Aus der fur Klinik far Unfall- und Handchirurgie der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf

Nicht-enzymatische Kupfer-Albumin
induzierte NO-Freisetzung in vitro

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin der

medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von
Alexander Brodski

aus Dusseldorf (2017)



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

gez.:
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klécker
Erstgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Christoph V. Suschek

Zweitgutachter: Priv. Doz. Dr. med. Christian Heif3



Science never solves a problem without creating ten more.

George Bernard Shaw



Teile dieser Arbeit wurden publiziert:

Christian Oplander, Julian Résner, Alexander Gombert, Alexander
Brodski, Tatsiana Suvorava, Vera Grotheer, Ernst E. van Faassen,
Klaus-Dietrich Kréncke, Georg Kojda, Joachim Windolf, and

Christoph V. Suschek.

Redox-mediated mechanisms and biological responses of

copper-catalyzed reduction of the nitrite ion in vitro.

Nitric Oxide, 35:152 - 164, 2013 [1].



Zusammenfassung

Wahrend einer Ischdmie kann anorganisches Nitrit durch Reaktion mit Ham-
tragenden Proteinen oder Thiolgruppen-tragenden Enzymen zu NO reduziert wer-
den. NO ist ein bekannter Regulator der Vasodilatation sowie ein protektives Mo-
lekll gegen oxidativen Stress-induzierte Gewebsschaden. Ein wichtiger Vorgang
des Ischamie-induzierten oxidativen Stresses, Hypoxie und Azidose ist die Disso-
ziation von proteingebundenen Metallen, wie des Fe?* oder Cu?*. In Anwesenheit
geeigneter kérpereigener Antioxidantien bzw. Reduktionsmittel kénnte hierbei ins-
besondere die Reduktion von Cu?* zu Cu' ein bis dato noch nicht untersuchten
Cu'*-abhangigen Mechanismus der nicht-enzymatischen NO-Generierung durch
Reduktion von Nitrit darstellen.

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit sollte der Mechanismus der Kupfer-
Dissoziation von Albumin-Kupfer-Komplexen unter ischdmischen Bedingungen in
vitro evaluiert werden, sowie die Nitrit-reduzierende Kapazitat von Antioxidanti-
en und bivalentem freien Kupfer charakterisiert werden. Des Weiteren sollte die
Hypothese Uberprift werden, dass Albumin aufgrund seiner Fahigkeit, Kupfer zu
binden, sowie der Prasenz einer stark reduzierenden Thiolgruppe, Uber eine Cu'*-
mediierte Nitritreduktase-Aktivitat verflgt.

Es konnte gezeigt werden, dass unter Ischdmie-charakteristischen Bedingungen,
wie erniedrigtem pH und oxidativem Stress, die Kupferbindungskapazitat vom
Serumalbumin stark abnimmt und in einer signifikanten Dissoziation von Kup-
fer in die Lésung resultiert. Wahrend der Verlust der Kupferbindungskapazitat
im Fall eines erniedrigten pH nahezu vollstandig reversibel war, fihrte oxidativer
Stress zu einem irreversiblen Verlust der Kupferbindungsfahigkeit des Albumins.
In Anwesenheit von physiologisch-relevanten Antioxidantien wie Ascorbat oder
Glutathion wurde das nunmehr proteinungebundene, freie Cu?* zu Cu'* redu-
ziert, welches als ein starker Reduktor des Nitrits zu einer starken und signifi-
kanten nicht-enzymatischen Generierung von NO flhrte. Ein besonders wichtiges
Ergebnis war zudem der Befund, dass unter physiologischen sowie pathophysio-
logischen Bedingungen Albumin selbst eine Nitritreduktase-Aktivitat ausdbt. Die-
se ist im wesentlichen Maf3e abhangig von der Prasenz einer reduzierten Thiol-
gruppe des Proteins, sowie der Bindung von Kupfer an seine spezifische Kupfer-
bindungsstelle. Interessanterweise kann die Nitritreduktaseaktivitat des Albumins
durch Beladung des Molekulls mit exogen zugesetztem Cu?* und gleichzeitiger
Exposition mit Antioxidantien zuséatzlich signifikant erhéht werden.

Die hier vorgestellten Daten zeigen erstmals, dass unter ischdmischen Bedingun-
gen Kupfer-tragende Proteine ihre Bindungsféahigkeit zu diesem Metall verlieren
kénnen und dass das resultierende freie Cu?* in Anwesenheit von Antioxidanti-
en ein Nitrit-reduzierendes Prinzip der biologisch relevanten nicht-enzymatischen
NO-Generierung darstellen kann. Weiterhin kénnen hier erstmals Hinweise dar-
auf gegeben werden, dass Albumin Uber eine Kupfer-mediierte Nitritreduktaseak-
tivitat verfigt und analog zu Hamproteinen einen physiologisch relevanten NO-
abhangigen Schutzmechanismus gegen Ischamie-indizierte Schaden darstellen
kénnte.



Summary

During ischemia, inorganic nitrite can be reduced by hemeproteins or thiol-
containing enzymes to form nitric oxide (NO). NO is a known modulator of vaso-
dilatation and displays protective properties against oxidative stress related tissue
damage. The dissociation of protein bound metals such as Fe?* and Cu?* is a
crucial process during ischemia induced oxidative stress, hypoxia and acidosis.
In presence of intrinsic antioxidants, Cu?* can be reduced to Cu'*. Under these
circumstances, this process could represent a novel, Cu'*-dependent mechanism
of non-enzymatic nitrite reduction leading to significant NO formation.

This dissertation studied mechanisms of copper dissociation from copper-
albumin-complexes under ischemic conditions in vitro. The nitrite-reducing capa-
city of antioxidants and divalent copper was also investigated. Furthermore, albu-
min’s capacity to act as a nitrite reductase secondary to its copper-binding ability
as well as its potent thiol group, was evaluated.

It was demonstrated, that under ischemic conditions such as acidic pH and oxida-
tive stress, albumin’s ability to bind copper declined significantly with consequent
formation of free copper ions. While acidosis-induced decline was reversible, oxi-
dative stress lead to a permanent loss of albumin’s copper binding capability. In
presence of physiological antioxidants (such as ascorbate and glutathione), free
Cu?* was reduced to Cu'*, which itself demonstrated potent nitrite reducing pro-
perties. An important finding was the identification of albumin as a nitrite reducta-
se under physiological and pathological conditions. Proposed mechanisms of this
finding rely on the reducing capacity of albumin’s thiol group as well as copper bin-
ding to its specific site. Interestingly, the nitrite reducing capacity was increased
when albumin was loaded with exogenous copper and when additional antioxi-
dants were provided.

The demonstrated data show for the first time, that copper-containing proteins
lose their ability to bind copper if subjected to ischemic conditions. In presence of
antioxidants, the dissociated Cu?*-ions can reduce nitrite to form NO. Moreover,
this novel research indicates that in analogy to hemeproteins, albumin exhibits a
copper-mediated nitrite-reductase-activity leading to a NO-dependent protection
against ischemia induced damage.



Glossar

ACC Acetylcystein
AO Aldehydoxidase
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome

Asc Ascorbat

BNP Brain natriuretic peptide
BSA Bovines Serumalbumin
ca. circa

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

CLD Chemilumineszenz-Detektion
CO Kohlenstoffmonoxid
Cu Kupfer

DETC Diethyldithiocarbamate trihydrate
DMT-1 Divalenter Metalltransporter 1
dt. deutsch

EDRF Endothelium-derived relaxing factor
EDTA Ethylendiamintetraessigséure

engl. englisch

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

Fe Eisen

GSH Glutathion
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1 Einleitung

1.1 Physiologische Rolle des Stickstoffmonoxids (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) wurde in den letzten Jahrzehnten als ein zentraler Modu-
lator der Durchblutungsregulation erkannt. In seiner Reinform ist es ein farb- und
geruchloses Gas, welches in vivo nur flichtig vorhanden ist. Die chemische Struk-
tur des urspringlich von Furchgott und Zawadzki im Jahr 1980 als endothelium-
derived relaxing factor (EDRF) bezeichneten Molekils [2] wurde 1998 als eine
Verbindung aus lediglich zwei Atomen, namlich als NO beschrieben [3]. Davor und
danach konnte in zahlreichen Arbeiten seine physiologische Bedeutung nachge-
wiesen werden. Durch die lokale und systemische Vasodilatation und Uber eine
zentrale Wirkung im Hirnstamm (s.u.) nimmt NO Einfluss auf den arteriellen Blut-
druck [4]. NO wirkt aber auch bei vielen anderen Vorgangen mit, so spielt es unter
Anderem bei Immunprozessen, Tumorgenese und -therapie eine wichtige Rolle
[5, 6]. Eine Ubersicht (iber die wichtigsten Funktionen des NOs ist in der Tabelle 1

zusammengefasst [6, 7, 8, 9, 10].

Klinisch wurde NO seit langer Zeit in Form von organischen Nitraten zur Behand-
lung der Angina Pectoris angewendet [11]. Diese Verbindungen sind nicht mit
anorganischem Nitrit und Nitrat als Quelle fir NO gleichzusetzen. Insbesonde-
re bei kardiovaskularen Erkrankungen, etwa der Herzinsuffizienz, werden orga-
nische Nitrate auch heute noch therapeutisch eingesetzt. Interessant ist phar-
makologisch auBBerdem die Mdglichkeit der Modulation des nachgeschalteten Si-
gnalwegs durch Phosphodiesterasehemmer. Diese Pharmazeutika fihren zum
verminderten Abbau von cGMP, welches als second messenger von NO agiert
(s.u.). So kann die Wirkung des endogen entstandenen NOs verstarkt werden.
Phosphodiesterasehemmer werden vor allem bei pulmonaler Hypertonie, Herzin-
suffizienz, peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) und zur Behandlung

der erektilen Dysfunktion verwendet [12].

NO kann auch in seiner Reinform therapeutisch eingesetzt werden. Dabei wird es
Uber eine Inhalation verabreicht. Diese Art der Anwendung wurde bei Acute Re-

spiratory Distress Syndrome (ARDS), pulmonaler Hypertonie, Sichelzellanamie



System Funktion

Zentrales Nervensystem Modulation der Transmitterfreisetzung,
synaptische Plastizitat
Kardiovaskulares System Vasodilatation,
Thrombozytenaggregationshemmung,
antioxidative und antiischamische
Wirkung

Immunsystem Antibakterielle und antitumordse
Aktivitat, entzindungshemmende
Wirkung

Gastrointestinaltrakt Schleimhautprotektion, Verminderung
der Magenséauresynthese
Tumorgenese DNA-Modifizierung, Angiogenese,

Metastasierung, Apoptose, invasives

Wachstum

Tabelle 1: Ubersicht tber die Funktionen des Stickstoffmonoxids unter physiologischen
und pathologischen Bedingungen.

und nach Lungentransplantation durchgefuhrt, allerdings nicht immer mit Erfolg
[13]. Aktuell wird diese Art der Therapie bei akuter Hypoxamie und bei pulmona-

ler Hypertonie als potentiell nitzlich angesehen.

1.2 Enzymatische Synthese von NO

Die Familie der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) besteht aus mindestens drei
Vertretern: neuronale (nNOS), induzierbare (iNOS) und endotheliale (eNOS) NO-
Synthase. Sie alle synthetisieren aus der Aminosaure L-Arginin, Sauerstoff (O,)
und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) die Aminoséure Citrullin
und NO bzw. NO- [14] (siehe (1)).

L—Arginin + 1,5NADPH + 1,5H" +20, — Citrullin + 1,5 NADP* + 2H,0 + NO
(1)



Zur Aktivierung der NOS-Enzyme wird Calmodulin benétigt [15], wobei die Elek-
tronen fur diese Reaktion von NADPH zur Verfligung gestellt werden. Arginin ist
ein Zwischenprodukt des Harnstoffzyklus und ein zentrales Molekil dieses Si-
gnalweges. Vor einiger Zeit ist bestétigt worden, dass orale Argininsubstitution
den Blutdruck senken kann [16], obwohl noch nicht génzlich geklart ist, ob eine
Erhéhung der Substratmenge flir die NOS-Enzyme hierflr direkt verantwortlich
ist. Dafur spricht die Tatsache, dass ein NO-Mangel mit erhdhten arteriellen Blut-
druck einhergehen kann [17] und dass eine NOS-Blockade ebenfalls zum Hy-
pertonus fihrt. Eine weitere Komponente wird durch die Wirkung des NOs im
Hirnstamm erzeugt, welche die sympathomimetische Aktivitat und somit den Blut-
druck zentral mitregelt. So konnte die blutdrucksteigernde Wirkung von kompeti-
tiven NOS-Hemmer NG-nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) sowohl durch eine
Arginingabe (Substrat der NOS), als auch durch eine alpha-adrenerge Blocka-
de mit Phentolamin (ein Inhibitor des sympathomimetischen Signalweges) abge-
schwéacht werden [18]. Eine ganzliche Unterbindung der NO-Bildung gelang mit
L-NAME jedoch nicht, sodass ein koexistierender enzymunabhangiger Weg fur

die NO-Generierung angenommen werden muss [19].

1.3 Nicht-enzymatische Synthese von NO
1.3.1 Nitrit und Nitrat im menschlichen Kérper

Nitrat (NO3") und Nitrit (NO,") entstehen im Kérper auf zwei Wegen: durch Oxi-
dation des durch Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) synthetisierten NOs, sowie
durch Nahrungsaufnahme. NO wird im Plasma u.a. durch Ceruloplasmin zu Ni-
trit oxidiert [20], wahrend NO mit Oxyhdmoglobin zu Nitrat und Methdmoglobin
reagiert [21]. Nitrat wird auBerdem Uber die Nahrung aufgenommen und in den
Speicheldriisen durch fakultativ anaerobe Bakterien zu Nitrit reduziert [22]. Wenn
Nitrit mit dem Speichel ins saure Milieu des Magens gerat, wird es zur salpetrigen
Saure (HNO,) protoniert, welche ihrerseits zu NO und weiteren Nebenprodukten
zerfallt. Das entstandene NO tragt zur Regulation der Magenschleimhautdurch-

blutung bei. So war in einer Studie der NO-Spiegel bei intubierten Patienten deut-



lich erniedrigt, erholte sich jedoch rasch nach Zufuhr von Nitrit direkt in den Magen
[23]. Es wird vermutet, dass dieser Pathomechanismus fir die Entstehung eines

sogenannten Stressulkus bei kritisch kranken Patienten mitverantwortlich ist.

