythrozyten und Plasma gegentber den
WT-Mausen reduziert ist. Es kénnte ein Hinweis darauf sein, dass Nitrit im
Metabolismus der transgenen EPO-Mause entweder beschleunigt
abgebaut wird oder aber eine erneute Umwandlung zu NO stattfindet.

Unter pathologischen Bedingungen, wie sie im Tierversuchsmodell der
EPO-Mause gegeben sind, scheint die Verwendung von Nitrit als Marker
fur die erhdohte NO-Verfugbarkeit nicht mdglich zu sein. Vielmehr belegen
die Ergebnisse, dass Nitrat als Langzeitmarker der chronischen
Veranderung im NO-Stoffwechsel der EPO-Mause dienen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Nitrit und Nitrat im
Urin der EPO-Mause erhoht ist. Im Urin der EPO-Mause stellt Nitrat den
Hauptanteil der NO-Metabolite dar. Die Nitritkonzentration ist signifikant
gegeniuber den Kontrolltieren erhéht. Im Urin stellt Nitrit den spezifischen
Marker der erhohten NOS-Aktivitat. Zu beachten ist, dass die
Nitritkonzentration im Urin ebenfalls durch eine Infektion erhoht wird*?%!%,

Um die physiologische Relevanz einer erhdéhten NO-Verflgbarkeit auf die
Blutviskositat bzw. die Erythrozytenaggregabilitat abschatzen zu kénnen,
wurden in der vorliegenden Arbeit humane Erythrozyten mit steigenden
NO-Konzentrationen inkubiert. Mit steigender NO-Konzentration sinkt die
Aggregabilitat der Erythrozyten. Der im humanen Vollblut gezeigte Abfall
der Erythrozytenaggregabilitdt lasst vermuten, dass auch die
Erythrozytenaggregabilitait der EPO-Mause durch die erhdhte NO-
Verfugbarkeit herabgesetzt ist und sich somit die ausbleibende
Thrombembolisierung erklaren lasst. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Starzyk et al.’®, die eine Abnahme der Aggregabilitat in Ratten nach
Inkubation mit einem NO-Donator gezeigt haben. Weitere
Anpassungsmechanismen in polyglobularen transgenen Mausen konnte
von Vogel et al.”*! und Shibata et al."** nachgewiesen werden. Es konnte
eine erhohte Verformbarkeit der Erythrozyten'® und eine herabgesetzte
Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade'* gezeigt werden.
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Insgesamt reflektiert der aufgezeigte NO-Stoffwechsel im Blut der
polyglobularen transgenen EPO-Mause eine erhdhte NO-Verflgbarkeit
trotz der erhdhten Konzentration von Hamoglobin, welches als potentielle
Falle fiir NO in vivo dienen kdnnte™***3*. Diese Ergebnisse unterstiitzen das
Konzept einer erhdhten und kontinuierlichen Vasodilatation durch NO in
den EPO-Mausen. Somit kann dem Effekt der ansteigenden Blutviskositét
in den peripheren WiderstandsgefaRen entgegengewirkt werden. Das
Endothel reagiert auf die erhdhten Scherungskrafte, hervorgerufen durch
den Blutfluss®, mit einer zunehmenden Aktivierung der eNOS. EPO
scheint ebenfalls einen direkten Einfluss auf die Erythropoetinrezeptoren
und die eNOS zu haben. Es wirkt gegenregulatorisch auf den

hypertensiven Effekt der ansteigenden Hamoglobinkonzentration*®.

4.5 Ausblick

Durch die Validierung der hochsensitiven und spezifischen CLD zur
Messung von Nitrit im Plasma steht eine analytische Methode zur
Verfiigung, mit der neben der Bestimmung der Plasmanitritkonzentration
auch die Bestimmung der Konzentration von Nitrit im Vollblut und der
Konzentration von gebundenem NO in Plasma und Vollblut méglich ist.
Diese Methode kann Anwendung in Tierversuchsmodellen finden, bei
denen ein geringes Probenvolumen zur Verfiigung steht. Interaktionen z.B.
mit HAmoglobin sind hierbei ausgeschlossen. Unter Verwendung der CLD
ist es mdglich in anschlie3enden Studien den Metabolismus von NO weiter
aufzuschlusseln.