1.3.2 Nitrit als Quelle von NO

Die Forschung Uber die Synthese des NO-Molekils hatte sich zunachst primar
auf die NO-Synthasen konzentriert. In den letzten Jahren wurden allerdings zu-
nehmend auch alternative Entstehungswege beschrieben. Hierbei ist das System
aus Nitrat, Nitrit und NO vom grof3en Interesse. Nitrit kann insbesondere im sau-
ren Milieu zu NO reduziert werden (beispielhaft dargestellt in Gleichung (2), (3),
(4), (5), nach [24]), obwohl auch andere Wege diskutiert werden. Bei hypoxischen
und azidotischen Bedingungen (Ischamie) gewinnen diese Signalwege vermehrt
an Bedeutung, wahrend die NOS-Enzyme unter diesen Umstanden an Aktivitat
verlieren. Diese Mechanismen spielen z.B. bei der reperfusion injury (s.u.) des
Herzens eine Rolle: so konnte die Inhibition der NOS-Enzyme durch L-NAME die
NO-Freisetzung nicht ganzlich unterbinden, und durch die Markierung des Nitrits
konnte die Herkunft des NO aus ebendieser Quelle im Ischdmiemodell des Her-
zens belegt werden [25]. Ein weiterer Hinweis daflr ist die Tatsache, dass signi-
fikantes Gefalle zwischen arteriellen und vendsen Nitritkonzentrationen besteht,
was einen Verbrauch des Nitrits im Kapillarbett nahelegt [26]. Somit kann die Re-
duktion von Nitrit zu NO als Teil der physiologischen Antwort auf Hypoxamie und
Ischamie angesehen werden, welche eine Anpassung der Durchblutung und der
Zellatmung darstellt [1, 27, 28]. Wahrend NO eine relativ kurze Halbwertszeit be-
sitzt (0,05 - 1 s), ist Nitrit deutlich langer im Plasma vorhanden (110 s) [29] und
dient somit als ein NO-Speicher, der bei ischamischen Bedingungen vermehrt NO
zur Verflgung stellen kann [30], was auch durch weitere Untersuchungen zum Re-
perfusionsschaden am Myokard belegt werden konnte [31]. Die molekulare Me-
chanismen der NO-Entstehung aus Nitrit sind weiterhin Gegenstand aktueller For-

schung und werden weiter unten ausfihrlicher dargestellt.



NO, + H™ +— HNO, (2)

2 HN02 — N203 + HQO (3)
N203 +—— NO + N02 (4)
2NO + O, +— 2NO; (5)

1.3.3 Proteine agieren als Nitritreduktasen

Noch bevor die Rolle des NOs als Vasodilatator bekannt war, haben Brooks (1937)
und spater Doyle et al. (1981) seine Entstehung aus Nitrit durch Desoxyh&amo-
globin beschrieben [32, 33]. Unter anderem wurde vermutet, dass Eisen durch
den Wechsel der Oxidationsstufe von Fe?* zu Fe®* Nitrit reduziert und selbst zu
Methdmoglobin oxidiert wird, was bei niedrigem pH-Wert beglnstigt wird. Diese
Reaktion ist beispielhaft in der Reaktionsgleichung (6) nach [34] dargestellt. In
den zahlreichen Arbeiten, welche Gladwin et al. dazu publiziert haben, konnte au-
Berdem gezeigt werden, dass Oxyhamoglobin Nitrit zu Nitrat oxidieren kann [35].
Hamoglobin kénnte somit als eine Art molekularer Sensor betrachtet werden: Im
Falle einer Ischdmie kommt es durch den verminderten O,-Partialdruck zunachst
zur vermehrten Bildung des Desoxyh&amoglobins. Durch die einhergehende Ham-
olyse kann Desoxyhamoglobin ins Plasma gelangen, wo es Nitrit zu NO umsetzen

und eine vasodilatierende, also protektive, Wirkung austben kann.

NO,™ + HbFe*" + H" —— NO + HbFe*" + OH~ (6)

Dasselbe Prinzip scheint fir Myoglobin zu gelten, welches am Herzen bei physio-
logischen Bedingungen NO abfangt, bei ischamischen Bedingungen jedoch NO
bereitstellt [36].

Auch weitere Proteine sind in diesem Zusammenhang als Nitritreduktoren in vivo

erkannt worden [37]. So haben Zweier et al. eine nitritreduzierende Wirkung von



Xanthinoxidoreduktase (XOR) und Aldehydoxidase (AO) beschrieben [38]. Diese
sind molybdanhaltige Enzyme. Die XOR ist bereits friher eingehend untersucht
worden [39]. Dabei konnte festgestellt werden, dass ihre nitritreduzierende Wir-
kung durch einen sauren pH-Wert gesteigert und durch die Blockierung des Mo-
lybdans herabgesetzt werden konnte. Auch an diesem Beispiel kann die zentrale
Rolle der Metallionen bei der durch Proteine getriggerten Reduktion von Nitrit zu
NO demonstriert werden. Andere Proteine, die mit Nitritreduktion in Verbindung
gebracht wurden sind unter anderem auch Cytochrom P450-Proteine, welche als

Hamproteine ebenfalls Metallionen besitzen.

Da Hamoglobin primar im Erythrozyten vorkommt und nur unter bestimmten Be-
dingungen in relevanten Mengen im Plasma vorzufinden ist, sind diese Zusam-
menhange in erster Linie auf der Ebene eines Erythrozyten untersucht worden.
Ein Schema aus [40] (urspriinglich aus [41]) fasst fir diese Arbeit relevante Un-

tersuchungsergebnisse zusammen (Abbildung 1).

Allen diesen Enzymen ist gemein, dass sie Metallionen besitzen, welche durch
den Wechsel ihrer Oxidationsstufe einen Elektron zur Reduktion von Nitrit zu NO
bereitstellen kénnen. Insbesondere ist das Eisenatom des Hamoglobins in diesem
Zusammenhang als eine Elektronenquelle vermutet worden. Obwohl dieses Sys-
tem in erster Linie im Erythrozyten eine wichtige Rolle spielt, kbnnen Hamoglobin
und andere Proteine bei einer ischamiebedingten Hamolyse oder durch andere

Prozesse ins Plasma gelangen und dort ebenfalls ihre Wirkung entfalten.
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Redoxreaktionen, die zur Entstehung von NO und Nitrit
im Erythrozyten, im Plasma und im Endothel beitragen aus [40] (urspriinglich aus [41]).
NO, welches durch die eNOS hergestellt wird, kann sowohl zu glatten Muskeln, als auch
ins GefaBlumen diffundieren. Es kann in Erythrozyten gelangen und dort durch Oxyhé-
moglobin zum Nitrat oxidiert werden. Zum kleinen Teil kbnnen auch andere nitrosierte
Spezies und Nitrit entstehen, welche als NO-Speicher dienen kénnen. Nitrit kann sei-
nerseits in Erythrozyten diffundieren und dort von Desoxyh&moglobin zu NO reduziert
werden, sodass Methdmoglobin und andere Beiprodukte entstehen. NO kann seinerseits
im Erythrozyten verbleiben oder wieder heraus diffundieren. ”?” stellt die mdglichen Zwi-
schenmetabolite der Nitritbioaktivierung dar (Oxy-Hb - Oxyh&moglobin, NO3™ - Nitrat, RX-
NO - nitrosulierte Spezies, RSNO - Nitrosothiols, NO, lipids - nitrierte Lipide, NO," - Nitrit,
Deoxy-Hb - Desoxyhdmoglobin, Met-Hb - Methdmoglobin, SNO-Hb - Nitroso-Hamoglobin,
eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, L-Arg - L-Arginin, L-Cit - L-Citrullin, NxO,
- héhere N-oxide oder NO).



1.4 Biochemischer Wirkungsmechanismus des Stickstoff-

mohnoxids

Der fur die Vasodilatation wichtigster second messenger des NOs ist das zykli-
sche Guanosinmonophosphat (cGMP), obwohl es auch Hinweise fir andere Si-
gnalwege gibt [42]. Das cGMP-Molekul wurde zuerst im Jahr 1963 beschrieben
[43]; die Bedeutung dieses sekundéaren Botenstoffes wurde allerdings erst in den
1970er Jahren verstanden. cGMP scheint fur die Relaxation der glatten Muskel-
zellen noch wichtiger als zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) zu sein [44].
Es entsteht durch das Enzym I6sliche Guanylatzyklase (engl. soluble gyanala-
te cyclase, s-GC) und wird durch zyklische Nukleotid-Phosphodiesterasen (engl.
cyclic nucleotide phosphodiesterases, PDE) abgebaut. Nachdem NO in die Ziel-
zelle diffundiert, aktiviert es durch die Reaktion mit der Ham-Gruppe die s-GC,
sodass der cGMP-Spiegel steigt [44]. Neben NO kann noch Kohlenstoffmonoxid
(CO) diese Signalkaskade auslésen und zu erhéhten cGMP-Spiegeln flihren. Auf
einem anderen Weg kann cGMP Uber die Aktivierung membranstandiger parti-
culate guanylate cyclases (p-GC) hergestellt werden, welche als Rezeptoren fir
die Familie der natriuretischen Peptide (engl. natriuretic peptide family) wie z.B.
das brain natriuretic peptide (BNP) dienen [45]. Dies erscheint insofern logisch,
als die physiologische Rolle dieser Proteine, welche bei vermehrter Anstrengung

des Herzmuskels ausgeschiuttet werden, die Blutdrucksenkung ist [46].

Das molekulare Ziel des cGMPs ist eine Reihe von intrazellularen Proteinen, von
denen die Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) fur die Relaxation der glatten
Muskulatur den wichtigsten Signalweg darstellt. Daneben sind zwei weitere Wege
bekannt, deren Rolle fur die Relaxation der glatten Muskulatur noch nicht etabliert
ist: Aktivierung der cGMP-abhéngige lonenkanale sowie der cGMP-bindenden
Phosphodiesterasen [44]. Die aktivierte PKG phosphoryliert Proteine, welche tber
verschiedene Wege die zytosolische Calciumkonzentration senken und die Sen-
sitivitat fur Calcium herabsetzen. Dadurch wird die myosin light chain phospho-
rylase (MLCP) aktiviert, was zur Dephosphorylierung des Myosins und damit zur
Relaxation fuhrt [47].



1.5 Reperfusionsschaden

Gewebe sind auf hinreichende Versorgung mit Sauerstoff angewiesen. In vivo ist
dafiir eine Oxygenierung des Blutes und dessen Transport in die Peripherie not-
wendig. Ist einer dieser Vorgange gestort, so resultieren Gewebsschaden (anoxi-
scher Schaden). Bei rechtzeitiger Wiederherstellung der Versorgung kénnen die
Zellen sich wieder erholen. Wird in einem nicht durchbluteten Gewebe die Perfusi-
on wiederhergestellt, so kann es den génzlichen Untergang dieses Zellverbandes
(Nekrose) verhindern, fuhrt jedoch paradoxerweise zu einer erneuten Verletzung
des bereits angegriffenen Gewebes (Reperfusionsphase) - man spricht in diesem
Fall von sog. Reperfusionsschaden (engl. reperfusion injury). Unter Umstanden
kann dieser Schaden so erheblich sein, dass er die Nekrose auslést bzw. be-
schleunigt. Reperfusionsschaden ist also durch eine Verletzung sowohl durch die
Unterbrechung der Versorgung, als auch durch die Wiederherstellung ebendieser

gekennzeichnet [48].

Klinische Beispiele des Reperfusionsschadens sind vielfaltig. Jeder arterielle Ver-
schluss (z.B. ein Herzinfarkt) oder auf einem anderen Wege auftretende kritische
Perfusionsminderung fihren zunachst zur Ischamie. Auch eine traumatische Ein-
wirkung kann zum Reperfusionsschaden fluhren, wie z.B. bei einem Tourniquet
Syndrom. Dabei wird durch ein Trauma die Durchblutung einer Extremitat unter-
brochen. Im Rahmen der arztlichen Versorgung wird das ischadmische Gebiet re-

vaskularisiert, wodurch es zum Reperfusionsschaden kommt.

In der anoxischen Phase sinkt durch die verminderte oxidative Phosphorylierung
der ATP-Gehalt ab. Dies fuhrt Gber die Steigerung der Glykolyse zur vermehrten
Laktatbildung und auch Uber mégliche Zerstérung der Lysosomen zur Erhéhung
der H*-Konzentration und damit zur Absenkung des pH-Wertes [49]. Die niedrige
ATP-Konzentration fuhrt au3erdem zur verminderten Aktivitat der Na*/K*-ATPase,
wodurch Na* sich vermehrt in den Zellen anreichert und zu einer Zellschwellung
fihrt [50]. Diese und andere Mechanismen flhren zur Steigerung der Membran-
permeabilitdt und letztlich zum Untergang der Zellen. Die intrazellulare Bestand-
teile gelangen so ins Interstitium: im Falle der Erythrozyten fuhrt inr Zelltod (Ham-

olyse) zur Freisetzung der intrazellularen lonen und Proteine ins Plasma.



In der Reperfusionsphase wird die Versorgung des ischadmischen Gewebe wie-
derhergestellt. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass Reperfusion die Ent-
wicklung der Nekrose unter Umstanden beschleunigen kann [51]. Dies ist wahr-
scheinlich der entzundlichen Antwort geschuldet, die durch die Wiederherstellung
der Durchblutung resultiert und durch Zelltrimmer ausgelést werden kann [48].
Auch ist es denkbar, dass die mit der Reperfusion einhergehende initiale pH-Wert-

Absenkung [52] die Nekrose fordert.

Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist ein weiterer zentraler
Vorgang, der sowohl wahrend der anoxischen Phase, als auch bei der Reperfusi-
onsphase zum Tragen kommt [53]. ROS bilden von Sauerstoff abgeleitete Radi-
kale, welche instabil und in héchstem Maf3e reaktionsfreudig sind. Sie selbst sind
priméar durch die verénderte Lipidmembranen, Proteine und andere Molekile ent-
deckt worden, welche durch die Reaktion mit ihnen entstanden sind [54, 55, 56].
Durch das Abfangen der ROS konnte in Studien der Reperfusionsschaden ver-
mindert werden, wahrend durch ihre kinstliche Erzeugung er wiederum simuliert
werden konnte [53]. In diesem Zusammenhang spielt auch das NO eine wichtige
Rolle. Es vermag nicht nur ROS abzufangen, sondern auch durch Veranderung
der Genexpression gegenlber bei oxidativem Stress protektiv zu wirken [57]. NO
ist auBerdem ein potenter Inhibitor der Lipidperoxidation [58] und wirkt daher auch

auf diesem Weg zytoprotektiv [59].

Reperfusionsschaden fuhrt jedoch nicht nur zur Nekrose, sondern auch zur Apo-
ptose, welche durch die Reperfusion nochmals gesteigert wird [60]. Hierfar wird
unter Anderem die Wiederverflgbarkeit von Energieressourcen diskutiert, welche
fur den Apoptosevorgang notwendig sind. Der vermutete Anteil der Apoptose ver-
sus Nekrose an Zelltod variiert in der Literatur relativ stark, was unter anderem an
verschiedenen Assays liegen kdnnte, welche zur Quantifizierung der beiden Pha-
nomene benutzt worden sind [60]. In einer Studie an Rattenherzen war Apoptose
schon wahrend der ischdmischen Phase die wichtigste Ursache fur den Zelltod
[61], wahrend in einer anderen Studie an Kaninchenherzen die Apoptose primar
fur die Reperfusionsphase kennzeichnend war [62]. Allgemein gilt die Apoptose
jedoch als ein fir den Reperfusionsschaden typischer Pathomechanismus. Ob-

wohl naheliegend, hat sich die Unterbindung des Apoptosestoffwechsels klinisch
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nicht als eine nitzliche Behandlungsstrategie erwiesen [63].

Eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Reperfusionsschaden und Apoptose
kommt auch dem NO zu. Es kann unter diesen Bedingungen sowohl Apoptose
induzieren, als auch protektiv wirken [60]. Ein apoptoseférdernder Effekt des NOs
ist auf isolierte Zellen gezeigt worden [64, 65]. Auf der anderen Seite gibt es star-
ke Evidenz, dass NO eine protektive Rolle spielt. In der Haut vermag es gegen
UVA-Licht zu schitzen [66]. Rakhit et al. fanden in ihrer Untersuchung, dass eine
Vorbehandlung mit einem NO-Donor Kardiomyozyten vor Reperfusionsschaden
schitzt [67]. Auch in anderen Studien wurde ein protektiver Effekt beschrieben
[68], welcher mit der Aktivitat der eNOS korrelierte [69]. Weitere Hinweise fir den
protektiven Effekt des NOs kommen von pharmakologischen Studien mit Stati-
nen, welche ebenfalls die eNOS aktivieren und vor Reperfusionsschaden schiit-
zen [70, 71, 72]. Dieser Effekt war von der Hemmung der HMG-CoA-Reduktase
und den damit einhergehenden niedrigeren Cholesterinspiegeln unabhangig. Ins-
gesamt ist daher, trotz der zum Teil widersprichlichen Studienergebnisse, ein
NO-abhangiger Schutz gegen Apoptose und gegen den Reperfusionsschaden im

Ganzen gut belegt.

1.6 Biochemie des Eisens in vivo

Eisen spielt in der menschlichen Physiologie eine zentrale Rolle. Insgesamt be-
sitzt ein gesunder Erwachsener eine Eisenmasse zwischen 1,5 und 6 g [73]. Circa
75% davon sind allein in den Erythrozyten und in ihren Vorstufen zu finden, wo
Fe2* als Teil des Hamoglobinmolekils den Transport von Sauerstoff aus der Lun-
ge in die Peripherie gewahrleistet. Etwa 600 mg des Gesamteisens befinden sich
in den Makrophagen, 300 mg im Myoglobin der Muskulatur und etwa 1 g ist in der
Leber gespeichert. Pro Tag wird ca. 1 mg Eisen im Duodenum aufgenommen,
wobei Eisen daflr als Fe?* vorliegen muss. Die Aufnahme erfolgt tber den di-
valenten Metalltransporter (DMT-1), welcher neben Eisen auch andere divalente
lonen transportiert, so z.B. auch das Kupferion. Im Blut wird Eisen an Transferrin
gebunden transportiert und in den Geweben in seinem Speicherprotein - Ferritin -

gespeichert [74, 75, 76]. AuBer im Hamoglobin bildet Eisen auch in den Proteinen
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der Atmungskette und anderen Cytochromen das zentrale Atom, wo es durch den

Wechsel der Valenz an Redoxreaktionen beteiligt ist.

Es erscheint daher plausibel, dass Hamoglobin in der Lage ist, Nitrit zu NO zu
reduzieren, wahrend es selbst zu Methdmoglobin oxidiert. Diese Reaktion ist von
Brooks bereits 1937 beschrieben worden. Ihre Bedeutung, der aktuelle Stand der
Forschung und die damit verbundene Fragestellungen werden in 1.3.3 detailliert

erlautert.

1.7 Biochemie des Kupfers in vivo

Kupfer (lat. cuprum abgeleitet von aer cyprium - dt. etwa "das Erz Zyperns”) spielt
in der menschlichen Physiologie eine wichtige Rolle. So ist Kupfer im Reaktions-
zentrum vieler Enzyme zu finden und katalysiert dort durch den Wechsel der
Oxidationsstufen (Cu?* und Cu'*) die fur die Eukaryoten grundlegende bioche-
mische Redoxreaktionen [77]. Kupferionen sind an oxidativer Phosphorylierung
(Cytochrom-Oxidase), Umwandlung von reaktiven Sauerstoffspezies (Superoxid-
dismutase) und vielen anderen Prozessen beteiligt. Die Gesamtkupferkonzentra-
tion im Blut liegt bei Gesunden im Bereich 10 - 22 uM [78]. Bei der Kupferspeicher-
krankheit (Morbus Wilson) kénnen Kupferionen wegen einer Mutation des hepa-
tischen Kupfertransportproteins ATP7B nicht in ihr Speicher- und Transportprote-
in (Ceruloplasmin) eingeschleust werden, auch die Kupferausscheidung Uber die
Galle ist durch diesen Defekt vermindert. Es kommt zur Einlagerung des Kupfers
in den Hepatozyten, welche durch ihren Untergang Kupferionen in die Blutbahn
abgeben [79]. Da die Konzentration des Ceruloplasmins im Blut bei Morbus Wil-
son erniedrigt ist, bindet Kupfer vermehrt an Albumin und an andere kleine Peptide
(engl. loosely bound copper oder nonceruloplasmin bound copper). Obwohl die
Gesamtkupferkonzentration durch das fehlende Ceruloplasmin paradoxerweise
erniedrigt ist, kommt es durch den erhéhten Anteil des nonceruloplasmin bound
copper zur Einlagerung von freien Kupferionen im Gehirn und in anderen Gewe-

ben und letztlich zum typischen klinischen Bild dieser Erkrankung [80].

Die Fahigkeit des Kupfers, Nitrit zu NO zu reduzieren, ist bekannt. So ist die

Redoxreaktion am Kupferatom der kupferhaltigen Nitritreduktasen, (engl. copper
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containing nitrite reductases) fur diese Reaktion verantwortlich. Dadurch kénnen
Bakterien mit diesen Enzymen entscheidend zur Denitrifikation der Umgebung
beitragen [81]. Aber auch frei in einer Lésung vorliegendes Kupfer kann Nitrit zu
NO reduzieren, was unter anderem auch durch Burg et al. demonstriert wurde [82]
(siehe Reaktionsgleichungen (7) bis (10) nach [1]). Es ist von groBem Interesse,
in welchen anderen Konstellationen Kupfer sowohl in vitro, als auch in vivo, Nitrit

zu NO umsetzen kann.

Cu™ +NO,™ — [Cu"*—NO, | )
[Cu™—NO, ] +2H" — H,0 + Cu'""—N=0O" + OH™ — Cu*"—N=0 (8)
Cu?"—N=0 — Cu®*" + NO* (9)

Cu*"+e  — Cu't (10)

Transport des Kupfers im Blut Kupfer wird mit der Nahrung aufgenommen und
im Magen und Dlanndarm absorbiert [83]. Der Transport erfolgt durch die P-Typ
ATPase (ATP7A), danach wird Kupfer in das Pfortaderblut sezerniert. Da Kupfer
in seiner freien Form oxidative Reaktionen katalysiert [84], liegt es unter physiolo-
gischen Bedingungen im Plasma nicht frei vor, sondern wird von verschiedenen
Proteinen gebunden und transportiert. In der Pfortader bindet Kupfer unspezifisch
an Albumin und Aminosauren und wird zum Grof3teil in der Leber aufgenommen.
Dort wird es in das Kupfertransportprotein Ceruloplasmin inkorporiert, welches
Kupfer in die Peripherie bringt. Nach Bindung an seinen Rezeptor werden Kupfe-
rionen vom Ceruloplasmin in die Zelle geschleust. Kupferausscheidung geschieht
zu etwa 50% uber die Galle, wobei der Rest Uber andere Wege im gastrointesti-
nalen System sezerniert wird. Auch dabei spielt das Transportprotein ATP7A ei-
ne entscheidende Rolle [75]. Wahrend bei Morbus Wilson wegen des defekten
ATP7B-Transporters unter anderem das Beladen des Ceruloplasmins mit Kupfer
misslingt, ist bei Morbus Menke der ATP7A-Transporter funktionsunttichtig, so-

dass Kupfer im Gastrointestinaltrakt nicht resorbiert wird und ein Kupfermangel

13



entsteht [85]. Diese Erkrankung hat einen gravierenden Verlauf. Sie prasentiert
sich oft in friher Kindheit und ist unter anderem durch progressive neurologische

Symptome gekennzeichnet [75].

1.8 Humanes und bovines Serumalbumin

Bovines Serumalbumin (BSA) ist ein einfach verflgbares Protein, welches bei Ver-
suchen in vitro routinemaBig als Versuchsmodell fir das humane Serumalbumin
(HSA) genommen wird. Albumin ist bei den Wirbeltieren das Protein mit der h6chs-
ten Blutplasmakonzentration. Das BSA stimmt in seiner Struktur zu 76% mit HSA
Uberein, seine Molekularmasse betragt 66,4 kDA. Es besteht aus 583 Aminosau-
ren und besitzt 17 Cysteinreste, welche 8 Disulfidbriicken und eine freie Thiol-
gruppe bilden. Im Gegensatz zu BSA mit zwei Tryptophanresten, besitzt HSA nur
einen Tryptophanrest [86]. Dieser Tryptophanrest, genauso wie die Thiolgruppe
sind an der Interaktion des Albumins mit NO beteiligt [87]. Strukturell &hnelt BSA
einem Herzen (heart-shaped molecule) und hat drei homologe Doménen, welche
durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die Sekundérstruktur ist zu
74% eine a-Helix (nach [88, 89]).

Albumin hat in der N-terminalen Region (Aspartyl-Alanyl-Histidyl-Lysin-Sequenz
[90]) eine spezifische Bindungsstelle fir Kupfer [91]. In einer Studie ist jedoch ei-
ne deutlich héhere Affinitat far ein zweites Kupferatom beschrieben worden, als
fir das dritte oder vierte. Falls dies zutrafe, wirde es das Vorhandensein von
zwei spezifischen Bindungsstellen bedeuten [92]. Das Bindungsverhalten weiterer
Kupferatome gilt als unspezifisch. Neben Ceruloplasmin ist Albumin ein wichtiges
Protein, welches Kupfer in vivo transportiert [93]. Durch Bindung an das Albumin
wird oxidativer Stress, welcher von freien Kupferatomen (und anderen reaktiven
Spezies) ausgeht, verhindert [94]. Insgesamt ist es belegt, dass Albumin das Mo-
lekl mit der héchsten anti-oxidativen Wirkung des menschlichen Plasmas dar-
stellt; auBBerdem zeigt es pseudo-enzymatische Eigenschaften [95]. Das durch
Ischamie veranderte Albumin (engl. ischemia modified albumin, IMA) kénnte je-
doch ein Teil der antioxidativen Wirkung verlieren, da die N-Terminale Region,

welche Metalle - unter anderem auch Kupfer - transportiert, durch die Sauerstoff-
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radikale geschéadigt wird [96]. Die Umgebung wird in so einer Situation vermehrt

mit freien Kupferatomen belastet.

BSA ist aber auch selbst Ziel des NO-Molekils. So reagiert das NO-Radikal mit
dem Thiol-Rest des Albumins (dem Thiol mit der héchsten Konzentration des
Menschen, etwa 0,5 mM) zu S-NO-BSA [97]. Dieser Rest wird als eine Art NO-
Speicher angesehen, da eine Infusion von S-NO-Albumin in Studien zur Vasodi-

latation und Verbesserung der Perfusion gefihrt hat [98].
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2 Ziele der Arbeit

Die Entdeckung des Nitrits als eine neuartige Quelle der nicht-enzymatischen Ge-
nerierung von NO als Folge einer Ischamie-, Hypoxie- oder Azidose-induzierten
Nitritreduktaseaktivitat bekannter Hamproteine hat erst kirzlich ein neues For-
schungsgebiet der kardiovaskularen Pathophysiologie entstehen lassen. Das
in [1] beschriebene Kupfer-abhangige Prinzip der nicht-enzymatischen NO-
Generierung aus Nitrit stellte in diesem Forschungsfeld einen bislang unbekann-
ten, innovativen und hdchst relevanten Aspekt dar. Das Ziel dieser Promotions-
schrift war die Charakterisierung physiologisch-relevanter Mechanismen der Cu?*-
Dissoziation und -Reduktion sowie der durch Cu'*-induzierten Nitritreduktion als
Folge einer experimentell gesetzten Ischamie und Hypoxie in vitro, aber auch bei
physiologischen Versuchsbedingungen. Die Rolle des Albumins, welches bei Re-
duktion von Cu?* zu Cu'* beteiligt sein kénnte, wurde anhand eines Modellprote-
ins, des bovinen Serumalbumins (BSA), welches Kupfer binden und transportieren

kann, untersucht.