Von besonderem Interesse in der kardiovaskularen Diagnostik ist es, einen
spezifischen Marker zur Risikoabschéatzung kardiovaskularer Erkrankungen
zu finden. Im Einklang mit der Arbeit von Kleinbongard et al.**® konnte hier
Nitrit als Marker des NO-Stoffwechsels bei arterieller Hypertonie identifiziert
werden. Zusatzlich bietet die Nitritbestimmung auch eine Mdglichkeit der
Therapiekontrolle bei Behandlung durch Medikamente, die in den NO-
Stoffwechsel eingreifen*“.

Medikamenttse Interventionen in der Kardiologie zielen auf eine
Verbesserung der Endothelfunktion ab. Die Verbesserung einer
Endothelfunktion fuhrt zur einer Erhdhung der NOS sowie der NO-
Verflgbarkeit. Hier wurde aufgezeigt, dass sich fir die Behandlung mit
EPO eventuell neue therapeutische Mdglichkeiten zur Behandlung einer
endothelialen Dysfunktion ergeben. Die Erkenntnis, dass eine erhdohte NO-
Verflgbarkeit die Aggregabilitdt und die Verformbarkeit von Erythrozyten
moduliert, l&sst auf einen potentiellen therapeutischen Einfluss von NO bei
der Behandlung von Erkrankungen, die die Mikrozirkulation betreffen,
schlief3en.
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5 Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) reguliert im kardiovaskularen System unter
anderem Gefaltonus, GefalRwachstum, Adhéasion von Blutzellen und die
Blutgerinnung. NO wird von der NOS aus der Aminosaure L-Arginin
synthetisiert, im kardiovaskularen System hauptséachlich durch die eNOS.
Es erfolgt eine rasche Verstoffwechslung zu Nitrit und Nitrat. Nitrit spiegelt
akute Veranderungen in der eNOS-Aktivitat wieder. Es war notwendig, eine
Methode zur sensitiven, reproduzierbaren und interaktionsfreien
Bestimmung von Nitrit zu entwickeln. Fir die Untersuchung des NO-
Metabolismus am Tiermodell war keine Methode verfigbar, die ein
maglichst kleines Probenvolumen sowie die Bestimmung von Nitrosothiolen
im Plasma als auch im Vollblut erlaubt.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Durch die Interaktion von Hamoglobin mit dem bei der FIA verwendeten
Griess-Reagenz kann es bei der Bestimmung von Nitritkonzentrationen
in plasmatischen Proben zu falsch positiven Ergebnissen kommen. Die
Probenaufarbeitung konnte zur interaktionsarmen Vermessung
optimiert werden.

2. Die CLD stellt im Vergleich die Methode mit der hdchsten Sensitivitat
und Reproduzierbarkeit dar. Eine interaktionsfreie Bestimmung von
Nitrit und Nitrosothiolen in Plasma und Vollblut ist auch bei einem
geringen  Probenvolumen  mdoglich. Die gemessenen  Nitrit-
konzentrationen im wassrigen und plasmatischen Milieu korrelieren
signifikant zwischen CLD und FIA.

3. Nitrit konnte unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen im Blut von Saugern nachgewiesen werden. Die
Plasmanitritkonzentrationen im Blut der verwendeten Saugetiere liegen
im nanomolaren Bereich von 200-800 nmol/l. Die signifikante
Erniedrigung der Nitritkonzentration im Plasma von Hypertonikern
konnte nachgewiesen werden.

4. Die Untersuchung des NO-Stoffwechsel in EPO-Mausen hat gezeigt,
dass sich die NO-Produktion sowie der Verbrauch von NO in einer
erhdhten NOx-Konzentration widerspiegelt. Eine steigende NO-
Konzentration wirkt sich positiv auf die Erythrozytenaggregabilitat aus.