Diese Arbeit ist klinisch relevant, weil ein pathophysiologisches Verstéandnis
der bei Hypo- und Normoxie wirkenden protektiven Mechanismen im Gefafi-
bett bei vielen klinischen Fragestellungen notwendig ist. So kénnte zum Bei-
spiel die Etablierung neuer auf anorganischem Nitrit basierter Therapiefor-
men Ischamie-bedingter kardiovaskularer Erkrankungen einen enormen klinisch-
therapeutischen Nutzen flur den Patienten beinhalten. Das Verstandnis der Ni-
tritreduktaseaktivitdt des Albumins kénnte insofern verandert werden, als Kupfer
(in physiologischer Konzentrationen aber auch im Sinne einer Kontamination) der
eigentliche zentrale Vermittler der NO-Freisetzung durch Albumin sein kdnnte. Ei-

ne graphische Darstellung der vermuteten Vorgange ist in der Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2: Ubersicht iber den vermuteten Mechanismus der Kupferdissoziation von
Plasmaproteinen bei Ischdmie und die nachfolgenden Wirkung des Kupfers. Durch Ischéa-
mie entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sowie reaktive Stickstoffspezies (RNS).
AuBerdem sinkt der Sauerstoffgehalt und der pH-Wert ab. Hierdurch l6sen sich die Kuf-
perionen Cu?* von ihren Transportproteinen und tragen zum einen zum oxidativen Stress
bei, setzen jedoch bei Vorhandensein von Reduktionsmitteln ("red”) Nitrit zu NO um und
Uben so eine protektive Wirkung aus. Auch bei physiologischen Bedingungen kann durch
eine Reduktion des proteingebundenes Kupfers aus Nitrit NO herstellen (Alb - Albumin,
NO>" - Nitrit, NO* - Stickstoffmonoxid).
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3 Material und Methoden

3.1 Material
Reagenzien
Substanz Hersteller Artikelnummer
Albumin Standard (Pierce™ BCA Thermo 23225
Protein Assay Kit) Scientific, USA
Antifoam SE-15 Sigma-Aldrich, A8582
Deisenhofen
Bengal Rose Sigma-Aldrich, 330000
Deisenhofen
Bovines Serumalbumin (BSA) PAA, Freiburg K45-001
Eisenchlorid Sigma-Aldrich, 372870
Deisenhofen
Ethylenediaminetetraacetic acid Sigma, E-5134
(EDTA) Deisenhofen
GIBCO Distilled Water Invitrogen, USA | 10977-035
Glutathion (GSH) Sigma-Aldrich, G4251
Deisenhofen
Humanserumalbumin Sigma-Aldrich, A1887
Deisenhofen
Kupfer (1)-Chlorid (CuCl) Sigma-Aldrich, 229628
Deisenhofen
Kupfer (ll)-sulfat wasserfrei (CuSQ,) | Merck, 102791
Darmstadt
L-Ascorbic acid Sigma-Aldrich, A4544
Deisenhofen
3,3’-(1,4-naphthylidene) Dipropionat | Santa Cruz sc-222050
(NDP) Biotechnology,
USA
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3-Morpholinosydnonimine
Hydrochlorid
Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Neocuproine (Neo),

(2,9-Dimethyl-1,10-Phenanthrolin)

Nonoxinol 40

N-Ethylmaleimide (NEM)

PBS Dulbecco ohne Ca?* und Mg?*

(phosphate buffered saline)

Peroxynitrit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Reagent A

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Reagent B

Rhodium(lll) sulfat Lésung

Salpetersaure (65%, suprapur)

Sodium diethyldithiocarbamate
trihydrate (DETC)

Sodium Nitrite (Ni)

Sodium Nitrate

Stickstoffgas
Trishydroxymethylaminomethan
(TRIS)

Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
VWR, USA
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Roth, Schweiz
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
USBiological,
USA
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Thermo
Scientific, USA
Thermo
Scientific, USA
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
VWR, USA
VWR, USA
Linde, Minchen
Roth, Schweiz
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27808.366
30970
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E3876
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20-107
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398349

V001612

D3506

27960.236
27955.238
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Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich, 16911

Deisenhofen

Pufferlésungen
Puffer Bestandteile/Bemerkung
EDTA-Puffer 2,5 mM EDTA in PBS

Essigsaure/Natriumazetat-Puffer
DETC-Puffer
NEM-Puffer

Phosphate buffered saline

Pufferkapazitat pH: 3,7 - 5,7
300 uM DETC in PBS

5 mM NEM in PBS
Pufferkapazitat pH: 5,4 - 8,0

Utensilien

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Units (30,000 MWCO)
Einmalkivetten
Reaktionskammer des
Chemolumineszenzdetektors (CLD)
Parafilm "M”Bemis

Pipetten "Research”(10-1000 pl)
Pipettenspitzen (Filter Tips,
10/200/1000 pl)

QS-Kuvetten

Reaktionsgefasse (0,5/1/1,5/2ml)
Falkons (15/50 ml)

Stripetten (5/10/25 ml)
VIVASPIN-R&hrchen (30,000
MWCO)

EMD Millipore
Billerica, MA, USA
Sartedt, Nimbrecht

Corporation,

Verhees, Neuss

VWR, USA
Eppendorf, Hambrg
Starlab, Belgien

HellmaA Analytics, Muhlheim
Eppendorf, Hamburg

greiner bio-one, Osterreich
Sigma-Aldrich

Sartorius, Géttingen

Geréte
Gerat Hersteller Anwendung
Analysewaage ABJ 160 Kern & Sohn, Probenvorberei-
Balingen tung
Chemolumineszenzdetektor 88e Eco Physics, NO-Detektion
(CLD) Schweiz
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Elan DRC Il

Heraeus Megafuge 16 R

TESTCOM 200 (Druckkammer)

SPECORD 205 Photometer

Perkin Elmer,
Waltham, MA,
USA
ThermoFisher
SCIENTIFIC
HAUX

analytikjena

ICP-MS

Zentrifuge

EntlGftung der
Proben

Photometrie

VICTOR?® 1420 Multilabel Counter PerkinElmer Proteinquantifi-
precisely zierung
Software
Excel Microsoft Erstellung von
Graphen
OriginPro BG SR 4 OriginLab VICTOR-
Corporation Software
Powerpoint Microsoft Formatierung der
Graphen
ATEX Freie Software Verfassung der
Promotionsschrift
SPIROWARE Eco Physics CLD-Software
WInASPECT (2.5.0.0.) analytikjena Photometersoft-
ware

Tabelle 2: Ubersicht Uiber die verwendeten Reagenzien, Pufferlésungen, Utensilien, Ge-

rate und Software.

3.2 Methoden

Eine Ubersicht tiber die verwendeten Reagenzien zeigt Tabelle 2.
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3.2.1 Probenvorbereitung

Versuche im wassrigen Milieu. Versuche im wassrigen Milieu wurden bei
angegebenen Konzentrationen und pH-Werten durchgefihrt. Fir Neocuproin-
Kontrollen wurden Kupferproben (Cu?* und Cu'*, je 20 uM) bei einem pH-Wert
von 5,5 im Essigsaure/Natriumazetat-Puffer inkubiert und mit Neocuproin (Neo, 1
mM) sowie je nach Fragestellung mit Ascorbat (100 uM) versetzt. Diese Proben
wurden dann photometrisch untersucht (s.u.) Weitere Proben wurden in der CLD

bei verschiedenen pH-Werten untersucht (s.u.).

Versuche mit BSA. Im Folgenden wird flirs native Bovine Serum Albumin die
Abkirzung "BSA” benutzt, wahrend mit Kupfer beladenes BSA als "BSA-Cu” be-
zeichnet wird. Die BSA- und Kupferkonzentrationen werden in Klammern ange-

geben.

Die bendtigte Menge BSA wurde in PBS aufgenommen und mit Kupfer in ver-
schiedenen Konzentrationen (wie bei Ergebnissen angegeben) versetzt. Je nach
Fragestellung wurden weitere Zuséatze hinzugeflugt. Endkonzentration vor der Ul-
trazentrifugation betrug fir NEM 5 mM, far EDTA 2,5 mM, sowie fur DETC 300
MM. Die Proben wurden 30 min. lang bei Zimmertemperatur inkubiert und dann
zu je 20 mlin Vivaspinréhrchen gegeben. Diese Réhrchen besitzen zwei Kammer,
welche durch einen 30,000 MWCO (molecular weight cut-off) Filter getrennt sind.
Durch hinreichende Zentrifugationskraft werden alle Molekile, die eine kleinere
atomare Masse haben, durch den Filter in die untere Kammer getrieben (Eluat),
wahrend gréBere Molekiile in der oberen Kammer zuriickbleiben (Uberstand, sie-
he Abbildung 3). Zur Ultrafiliration wurden die Proben 13 min. lang bei 1300 g
zentrifugiert. Die Eluatmenge wurde bestimmt und zur Messung des freien Kup-
fergehaltes aufgehoben und analysiert. Entsprechend dieser Menge wurde der
Uberstand nach der Zentrifugation mit PBS restituiert. Diese Prozedur wurde ins-
gesamt dreimal wiederholt, um eine grindliche Aufreinigung zu gewé&hrleisten.
Kontrollproben wurden bei jedem Schritt aus beiden Kammern des Vivaspinréhr-
chens entnommen. Die Proben wurden dann photometrisch oder in der CLD un-

tersucht.
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Far die Untersuchung in der ICP-MS (siehe unten) wurde eine ahnliche Vorge-
hensweise benutzt. In Fallen, bei denen Anderung des pH-Wertes vorgenommen
wurde, wurden 500 yM BSA mit 8 yM CuCl, im 0,2 M Natriumazetat-Puffer fur
30 Minuten bei 25 °C mit entsprechendem pH-Wert inkubiert. Es wurden Amicon-
Réhrchen (15 ml, 30,000 MWCO) benutzt. Diese wurden ebenfalls mit PBS drei-

fach zentrifugiert und restituiert.

Uberstand

Filter
(30,000MW)

Eluat

Abbildung 3: BSA-Lésung in Vivaspinréhrchen mit einem 30,000 MWCO-Filter nach Zen-
trifugation.

Die Modulation des nativen BSAs und des BSA-Cu?* wurde mithilfe verschiede-
ner Substanzen erreicht. DETC und EDTA sind unspezifische Chelatoren, welche
in der Lage sind, das am BSA gebundene Kupfer zu entziehen und so kupfer-
freies bzw. -dezimiertes BSA zu generieren. EDTA-Cu-Komplex ist bei etwa 750
nm photometrisch detektierbar. Neocuproin ist ein spezifischer Chelator, der sich
ausschlieBlich mit Cu'* verbindet und als Neo-Cu'*-Komplex bei 455nm photome-
trisch nachweisbar ist. Reduktion des Cu?* zu Cu'* wurde mithilfe von Ascorbat
(Asc) und Glutathion (GSH) erreicht. N-Ethylmaleimid (NEM) wurde benutzt, um

die Thiolgruppen am BSA zu alkylieren und so zu deaktivieren.

Um die Modulation des nativen BSAs und der BSA-Cu?*-Komplexe zu untersu-
chen, wurden die Proben in den oben aufgeflihrten Puffern 20 min. lang inkubiert.

Danach erfolgte die Ultrazentrifugation wie oben beschrieben. Die Uberstéande
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wurden mit Puffern bei pH-Wert 7,4 restituiert. Bei Fragestellungen zur Reversi-
bilitat der BSA-Schadigung wurden die Proben erneut mit Cu?* zu den Konzen-
trationen der entsprechenden Eluate reinkubiert und danach mittels der ICP-MS
untersucht. Dadurch konnte festgestellt werden, ob die Veranderung des Kupfer-

bindungsverhaltens des BSA permanent oder reversibel war.

3.2.2 Oxidativer Stress

BSA-Cu?*-Komplexe wurden mit verschiedenen Substanzen inkubiert, um die
Veranderungen des Verhaltens nach Behandlung mit radikalen Spezies zu un-
tersuchen. Hierzu wurde Singulett-Sauerstoff und reaktive Stickstoffspezies auf

verschiedenen Wegen hergestellt:

A. Photoexcitation: Beleuchtung einer 5 uM Rose-Bengal-Lésung durch eine
Weisslichtlampe (500 W) fir 15 min. aus einer Entfernung von 30 cm, wodurch
Singulett-Sauerstoff entsteht [99].

B. Chemoexcitation: Durch Thermodekomposition des NDPO,-Endoperoxids.
Hierzu wurde NDP bei 37 °C eine Woche lang gelagert und so thermolysiert;
hierdurch entstehen NDP und Sauerstoff (NDPO,), davon die Halfte als Singulett-
Sauerstoff. Die Proben wurden dann 30 min. lang mit NDPO, (10 mM) inkubiert,
entsprechend einer Produktion von 30 uM/min (freundliche Gabe von Prof. Oliver
Klotz (Institut fir Biochemie und Molekularbiologie 1, HHU Dusseldorf), hergestellt
aus NDP nach [100]).

C. Kupfer-BSA-Lésung wurde mit Peroxynitrit (ONOQO") bei einer Konzentration
von 10 mM inkubiert, danach wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Au3erdem
wurde SIN-1 (3-Morpholinosydnoniminehydrochlorid, 10 mM) benutzt, um gleich-
zeitig NO und O,°*~ herzustellen [101]. Hierdurch entsteht ONOO-, ein potentes
Oxidanz, und letztlich OH-Radikale (freundliche Gabe von Prof. Klaus Kréncke (In-
stitut fur Biochemie und Molekularbiologie 1, HHU Dusseldorf), hergestellt nach
[102]).

D. Durch die Fentonreaktion des Fe?* (200 pM) mit H,O, (200 uM) bei einer In-

kubation der Proben fir 20 min. (Reaktionsgleichung siehe (11) und (12), nach
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[103]).

L—Fe*" + Hy0p, — L—Fe(H,0.)% (11)

L—Fe(H20,)*" — L-Fe®" + OH + OH~ (12)

3.2.3 Proteinquantifizierung

Die Proben wurden wie oben beschrieben dreifach ultrafiltriert und nach Restituti-
on in mehreren Schritten verdiinnt, wobei der Proteingehalt mithilfe von Pierce™
BCA Protein Assay Kit sowie photometrisch bestimmt wurde. Die erste Metho-
de basiert auf der Biuretreaktion, also der Bildung eines Komplexes zwischen
den Peptidbindungen und den Cu?*-lonen in alkalischer Losung. Im nachsten
Schritt wirkt dieser Komplex als Reduktor fir Schwermetallionen im gelben Folin-
Reagenz. Die entstandenen Verbindungen weisen eine Blaufarbung auf. Das Ab-

sorptionsmaximum liegt bei 750 nm, Absorptionsminimum bei 450 nm.

Fir die Messung mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit wurden Proben und
eine Standardreihe (mit vorbekannter Proteinkonzentration) im RIPA-Puffer auf-
genommen (radioimmunoprecipitation assay-Puffer). Dieser wurde aus folgenden
Reagenzien zusammengestellt: 50 mM Tris pH 8, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5%
Na-deocychlorat sowie 0,1% SDS.

Die Proteinbestimmung erfolgte stets in Duplets. Fir den Standard wurden aus ei-
ner 1% BSA-LOsung Konzentrationen zwischen 0,2 und 1,4 pg/ul hergestellt. Die
Proben wurden entsprechend vorverdinnt, um im kalibrierten Bereich gemessen
werden zu kénnen. Als blanc wurde RIPA-Buffer genommen. Die Standardreihe
und die Proben wurden auf eine 96-well Platte pipettiert und mit Reagent A und
Reagent B versetzt. Nach 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 750 nm im VICTOR?® 1420 Multilabel Counter bestimmt.

Die Proteinmenge wurde auB3erdem direkt photometrisch bei 280 nm bestimmit.
Dazu wurde eine Verdlinnungsreihe angesetzt. Vergleichsmessungen der Ver-
dinnungsreihe mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit und dem SPECORD-
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ICP-MS Elan-DRCII Meinhard type A quartz (part

(Perkin—Elmer) Nebulizer no.: WE02-4372)

Spray chamber Quartz cyclonic part no.:
WEQ02-5222

RF power 1100 watt

Plasma Ar flow 15 L/min

Nebulizer Ar flow 0.93 L/min

Aux. Ar flow 1.1 L/min

Injector 2.0 mm i.d. Quartz (part no.:
WE02-3916)

Monitored ion m/z 63 (63Cu) and 65 (65Cu)

CeO*/Ce* <3%

Tabelle 3: ICP-MS:Ubersicht tiber die bei den Messungen verwendeten Gerateeinstellun-
gen

Photometer ergaben identische Proteinkonzentrationen.

3.2.4 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Die Kupferkonzentration in den BSA-Proben wurde mithilfe von Massenspektro-
metrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass spec-
trometry, ICP-MS) bestimmt. Diese Methode basiert auf der lonisation der Ato-
men bei extrem hohen Temperaturen (5000-10 000 °C) und deren Analyse durch
ein Massenspektrometer; sie bietet eine hohe Genauigkeit selbst bei niedrigsten
Metallkonzentrationen. Vor der Messung wurden alle Proben entsprechend dem
Protokoll mit 20 pl suprapuren Salpetersdure angeséuert und mit 100 ul von 1
png/ml Rhodiumlésung versetzt. Die bei der Messung benutzten Gerateeinstellun-
gen sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Die Messungen wurden im Institut far
Arbeitsmedizin und Sozialmedizin am Medizinklinikum der RWTH-Aachen durch-

gefuhrt und durch die Mitarbeiter des Instituts ausgewertet.
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3.2.5 Photometrie

Die photometrische Messmethode basiert darauf, dass Veranderungen auf der
molekularen Ebene durch die damit einhergehende Veranderung der Absorption
beim Durchleuchten der Probe in einem bestimmten Wellenbereich detektierbar

sind.

Die Proben wurden in QS-Kiivetten gegeben und in einer Druckkammer bei 2,5
bar mit Stickstoff 30 min. lang entluftet, um Sauerstoff als Oxidationsquelle zu
eliminieren. Kivetten wurden danach sofort mit Parafilm versiegelt, um Artefakte
durch Verdunstung und durch Oxidation wahrend der Messung zu vermeiden. Fir
Reagenzien, die erst kurz vor oder wahrend einer laufenden Messung hinzugefigt
wurden, wurde die Versiegelung fur wenige Sekunden gedéffnet. Die Klvetten wur-
den vor und nach jeder Messung ausgiebig mit aqua dest gewaschen. Je nach
Fragestellung wurden einzelne oder Serienmessungen in festgesetzten Zeitab-
stédnden vorgenommen. Fir die Proteinbestimmung wurde die Absorption bei 280
nm gemessen, fir die entsprechende Proben wurden Spektren gegenulber einer

Kontrollprobe (blanc) gefahren.

BSA-Cu?*-Komplexe wurden photometrisch bei 525 nm quantifiziert [93], als blanc

wurde hierzu natives BSA mit gleicher Konzentration benutzt.

3.2.6 Chemolumineszenzdetektion

Die Chemolumineszenzdetektion (CLD) ist eine hochgenaue Messmethode, wel-
che eine Lichtemission als Folge einer chemischen Reaktion misst und so NO-
Konzentrationen bis in den ppb-Bereich (parts per billion) bestimmen kann. Fur
die Detektion von NO gelten die Gleichungen (13) und (14). Das durch Ozon (O3)
angeregte Stickstoffdioxid (NO,*) emittiert Licht proportional zur NO-Menge, wel-

che in die Reaktionskammer gelangt.

NO + O3 — NO,* + O, (13)
NOy* — NO, + hv (14)
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Durch die doppelwandige Struktur der Reaktionskammer (Gesamtvolumen
120 cm?) konnte die Temperatur mit auBen zirkulierendem aqua dest bei 37 °C
gehalten werden. Von unten wurde der Reaktionskammer Stickstoff mit konstan-
ter Geschwindigkeit von 100 ml/min zugefuhrt, um das freiwerdende NO Uber den
oberen Ausgang der Reaktionskammer dem NO-Detektor zu zufiihren. Eine Uber-

sicht Gber den Aufbau ist in Abbildung 4 zu sehen.
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Abbildung 4: Aufbau der Reaktionskammer eines Chemilumineszenzdetektors (CLD).
Tragergas gelangt von unten durch das Schaumglas in die Reaktionskammer und fihrt
so das NO dem eigentlichen Detektor zu.

Die Proben wurden mit einer Geschwindigkeit von 100 ul/sek in die Reaktions-
kammer gegeben. Eine Antifoam-Lésung wurde zum Entschdumen aller prote-
inhaltigen Proben verwendet. Weitere Stoffe wurden je nach Fragestellung in die
Kammer injiziert, um Modulation der NO-Freisetzung zu demonstrieren. Im Ergeb-
nisteil beziehen sich alle Angaben auf die Endkonzentrationen in der Reaktions-
kammer; bei mehrfacher Gabe ergibt sich dadurch eine entsprechende Vervielfa-

chung im Reaktionsgefaf3. Die Ergebnisse wurden laufend in ppb aufgezeichnet.
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3.2.7 Software und Datenanalyse

Die Rohdaten wurden von der gerateeigenen Software erfasst, wie sie in der Ta-
belle 2 angegeben wurde. Die Zusammenfassung der photometrischen Serien-
messungen erfolgte mit WinASPECT. Weitere Analysen wurden mit Excel durch-
geflhrt, die Graphenformattierung erfolgte in Powerpoint. Statistische Signifikanz

wurde bei p < 0,05 angenommen. Die Promotionsschrift wurde im IATgX verfasst.
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4 Ergebnisse

4.1 BSA-Cu

BSA kann mit Kupfer beladen werden. Um die Beladbarkeit von BSA mit Kup-
fer zu zeigen, wurde eine 2%-BSA-Lésung mit Kupfer (7,5 - 300 uM) inkubiert
und danach aufgereinigt. Die Proben wurden dann photometrisch untersucht. Ab-
bildung 5 zeigt die photometrische Erfassung der BSA-Cu-Komplexe bei 525 nm.
Die Absorption nahm mit steigender Cu-Konzentration linear zu; weit im supra-
physiologischen Bereich lie3 sich keine Abflachung der BSA-Bindungskapazitat

feststellen.
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Abbildung 5: Photometer: Absorption bei 525 nm in Abh&ngigkeit der Kupferkonzentrati-
on in 2%-BSA-Lésung nach Ultrafiltration. Es zeigt sich eine proportionale Abhangigkeit,
BSA kann auch im supraphysiologischen Bereich Kupfer binden (blanc: 2%-BSA Lésung
ohne Kupfer).

BSA-Cu?* bleibt dauerhaft stabil. Um die Stabilitat der BSA-Cu-Komplexe zu
Uberprufen, wurde BSA (500 pM) zunéchst mit Kupfer (8 uM) inkubiert. Vor der
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Messung wurden die Proben wie oben beschrieben aufgereinigt. Die erste Be-
stimmung des Kupfersgehaltes mittels ICP-MS erfolgte sofort, sowie danach in
verschiedenen zeitlichen Abstdnden. Die Messungen in der Zeitspanne von bis
zu 480 Stunden zeigten, dass die BSA-Cu-Komplexe dauerhaft stabil blieben und
Kupfer nicht vom BSA dissoziierte (Abbildung 6). Die Kupferkonzentration des na-
tiven 500 uM BSAs betrug etwa 2,5 pM (Kontr.).

=12
=

-
(=

o0

BSA-gebundenes Kupfer (4

o N A~ O

&

Abbildung 6: ICP-MS: BSA-Cu (BSA - 500 uM, Cu - 8 uM) in PBS bleibt dauerhaft stabil.
Der Kupfergehalt der Proteinfraktion des BSAs ist auch nach 480 h konstant (Kontr. -
Kontrolle (BSA), vertikale Balken représentieren die Standardabweichung der Messung).

Kupfer dissoziiert vom BSA im sauren Milieu. Das Verhalten des BSA-Cu?*
bei verschiedenen pH-Werten wurde ebenfalls mithilfe der ICP-MS untersucht
(siehe Abbildung 7), um den Dissoziationsgrad des Kupfers vom BSA-Cu?* nach
Inkubation im sauren Milieu zu analysieren. Hierzu wurde BSA-Cu?* (BSA -
500 uM, Cu?* - 9,6 uM) je 10 Minuten lang in Puffern mit pH-Werten im Bereich
5,5 - 8,0 inkubiert. Nach der Aufreinigung wurde anschlieBend die Kupferkonzen-

tration in den Uberstanden (Proteinfraktion, am BSA) und Eluaten (Ultrafiltrate,
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dissoziiert) bei physiologischem pH-Wert bestimmt. Die beiden Linien zeigen den
prozentualen Anteil des Kupfers, welcher BSA-gebunden blieb (Proteinfraktion,
weil3), sowie der vom BSA dissoziierte (Ultrafiltrate, schwarz). Je niedriger der
pH-Wert war, desto héher war der prozentuale Anteil der Kupferionen, welche
vom BSA dissoziierten. Bei einem pH-Wert von 5,5 waren es Uber 60%. Saure

Umgebung setzte also die Kupferbindungsfahigkeit des BSAs herab.

Kupfergehalt in:

100 - O Proteinfraktion
1 @ Ultrafiltrate

80_ * *

0 I T I ]
S 6 7 8

Abbildung 7: ICP-MS: Bestimmung des prozentualen Anteils des Kupfers in den Uber-
sténden (Proteinfraktion, weil3), sowie in den Eluaten (Ultrafiltrate, schwarz) nach Inkuba-
tion bei verschiedenen pH-Werten. Mit sinkendem pH-Wert dissoziieren vermehrt Kupfer-
ionen vom BSA-Cu?* (BSA - 500 uM, Cu?* - 9,6 + 1,2 uM, * - p < 0.05 im Vergleich zu
den Ergebnissen bei pH 7).

Oxidativer Stress moduliert die Kupferbindungskapazitat von Albumin.
Das Verhalten des BSA-Cu?* (BSA - 500 uM, Cu?* - 9,6 + 1,2 uM) bei oxidati-
vem und nitrosativem Stress wurde ebenfalls untersucht. Hierzu wurden Proben
mit verschiedenen Reagenzien, wie im Methodenteil beschrieben, vorbehandelt

und danach aufgereinigt. Der Dissoziationsgrad des Kupfers vom BSA wurde mit-
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tels ICP-MS bestimmt: Der Kupfergehalt wurde hierfir in den Uberstanden (am
BSA) und in den Eluaten (frei) gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8
dargestellt (weiBe Balken - Uberstande, graue Balken - Eluate). In der Kontroll-
probe (nicht vorbehandelt, "Kontr.”) blieb das Kupfer am BSA gebunden. Nach
Vorbehandlung mit BR waren nur noch ca. 60% des Kupfers im Uberstand zu fin-
den, ebenso nach Vorbehandlung mit NDPO,, d.h. 40% des Kupfers waren unter
diesen Bedingungen vom BSA dissoziiert. Nach Inkubation mit PN dissoziierte die
Mehrheit des Kupfers (Uber 60%) vom BSA und war dadurch im Eluat zu finden.
Im gleichen Versuchsaufbau jedoch bei einem pH-Wert von 6,5 konnte festgestellt
werden, dass Uber 90% des Kupfers vom BSA dissoziierte. Nach Vorbehandlung
mit SIN-1 sowie nach oxidativer Stress-Vorbehandlung nach Fenton war ebenfalls
die Mehrheit des Kupfers vom BSA dissoziiert. Exposition des BSA-Cu?* gegen-
Uber oxidativem und nitrosativem Stress setzte die Fahigkeit des BSA, Kupfer zu

binden, also herab.
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Abbildung 8: ICP-MS: Relativer Anteil des Kupfers in den Uberstanden (am BSA, weiBe
Balken) und Eluaten (frei, graue Balken) nach Vorbehandlung mit Sauerstoffradikalen in
Form von Bengal Rose (BR, 5 uM), sowie thermischen Abbauprodukten des NDPO, (10
mM). Nitrosativer Stress sowie Schadigung durch Hydroxylradikale wurde durch Vorbe-
handlung mit Peroxynitrit ausgelbt (PN, 10mM), sowie mit pH-Wert 6,5 kombiniert (PN-
pH6.5). Es erfolgte auBerdem eine Vorbehandlung mit SIN-1 (10 mM, setzt NO und O,°~
frei), sowie mit Hydroxylradikalen aus der Fenton-Reaktion nach Zusatz von 200 uM Fe?*
und 200 yM H>0O,. Durch Br, NDPO2, PN, PN-pH 6,5, SIN-1, sowie durch die Fenton-
Reaktion wird Kupfer des BSA-Cu zur Dissoziation gebracht. Kontr. - nicht vorbehandeltes
BSA-Cu?* (BSA - 500 uM, Cu?* - 9,6 + 1,2 uM, vertikale Balken repréasentieren + 1 Stan-
dardabweichung).