Die hier dargestellten methodischen Moglichkeiten kdnnen in der
Diagnostik zur Bestimmung des verfligbaren NO sowie in der Analyse des
NO-Metabolismus in verschiedenen Saugetieren verwendet werden. Nitrit
stellt ein potentielles Diagnosekriterium bei kardiovaskuldren Erkrankungen
dar. Die Untersuchung der EPO-Mause gibt einen Einblick in die
Modulation des kardiovaskularen System durch Erythropoetin und NO und
den moglichen Nutzen einer erhéhten NO-Verflgbarkeit.
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Abstract zur Dissertationsschrift

ETABLIERUNG DER REDUKTIVEN GASPHASENCHEMILUMINESZENZ ZUR VALIDEN MESSUNG VON
N-OXIDEN IM BLUT VON ERYTHROPOETIN UBEREXPREMIERENDEN MAUSEN

vorgelegt von Kerstin Albach

Stickstoffmonoxid (NO) reguliert im kardiovaskuldaren System unter anderem Gefal3tonus, GefalRwachstum,
Adhésion von Blutzellen und die Blutgerinnung. NO wird von der NOS aus der Aminosdure L-Arginin
synthetisiert, im kardiovaskuldren System hauptséachlich durch die eNOS. Es erfolgt eine rasche
Verstoffwechslung zu Nitrit und Nitrat. Nitrit spiegelt akute Veranderungen in der eNOS-Aktivitat wieder. Es war
notwendig, eine Methode zur sensitiven, reproduzierbaren und interaktionsfreien Bestimmung von Nitrit zu
entwickeln. Fur die Untersuchung des NO-Metabolismus am Tiermodell war keine Methode verfugbar, die ein
maoglichst kleines Probenvolumen sowie die Bestimmung von Nitrosothiolen im Plasma als auch im Vollblut
erlaubt.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Durch die Interaktion von Hamoglobin mit dem bei der FIA verwendeten Griess-Reagenz kann es bei der
Bestimmung von Nitritkonzentrationen in plasmatischen Proben zu falsch positiven Ergebnissen kommen.
Die Probenaufarbeitung konnte zur interaktionsarmen Vermessung optimiert werden.

2. Die CLD stellt im Vergleich die Methode mit der hochsten Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit dar. Eine
interaktionsfreie Bestimmung von Nitrit und Nitrosothiolen in Plasma und Vollblut ist auch bei einem
geringen Probenvolumen mdglich. Die gemessenen Nitrit-konzentrationen im wassrigen und plasmatischen
Milieu korrelieren signifikant zwischen CLD und FIA.

3. Nitrit konnte unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen im Blut von Saugern
nachgewiesen werden. Die Plasmanitritkonzentrationen im Blut der verwendeten Saugetiere liegen im
nanomolaren Bereich von 200-800 nmol/l. Die signifikante Erniedrigung der Nitritkonzentration im Plasma
von Hypertonikern konnte nachgewiesen werden.

4. Die Untersuchung des NO-Stoffwechsel in EPO-M&ausen hat gezeigt, dass sich die NO-Produktion sowie der
Verbrauch von NO in einer erhéhten NOx-Konzentration widerspiegelt. Eine steigende NO-Konzentration
wirkt sich positiv auf die Erythrozytenaggregabilitat aus.

Die hier dargestellten methodischen Méglichkeiten kdnnen in der Diagnostik zur Bestimmung des verfligbaren
NO sowie in der Analyse des NO-Metabolismus in verschiedenen Saugetieren verwendet werden. Nitrit stellt ein
potentielles Diagnosekriterium bei kardiovaskuldren Erkrankungen dar. Die Untersuchung der EPO-Mé&use gibt
einen Einblick in die Modulation des kardiovaskularen System durch Erythropoetin und NO und den mdglichen
Nutzen einer erhéhten NO-Verfugbarkeit.

Dusseldorf, den

Prof. Dr. med. Kelm