Nur die pH-induzierte Modifikation der Kupferbindungskapazitat ist rever-
sibel. Ausgewéhlte Proben aus der Abbildung 7 und Abbildung 8 wurden wei-
terverwendet, um die Nachhaltigkeit der Schadigung der Kupferbindungsstellen
des BSAs durch Radikale und durch einen sauren pH-Wert zu untersuchen. Die
Menge des dissoziierten Kupfers, welche sich durch die Ultrazentrifugation in den
Eluaten befand, wurde bei einem physiologischen pH-Wert in den Uberstanden
entsprechend restituiert. Die Proben wurden dann erneut aufgereinigt. Der Kup-
fergehalt wurde in den Uberstianden (Proteinfraktion nach Reinkubation) mittels

ICP-MS gemessen und mit dem Kupfergehalt der Proteinfraktion vor der Reinku-
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bation mit Cu?* verglichen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: ICP-MS: Ausgewahlte Proben aus Abbildung 7 und Abbildung 8 wurden
erneut mit Kupfer inkubiert, dabei wurden die entsprechende Mengen des zuvor dissozi-
ierten Kupfers benutzt. Nach der Aufreinigung wurden die prozentuale Anteile der BSA-
Cu?*-Komplexe im Uberstand vor der Reinkubation ("Proteinfraktion”, weiBe Balken) und
danach bestimmt (’Proteinfraktion nach Reinkubation mit Cu?*”). Die Schadigung durch
einen sauren pH-Wert ist reversibel, wahrend die Schadigung durch SIN-1 und Fenton-
Reaktion die Fahigkeit des BSAs, Kupfer zu binden, irreversibel inhibiert. Kontr. - nicht
behandeltes BSA-Cu?*, SIN-1 und Fenton - entsprechende weiterverwendete Proben, * -
statistisch signifikant, vertikale Balken reprasentieren + 1 Standardabweichung.)

Proben, welche bei einem pH-Wert von 5,5 inkubiert waren, konnten bei physiolo-
gischen pH-Wert erneut Kupfer binden. Proben, welche mit SIN-1 oder durch die
Fenton-Reaktion behandelt wurden, konnten Kupfer bei einem physiologischen
pH-Wert nicht erneut binden. Schadigung des BSA-Cu?* durch ein saures Milieu
war also reversibel, wahrend die Schadigung durch SIN-1 und durch die Fenton-

Reaktion dauerhaft die Kupferbindungsfahigkeit des BSAs zerstorte.

Kupfer des BSA-Cu liegt auch als Cu'™ vor. Um Cu'* photometrisch nach-
zuweisen, wurde Neocuproin (Neo), ein spezifischer Cu'*-Chelator, verwendet.

Neo-Cu'*-Komplexe kdnnen bei etwa 450-455 nm detektiert werden werden [104].
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Um die Spezifitat der Neo-Cu'*-Bindung zu demonstrieren wurden 4 Proben vor-
bereitet: Neo + Cu'*, Neo + Cu?* + Asc, Neo + Asc, sowie Neo + Cu?* (siehe
Abbildung 10). Damit Neocuproin Kupfer bindet, muss es entweder bereits als
Cu' vorliegen oder durch ein zur Verfligung stehendes Reduktionsmittel (hier

Ascorbat) reduziert werden. Neocuproin bindet also spezifisch an Cu'*.

0.2 | @ Neo+Cu™
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Abbildung 10: Photometer: Nachweis der Spezifitat der Bindung des Kupfers (Cu'*) an
Neocuproin (Neo) bei einem pH-Wert von 5,5 (reprasentative Darstellung). Zur Reduktion
des zweiwertigen Kupfers (Cu?*) wurde Ascorbat (Asc) verwendet. Der typische Peak
lasst sich bei Neo + Cu'* (Positivkontrolle), sowie bei Neo + Cu?* + Asc nachweisen,
wéhrend Neo + Cu®* und Neo + Asc zu keiner vermehrten Absorption fiihren. Neocuproin
bindet also spezifisch Cu'*-lonen (Cu - 20 yM, Ascorbat - 100 uM, Neocuproin - 1 mM).

Der Valenzstatus des Kupfers bei mit Kupfer beladenem BSA wurde hiernach pho-
tometrisch untersucht. Zunachst wurde BSA (2%) mit Kupfer (300 pM) beladen.
Im Photometer wurde die Probe dann unmittelbar vor Messbeginn mit Neocuproin
(Neo) und nach etwa 35 min. mit Ascorbat (Asc) versetzt (sieche Abbildung 11).
Allein durch die Neocuproin-Gabe nahm die Absorption bei 455 nm zu; durch eine
Gabe von Ascorbat konnte ein erneuter, deutlicher Anstieg verzeichnet werden.

Kupfer liegt also beim BSA-Cu auch als Cu'* vor; BSA scheint beim Abfangen
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des Cu' durch Neocuproin auch ohne Zusatz von Reduktionsmitteln Cu'* aus
gebundenem Cu?* generieren zu kénnen. Durch Zusatz von Ascorbat wird noch

mehr Cu?* zu Cu'* reduziert.
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Abbildung 11: Photometer: Neocuproin (Neo) reagiert mit BSA-Cu?* zu Neo-Cu'* (sicht-
bar bei 455 nm), durch Zugabe von Ascorbat (Asc, 1 mM) wird diese Reaktion beschleu-
nigt bzw. ein neues Gleichgewicht erreicht (BSA - 2%, Cu - 300 uM).

Die Thiolgruppe des BSA-Cu nimmt an Kupferreduktion teil. Die Rolle der
Thiolgruppe des BSAs bei Reduktion des BSA-Cu?* zu BSA-Cu'* wurde im sel-
ben Versuchsaufbau untersucht. Mit Kupfer (240 uM) beladenes BSA (1,6%) wur-
de mit N-Ethylmaleimid (NEM, 5 mM), einem Thiolgruppen-Alkylanz, vorbehan-
delt [105]. Hierdurch wurde die Thiolgruppe des BSAs blockiert. Im Photome-
ter wurde die Probe dann unmittelbar vor Messbeginn mit Neocuproin versetzt
und die Absorption bei 455 nm gemessen. Die Messung wurde dann mit einer
nicht vorbehandelten BSA-Cu-Probe verglichen (siehe Abbildung 12). Nach NEM-
Vorbehandlung waren im Vergleich zum nicht vorbehandelten BSA-Cu photome-
trisch weniger Neo-Cu'™ nachzuweisen. Blockierung der Thiolgruppe durch das
Alkylanz NEM setzte die Fahigkeit des BSAs, BSA-Cu?* zu BSA-Cu'* zu reduzie-

ren also herab.
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Abbildung 12: Photometer: Nach Vorbehandlung mit N-Ethylmaleimid ("NEM”, 5 mM)
sind bei 455 nm weniger Neocuproin-Cu-Komplexe (Neo-Cu'*) gegeniiber der nicht vor-
behandelten Probe detektierbar ("Kein NEM”, BSA: 1,6%, Cu: 240 uM).

Unspezifischer Chelator EDTA kann Kupfer dem BSA-Molekiil entziehen.
Um das Verhalten des BSA-Cu gegeniber anderen Chelatoren zu untersuchen,
wurden Versuche mit EDTA angefertigt. EDTA ist ein unspezifischer Chelator, der
in Verbindung mit Kupfer photometrisch bei etwa 740 nm nachweisbar ist [106].
Dabei kann durch das Fahren eines Spektrums im Bereich 425 nm - 875 nm so-
wohl der BSA-Cu-Peak (525 nm) als auch der EDTA-Cu-Peak dargestellt werden.
Die BSA-Cu-Probe (BSA - 1,6%, Cu - 240 yM) wurde unmittelbar vor Messbeginn
mit EDTA (2,5 mM) versetzt, danach wurden in angegebenen zeitlichen Abstan-
den Spektren von 425 nm bis 875 nm gefahren (siehe Abbildung 13). Nach Zusatz
von EDTA flachte der BSA-Cu-Peak bei 525 nm zugunsten einer Zunahme des
EDTA-Cu-Peaks bei 740 nm ab. Auch EDTA konnte also Kupfer dem BSA-Cu ent-

ziehen.
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Abbildung 13: Photometer: Spektren von BSA-Cu (BSA - 1,6%, Cu - 240 yM) in zeit-
lich angegebenen Abstdnden zeigen nach Gabe von EDTA (2,5 mM) das zunehmende
Abflachen des BSA-Cu-Peaks bei 525 nm zugunsten des EDTA-Cu-Peaks bei etwa 740
nm.

4.2 Nitrit und Kupfer in wassriger Lé6sung

Die NO-Freisetzung aus Nitrit im sauren Milieu erfolgt spontan. Um die Frei-
setzung von NO aus Nitrit direkt zu untersuchen, wurden Proben im wéssrigen Mi-
lieu vorbereitet und in der CLD analysiert. Abbildung 14 zeigt die NO-Freisetzung
aus Nitrit (NO,", 10 pM) beim physiologischen pH-Wert (wei3er Balken), und bei
einem pH-Wert von 5,5 (grauer Balken). Wahrend bei physiologischem pH-Wert
keine NO-Freisetzung resultierte, wurde im sauren Milieu eine Freisetzung von et-
wa 0,4 pmo/s gemessen. Reprasentative CLD-Messungen sind exemplarisch in
Abbildung 15 tberlagert bei pH-Wert 5,5 und 7,4 dargestellt. Aus Nitrit entstand

also im sauren Milieu NO, was beim physiologischen pH-Wert nicht der Fall ist.
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Abbildung 14: CLD: Die NO-Freisetzung aus 10 yM Nitrit ist deutlich héher beim pH-
Wert von 5,5 als beim pH-Wert von 7,4 (vertikale Balken reprasentieren + 1 Standardab-
weichung).
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Abbildung 15: CLD: Die NO-Freisetzung ist deutlich héher im sauren Milieu (pH 5,5) ge-
gentber physiologischen Bedingungen (pH 7,4), wo keine nennenswerte NO-Freisetzung
erfolgt (NO>™ - Nitrit, 10 pM).

Kupfer verstarkt die NO-Freisetzung aus Nitrit im sauren Milieu deutlich.
Um die Rolle des Kupfers bei der NO-Freisetzung aus Nitrit im wéassrigen Mi-

lieu und beim sauren pH-Wert zu untersuchen, wurde Kupfer, spezifischer Cu'*-
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Chelator Neocuproin, sowie das Reduktionsmittel Ascorbat in verschiedenen
Kombinationenen mit Nitrit in die CLD-Kammer gegeben. Abbildung 16 zeigt die
NO-Freisetzung und ihre Modulation durch die Zusammensetzung der einzelnen
Proben. Wurde Nitrit alleine in die Reaktionskammer der CLD gegeben, so re-
sultierte eine NO-Freisetzung. Durch Zugabe von Ascorbat (Ni + Asc) wurde die
NO-Freisetzung etwas erhéht. Wurde auBerdem noch Neocuproin hinzugegeben
(Ni + Asc + Neo), so ging die NO-Freisetzung auf das Niveau zurlick, welches von
Nitrit alleine erreicht wurde. Wurde nun zusammen mit Nitrit Ascorbat und Cu?*
(Ni + Asc + Cu (Il)) in die Reaktionskammer der CLD injiziert, so resultierte eine et-
wa 80-fach erhéhte NO-Freisetzung, welche durch Zugabe von Neocuproin (Ni +
Asc + Cu (ll) + Neo) auf das Ausgangsniveau herabgesetzt werden konnte. Zuga-
be von Kupfer (ll) und Ascorbat erhéhte also die NO-Freisetzung aufBerordentlich

stark.

Um die spezifische Abhangigkeit dieses Effektes von Cu'* auch ohne Reduktions-
mittel zu zeigen, wurde ein Versuch mit sowohl Cu?* als auch Cu'* durchgefiihrt,
hier als eine originale CLD-Aufzeichnung dargestellt (sieche Abbildung 17). Beim
pH-Wert von 5,5 wurde Nitrit in die Reaktionskammer der CLD injiziert (+ Nitrit),
woraufhin ein leichter Anstieg der NO-Freisetzung resultierte. Nach Zugabe von
Kupfer (ll) (+ Cu?*) erhohte sich die NO-Freisetzung nicht. Erst nach Zugabe von
Kupfer (1) (+ Cu'*) kam es zu einer Uiberaus hohen NO-Freisetzung, welche durch
Injektion vom Cu'*-spezifischen Chelator Neocuproin (+ Neo) unterbunden wird.
Die Verstarkung der NO-Freisetzung im sauren Milieu war also auf das Cu' zu-
rickzufihren. Eine statistische Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in der
Abbildung 18 dargestellt, wodurch die signifikante Rolle des Cu'* noch einmal

deutlich wird; durch Neocuproin wurde die NO-Freisetzung unterbunden.
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Abbildung 16: CLD: Modulation der NO-Freisetzung aus Nitrit (Ni, 14 pM) bei pH-Wert
5,5 durch Ascorbat (Asc, 140 uM), Neocuproin (Neo, 14 uM) und Kupfer (Cu (Il), 14 yM).
Erst durch gleichzeitige Gabe von Cu?* und Ascorbat resultiert eine deutlich starkere NO-
Freisetzung (* - statistisch signifikant, vertikale Balken reprasentieren + 1 Standardabwei-
chung).
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Abbildung 17: CLD: Effekt von Cu?* und Cu'* (je 10 uM) auf Nitritreduktion im sau-
ren Milieu (pH 5,5), inhibiert durch durch Cu“-speziﬁschen Chelator Neocuproin (Neo,
100 yM). Cu'* ist fir die ausgedehnte NO-Freisetzung verantwortlich.
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Abbildung 18: CLD: Effekt von Cu?* (A) gegeniiber Cu'* (B, je 10 uM) auf die Nitrit-
getriggerte NO-Freisetzung im sauren Milieu (pH 5,5), inhibiert durch Neocuproin (Neo,
100uM). Cu'* ist fiir die ausgedehnte NO-Freisetzung verantwortlich (* - statistisch signi-
fikant, vertikale Balken reprasentieren + 1 Standardabweichung).
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4.3 BSA, BSA-Cu und Nitrit

Albumin agiert als eine Nitritreduktase. Beider folgenden Versuchsreihe wur-
de die Rolle des BSA sowie des BSA-Cu bei der NO-Freisetzung aus Nitrit unter-
sucht. Zun&chst wurde die maximale NO-Freisetzung aus Nitrit in Abhangigkeit
der Proteinkonzentration des nativen BSAs und HSAs in der CLD analysiert (sie-
he Abbildung 19). Hier ist eindeutig zu sehen, dass die Proteinkonzentration mit
der maximalen NO-Freisetzung aus Nitrit (70 uM) korreliert, wobei BSA bei glei-
cher Konzentration mehr NO freisetzen konnte. BSA und HSA waren also beide
in der Lage, die NO-Freisetzung aus Nitrit zu katalysieren, wobei BSA potenter

wirkte.

25 -
a BSA

15 1

10 +

Maximale NO-Freisetzung (ppb)

0 05 1 115 2 25 3
Albuminkonzentration (%)

Abbildung 19: CLD: Maximale NO-Freisetzung in Abh&ngigkeit der Alouminkonzentrati-
on nach Zugabe von 70 uM Nitrit (Bovines Serumalbumin (BSA) - durchgezogene Linie,
humanes Serumalbumin (HSA) - gestrichelte Linie). Es zeigt sich eine proportionale Ab-
hangigkeit, wobei BSA bei gleicher Konzentration mehr NO aus Nitrit als HSA umsetzen
kann.

Die NO-Freisetzung aus Nitrit wird durch einen niedrigen pH-Wert und
durch Beladung des BSAs mit Kupfer verstarkt. Um die Modulation der
BSA-getriggerten NO-Freisetzung durch Kupferbeladung des BSAs, Zugabe
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von Reduktionsmittel (Asc) und Chelatoren (Neo, DETC), sowie durch BSA-
Alkylierung (NEM) zu analysieren, wurden Versuche in der CLD durchgeflhrt.
Ihre Zusammenfassung ist in Abbildung 20 dargestellt. Reprasentative Echtzeit-
Aufzeichnungen der entsprechenden CLD-Versuche sind weiter unten exempla-

risch abgebildet.

Bei Zugabe von Nitrit zu BSA (BSA + Ni) resultierte eine NO-Freisetzung, welche
durch Ascorbat (BSA + Ni + Asc) nicht ma3geblich erhéht werden konnte. Durch
DETC-Gabe (BSA + Ni + DETC) konnte eine Herabsetzung der NO-Freisetzung
erzielt werden. Wenn Proben mit NEM (Thiolgruppen-Alkylanz) vorbehandelt wur-
den, resultierte keine nennenswerte NO-Freisetzung (NEM-BSA + Ni). Im sauren
Milieu war die NO-Freisetzung durch BSA deutlich erhéht (BSA + Ni bei pH 6,5).
Die mit Kupfer beladene BSA-Proben ("BSA-Cu”) sind rechts des Doppelstrichs
dargestellt. Hier resultierte bei Nitritgabe eine NO-Freisetzung (BSA-Cu + Ni), wel-
che mit dem nativen BSA (BSA + Ni) vergleichbar war. Durch Zugabe von Ascor-
bat (BSA-Cu + Ni + Asc) resultierte eine deutlich erhéhte NO-Freisetzung. Mit
DETC (BSA-Cu + Ni + Asc + DETC) lie3 sich die NO-Freisetzung wieder auf das
Niveau vor der Ascorbatgabe herabsetzen. BSA-Fahigkeit, Nitrit zu reduzieren,
wurde durch eine NEM-Vorbehandlung also fast vollkommen blockiert; im sauren
Milieu konnte BSA vermehrt NO freisetzen, dies wurde durch Ascorbatgabe nicht
mafgeblich erhéht. Beim BSA-Cu war die NO-Freisetzung ohne Reduktionsmittel
mit der des nativen BSAs vergleichbar. Wurde jedoch Ascorbat addiert, so re-
sultierte ein deutlicher Anstieg, welcher beim nativen BSA nicht erreicht werden

konnte.
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Abbildung 20: CLD: Ubersicht tiber die durchschnittliche NO-Freisetzung unter verschie-
denen Versuchsbedingungen. BSA ist in der Lage, Nitrit zu NO umzusetzen, was durch
Ascorbat nicht mafBgeblich verstarkt, durch den Chelator DETC jedoch unterdriickt wird.
Durch eine NEM-Vorbehandlung wird die NO-Freisetzung fast vollstandig blockiert. Beim
pH-Wert 6,5 ist eine deutliche Steigerung der NO-Freisetzung zu sehen. Beim BSA-Cu
(rechts des Doppelstrichs) resultiert eine NO-Freisetzung aus Nitrit, welche mit der des na-
tiven BSAs zunachst vergleichbar ist. Bei Zugabe von Ascorbat wird jedoch ein deutlicher
Anstieg verzeichnet, welcher durch DETC auf das urspriingliche Niveau gebracht werden
kann (BSA - 2%, Ni - Nitrit (10 pM), Asc - Ascorbat (100 uM), NEM - N-Ethylmaleimid (vor-
behandelt), DETC - Diethyldithiocarbamat-Trihydrat (dreifach 100 yM), BSA-Cu + Asc -
auf 300 uM Cu bezogen, vertikale Balken reprasentieren + 1 Standardabweichung, # - p
< 0.05, * - p < 0,05 verglichen zu BSA + Ni (Statistischer Test: Student T-Test durchgefihrt
mit Excel).

Exemplarische Darstellung der einzelnen CLD-Ergebnisse. Bei Zugabe von
Nitrit in die Reaktionskammer der CLD, welche eine 2%-ge BSA-L&sung bei phy-
siologischem pH-Wert enthielt, resultierte eine NO-Freisetzung (Abbildung 21).
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Abbildung 21: CLD: Zugabe von Nitrit (NO2", 10 yM) in die Reaktionskammer mit einer
2%-gen BSA-Lésung beim pH-Wert von 7,5 bewirkt eine NO-Freisetzung (37 °C, Anti-
schdumer).
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Abbildung 22: CLD: Zugabe von Nitrit (NO>", 10 yM) in die Reaktionskammer mit einer
2%-gen BSA-L6ésung beim pH-Wert von 6,5 bewirkt eine deutlich starkere NO-Freisetzung
als beim physiologischen pH-Wert (37 °C, Antischaumer).

Bei Zugabe von Nitrit in die Reaktionskammer der CLD, welche eine 2%-ge
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BSA-Lésung bei saurem pH-Wert enthielt, resultierte eine deutlich starkere NO-
Freisetzung (Abbildung 22).

Bei den BSA-Proben, welche mit Kupfer beladen worden sind, lie3 sich ein
initialer NO-Anstieg nach Nitritgabe feststellen, welcher mit dem des nativen
BSAs vergleichbar war. Durch Zugabe von Ascorbat konnte eine kupferabhan-
gige Steigerung der Freisetzung beobachtet werden (siehe Abbildung 23 und
weiter unten). Die NO-Freisetzung konnte durch den unspezifischen Chelator
Diethyldithiocarbamat-Trihydrat (DETC) auf das Niveau vor Ascorbatgabe ge-

bracht werden.
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Abbildung 23: CLD: Bei Zugabe von Nitrit (NO,", (10 uM) zu BSA-Cu?* (BSA: 2,1%, Cu:
75 uM) resultiert eine NO-Freisetzung, welche durch Ascorbat (Asc, 100 pM) gesteigert
werden kann. Durch 3-malige Gabe von Diethyldithiocarbamat-Trihydrat (DETC, 100uM)
wird die Reaktion auf das Nivieu vor Ascorbatgabe gebracht (37 °C, Antischaumer).

Dasselbe Prinzip lief3 sich auch bei héheren Kupferkonzentrationen (150 yM und
300 uM) bei gleichbleibender BSA-Konzentration (2%) feststellen (siehe Abbil-
dung 24 und Abbildung 25). Hier wurde ebenso ein initialer Anstieg durch Nitrit-
gabe festgestellt (vergleichbar mit Abbildung 23).
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Abbildung 24: CLD: Bei Zugabe von Nitrit (NO,", (10 uM) zu BSA-Cu?* (BSA: 2,1%, Cu:
150 uM) resultiert eine NO-Freisetzung, welche durch Ascorbat (Asc, 100 uM) gesteigert
werden kann. Durch 3-malige Gabe von Diethyldithiocarbamat-Trihydrat (DETC, 100uM)
wird die Reaktion auf das Niveau vor Ascorbatgabe gebracht (37 °C, Antischdumer).
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Abbildung 25: CLD: Bei Zugabe von Nitrit (NO,", (10 uM) zu BSA-Cu?* (BSA: 2,1%,
Cu: 300 uM) resultiert eine NO-Freisetzung, welche durch Ascorbat (Asc, 100 uM) deut-
lich gesteigert werden kann. Durch 3-malige Gabe von Diethyldithiocarbamat-Trihydrat
(DETC, 100pM) wird die Reaktion auf das Niveau vor Ascorbatgabe gebracht (37 °C,
Antischaumer).
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Durch Ascorbatgabe konnte dann ein kupferkonzentrationabhangiger Anstieg auf
+2 bzw. + 4-5 ppb erreicht werden, welcher wiederum durch DETC auf das Niveau
vor der Ascorbatgabe gebracht werden konnte. Ascorbat konnte also bei BSA-

Cu?* die NO-Freisetzung in Abhangigkeit von der Kupferkonzentration steigern.

In der Abbildung 26 ist exemplarisch dargestellt, dass bei der gleichzeitigen Gabe
von Nitrit und Ascorbat zu BSA-Cu (BSA - 2,1%, Cu - 600 pM) ein Maximum
der NO-Freisetzung von etwa 35 ppb erreicht werden konnte. Auch hier konnte
die NO-Freisetzung mit DETC herabgesenkt, jedoch nicht ganzlich unterbunden
werden. Gleichzeitige Gabe von Nitrit und Ascorbat zum BSA-Cu flihrte zu einer

deutlich héheren NO-Freisetzung, als sukzessive Gaben derselben Reagenzien.
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Abbildung 26: CLD: Durch die gleichzeitige Zugabe von Nitrit (NO2", 10 pM) und As-
corbat (Asc, 100 uM) zu BSA-Cu?* (BSA: 2,1%, Cu: 600 uM) steigt die NO-Freisetzung
stark an. Durch 3-malige Gabe von Diethyldithiocarbamat-Trihydrat (DETC, 100uM) wird
die Freisetzung unterdrtickt (37 °C, Antischaumer).

Abbildung 27 zeigt, dass Glutathion (GSH) die NO-Freisetzung durch BSA-Cu

(BSA - 2%, Cu - 600 uM) ebenfalls steigern konnte. Neocuprion setzte die dar-

auffolgende NO-Freisetzung rapide herab.
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Abbildung 27: CLD: In die Reaktionskammer mit BSA-Cu?* (BSA: 2%, Cu: 600 uM) wird
Nitrit (NO2", 10 uM) injiziert, was zu einer NO-Freisetzung fuhrt. Nachfolgende Injektion
von Glutathion (GSH, 25 pM) verstéarkt die NO-Freisetzung, durch Neocuproin (Neo, 100
M) wird die Reaktion unterbunden (37 °C, Antischaumer).

In Abbildung 28 ist erneut die NO-Freisetzung bei Zugabe von Nitrit zu BSA dar-
gestellt. Neocuproin (Neo) konnte die NO-Freisetzung nur leicht unterbinden. In
Abbildung 29 wurde der gleiche Versuch mit BSA durchgefihrt, welches vorher
mit dem Alkylanz N-Ethylmaleimid (NEM) vorbehandelt wurde. Dieses Reagenz
blockiert die Thiolgruppe des BSAs. Es resultierte eine im Vergleich deutlich nied-
rigere NO-Freisetzung, welche durch Neocuproin (Neo, 100 yM) nicht veréandert
werden konnte. Durch eine NEM-Vorbehandlung konnte die Nitritreduktaseaktivi-

tat des BSAs also herabgesetzt werden.
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Abbildung 28: CLD: Zum BSA (2%) wird Nitrit (NO2, 10 pM) hinzugegeben, was zu einer
NO-Freisetzung fuhrt. 2-malige Gabe von Neocuprion (Neo, je 100 uM) setzt die NO-
Freisetzung nicht wesentlich herab (37 °C, Antischaumer).
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Abbildung 29: CLD: Zum mit NEM vorbehandelten BSA (2%) wird Nitrit (NO2", 10 yM)
hinzugegeben. Es resultiert nur eine sehr geringe NO-Freisetzung. Neocuproin (Neo, 100
uM) verandert diese nicht (37 °C, Antischaumer).
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5 Diskussion

Die Forschung der letzten Jahre belegte wiederholt, dass Nitrit in vivo zu NO
und anderen aktiven Stickoxiden umgesetzt werden kann. Verschiedene Entste-
hungswege sind beschrieben worden, wobei eisenhaltige Proteine wie Hamoglo-
bin, Myoglobin und andere dabei eine wichtige Rolle spielen [27]. W&hrend NO-
Synthasen fir die NO-Generierung auf Sauerstoff angewiesen sind, ist die nicht-
enzymatische Entstehung des NOs aus Nitrit unter hypoxischen Bedingungen be-
gunstigt. Dies legt eine besondere Bedeutung des Nitrits im ischdmischen Stoff-
wechsel nahe, da eine vermehrte NO-Bereitstellung in diesem Zusammenhang

eine protektive Wirkung hat [30].

Kupferhaltige Nitritreduktasen sind bakterielle Enzyme, die, durch den Wechsel
der Valenz ihres Kupferatoms in Anwesenheit von Reduktionsmitteln, ein Elek-
tron fir die Nitritreduktion zu NO bereitstellen kénnen [107]. lhre Existenz wirft
die Frage auf, in wie fern proteingebundenes (oder auch freies) Kupfer bei der
Nitritreduktion in vivo eine Rolle spielt. Bei Ischdmie mit einhergehender Azido-
se [108] sowie bei oxidativem Stress [109] dissoziieren die im Plasma norma-
lerweise an Proteine gebundene Kupferionen. Dadurch kénnten sie, ahnlich wie
die Kupferatome der Nitritreduktasen, eine Nitritreduktion bewirken. Aber auch an

Proteine gebundenes Kupfer kénnte die Nitritreduktion zu NO katalysieren.

Kupfer kann von seinen Tragerproteinen dissoziieren. Abbildung 6 zeigt,
dass beim physiologischen pH-Wert BSA-Cu dauerhaft stabil ist. Durch einen pa-
thologischen pH-Wert dissoziierte Kupfer von BSA und konnte mittels ICP-MS
nachgewiesen werden (Abbildung 7). Verantwortlich hierflr ist wahrscheinlich
die durch Azidose hervorgerufene Modifikation der Kupferbindungsstelle der N-
Region des BSA-Molekiils, welche fur den Transport der Metalle, unter Anderem
auch Kupfer, verantwortlich ist [96]. Das unter solchen Bedingungen entstehende
ischemia-modified albumin ist ein Marker fir Ischamie von verschiedenen Gewe-
ben [90] und hat dadurch eine direkte klinische Relevanz. Die hier modellierte
Dissoziation des Kupfers vom Albumin fihrt zur Generierung von freiem Kupfer

in wassriger Lésung, mit all den Konsequenzen, die es fir die Nitritreduktion hat
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(siehe weiter unten, sowie Abbildungen 15 bis 18).

Auch durch andere Einwirkungen konnte Kupfer von BSA getrennt werden. Ab-
bildung 8 zeigt, dass durch oxidativen Stress Kupfer von BSA dissoziieren kann.
Abbildung 9 zeigt allerdings, dass nicht alle hier durchgefiihrte MaBnahmen das
BSA-Molekil dauerhaft schadigen und fir eine permanente Dissoziation sorgen.
So war es méglich, durch Azidose geschadigtes BSA nach Neutralisierung erneut
mit Kupfer zu beladen. Nach Inkubation mit SIN-1 sowie nach Schadigung mittels
Fenton-Reaktion war eine Restitution mit Kupfer jedoch nicht mdglich. Man kann
daher davon ausgehen, dass der pH-induzierten Dissoziation des Kupfers eine re-
versible Veranderung der Kupferbindungsstellen des BSAs zur Grunde liegt, wah-

rend durch SIN-1 und die Fenton-Reaktion eine irreversible Zerstérung erfolgt.

Insbesondere im Rahmen eines Reperfusionsschadens sind diese Ergebnisse
von Bedeutung. Sie demonstrieren die Anfélligkeit des BSA-Molekiils gegentiber
den wahrend einer Ischamie vorliegenden Stressoren, zeigen aber, dass BSA sich
von bestimmten Einwirkungen erholen und wahrend der Reperfusionsphase er-
neut Kupferionen binden kann. Damit kann das BSA-Molekil und insbesondere
der BSA-Cu?*-Komplex als ein Sensor im Ischamiestoffwechsel betrachtet wer-

den.

Kupfer kann Nitrit reduzieren. In einer Reihe von weiteren Versuchen unter-
suchten wir die Interaktion von Kupfer, Nitrit, Ascorbat und Neocuproin in wassri-
ger Lésung und ohne das Mitwirken von BSA. Die Abbildungen 14 und 15 zeigen,
dass im sauren Milieu eine spontane Reduktion des Nitrits zu NO erfolgte, wah-
rend Nitrit bei einem pH-Wert von 7,4 stabil blieb. Interessanterweise konnte die
NO-Generierung im sauren Milieu durch Zugabe von Ascorbat zwar nicht signi-
fikant erhdht werden, jedoch durch Neocuproin tendenziell unterbunden werden
(Abbildung 16). Da Neocuproin ein spezifischer Cu'*-Chelator ist, deutet dieser
Befund auf eine Kupferkontamination hin, welche ein haufiges Problem bei Labor-
arbeiten darstellt. Kupfer wird bei der Herstellung von vielen Utensilien benutzt, es
ist daher sehr schwer, ganzlich kupferfrei zu arbeiten [1]. Nicht nur bei den Unter-
suchungen zur Kupferchemie, sondern auch bei vielen anderen Analysen muss

deshalb auf eine solche Kontamination geachtet werden.

54



Des Weiteren ist in der Abbildung 16 zu sehen, dass erst durch Zugabe von Kupfer
und einem Reduktionsmittel (Ascorbat) eine vielfach héhere NO-Freisetzung re-
sultierte. Diese wurde durch Neocuproin auf das Ausgangsniveau herabgesetzt,
was den kupferspezifischen Effekt der hohen NO-Freisetzung noch einmal be-
legt. Da eine ganz andere Ordnung der NO-Freisetzung erreicht werden konnte,

ist freies Kupfer als ein sehr potenter Nitritreduktor anzusehen.

In Abbildung 17 erfolgte bei einem sauren pH-Wert ein kleiner Anstieg der NO-
Freisetzung nach Zugabe von Nitrit und vor Zugabe von Kupfer. Wahrend jedoch
Nitrit zusammen mit Cu?* zu keiner vermehrten NO-Freisetzung fiihrte, wurde
bei der Zugabe von Cu'* eine sehr stark erhohte NO-Freisetzung erreicht. Die-
ser Peak wurde durch Neocuproin rasch unterbunden. Abbildung 18 zeigt eben-
so, dass, auch ohne Zugabe von Ascorbat, Cu'* im Gegensatz zu Cu?* in der
Lage war, eine etwa 50-fache NO-Freisetzung gegentber der Kontrolle zu er-
zeugen. Diese Ergebnisse belegen die Fahigkeit des freien Kupfers, im wéssri-
gen Milieu Nitrit zu NO zu reduzieren. Dafir muss Kupfer im reduzierten Zustand
vorliegen (Cu'*), was in Abbildung 18 bei einem pathologischem pH noch mal
gezeigt ist. Diese Versuche ahmen die Bedingungen im ischdmischen Gewebe
nach, wo Albumin durch Azidose die Fahigkeit zur Bindung des Kupfers verliert.
Obwohl Kupfer in solchen Situationen bekannterweise toxisch sein kann [110], ist
hier durch die erhéhte NO-Freisetzung ein Hinweis auf einen kompensatorischen,
protektiven Effekt gezeigt worden. Bei Vorhandensein von Reduktoren kann Kup-
fer den NO-Spiegel erhéhen und durch die damit einhergehende Vasodilatation
die Durchblutung im ischdmischen Gebiet verbessern. Die wahrend der Hypoxie
vorherrschende Azidose wiirde die NO-Freisetzung unter diesen Bedingungen
weiter steigern. Damit kdnnte freiem Kupfer insbesondere wéhrend einer Perfusi-
onsstdérung neben einer toxischen Komponente auch eine protektive Rolle in vivo

zukommen.

BSA kann als eine Nitritreduktase agieren. Die im Unterabschnitt 4.3 darge-
stellten Versuche gingen einen Schritt weiter, indem sie die Féahigkeit des BSAs,
Nitrit zu NO zu reduzieren direkt in der CLD untersuchten. In Abbildung 19 ist die

konzentrationsabhangige Fahigkeit des Aloumins dargestellt, die NO-Freisetzung
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aus Nitrit zu katalysieren. Interessanterweise war dabei die Potenz des HSAs
im Vergleich zu BSA niedriger. In diesem Zusammenhang ist Tryptophan als ei-
ne wichtige Aminosaure zu nennen - sie ist beim BSA zweifach, beim HSA je-
doch nur einfach vorhanden [111, 112]. Das Tryptophan des BSAs kann durch
Nitrit nitrosiert werden, wodurch Nitrit selbst abgefangen wird [113]. Im Gastroin-
testinaltrakt scheint dies priméar der Neutralisierung der kanzerogenen Wirkung
von Nitrit geschuldet zu sein [114]. So konnte die Entstehung der kanzeroge-
nen Verbindungen durch Aminosaurengemische und BSA in vivo vermindert wer-
den [115], was in Gesamtschau der Literatur zumindest zum Teil durch Nitro-
sierung des Tryptophans zu erklaren ist. Auf der anderen Seite ist Tryptophan
auch als ein Elektronendonor bekannt und kénnte daher durchaus eine Rolle
bei der BSA-katalysierten Nitritreduktion spielen [116]. Daftr spricht die Tatsa-
che, dass auch bei einer Blockade der Thiolgruppe des BSAs mit NEM die NO-
Freisetzung nicht vollstandig unterdriickt werden konnte (s.u.). Weitere Untersu-
chungen sind notwendig um eine mdgliche Modulation der NO-Freisetzung durch

gezielte Tryptophan-Blockade zu demonstrieren.

Bei Zugabe von Nitrit in die Reaktionskammer mit einer BSA-L&sung resultier-
te bei einem physiologischen pH-Wert eine deutliche und reproduzierbare NO-
Freisetzung (siehe Abbildungen 20 und 21). Durch Ascorbat wurde diese basale
NO-Freisetzung deutlich, wenn auch nicht signifikant, erhéht; durch den Chelator
DETC konnte sie jedoch unterbunden werden. Dies spricht fiir eine spontane Kup-
feraktivitat des nativen BSAs hin. Offensichtlich ist auch ohne externe Beladung
BSA-eigenes Kupfer an der Reaktion beteiligt. Im Vergleich zum physiologischen
pH-Wert, war die Freisetzung bei einem pH-Wert von 6,5 deutlich stérker ausge-
pragt (Abbildungen 20 und 22). In Abbildung 7 wurde bereits gezeigt, dass bei
solchen pH-Werten etwa 45% des Kupfers vom BSA dissoziieren und frei in der
Lésung vorliegen. Eines der Mechanismen, wodurch Kupfer zu einer erhéhten
Freisetzung des NOs bei Azidose zumindest in vitro fihren kann, ist also die Dis-
soziation des Kupfers vom BSA, wodurch frei vorliegendes Cu'* vermehrt Nitrit
zu NO umsetzen kann. Dieser Versuchsaufbau ahmt die Bedingungen in einem
Ischamiegebiet nach, wo ischemia modified albumin entsteht, welches einerseits

als Marker der Ischdmie, anderseits aber auch als Mitausldser der toxischen Wir-
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kung agieren kann, da dissoziiertes Kupfer (und im Ubrigen auch andere Metal-
le) fur die hypoxischen Schaden mitverantwortlich sein kann [110]. So fand eine
Studie, dass freies Kupfer und Eisen Marker fir das Ausmafi3 des Gewebescha-
dens darstellen kénnten [108]. Unabhangig davon belegen diese Versuche, dass
sowohl BSA als auch frei vorliegendes Cu' Nitritreduktoren in vitro sind. Interes-
santerweise ist aber auch Albumin selbst ein Ziel des NOs und kann durch NO

nitrosiert werden. So kann Albumin NO speichern und bei Bedarf abgeben [117].

Um die Rolle der Thiolgruppe fur die Reduktionsfahigkeit des BSAs zu untersu-
chen wurden Versuche mit NEM, einem Thiolgruppenalkylanz, durchgeftihrt (sie-
he Abbildungen 20, 28 und 29). Abbildung 28 zeigt, dass nach Zugabe von Nitrit
zum BSA eine NO-Freisetzung resultierte. Die Zugabe des Chelators Neocuproin
setzte diese Freisetzung leicht herab. Im gleichen Versuch wurde mit NEM vorbe-
handeltes BSA (NEM-BSA) untersucht (Abbildung 29). Hier resultierte nach Nitrit-
zugabe keine nennenswerte NO-Freisetzung, was eine Schllsselrolle der durch
NEM blockierten Thiolgruppe des BSAs nahelegt. Die Zugabe des Reduktionsmit-
tels Glutathion (welches neben Ascorbat Cu?* zu Cu'* reduzieren kann, abgekurzt
GSH [118]) konnte interessanterweise diese NO-Freisetzung nicht weiter steigern.
Auch Neocuproin konnte die Reaktion nicht modulieren. Eigentlich wére hier zu
erwarten gewesen, dass GSH durch seine Thiolgruppen eine NO-Freisetzung er-
mdglichen wirde. Hier kénnte eine NEM-Verunreinigung flr die Unfahigkeit des
GSHs, NO-Freisetzung zu induzieren, verantwortlich sein. Trotz mehrfacher Auf-
reinigung vor der Injektion in die CLD, kénnten NEM-Reste immer noch in der
Probe vorhanden sein. Dadurch kénnten bei Zugabe von GSH auch dessen Thiol-
gruppen sofort blockiert werden. Diese Erklarung wird auch dadurch gestutzt,
dass in Abbildung 27, bei der keine Vorbehandlung mit NEM erfolgte, GSH zu
einem deutlichen Anstieg der NO-Freisetzung fihrte. Versuche von Erturk et al.
zum Verhalten der Thiolgruppen in hypoxischen Geweben in vivo konnten anhand
von Acetylcystein (synthetisch hergestelltes Medikament, welches Thiolgruppen
parat stellt, ACC) zeigen, dass Thiole gegen reperfusion injury nach Knieersatz-
operationen schiitzen kénnen [119]. Dies steht im Einklang mit dem BSA als dem
am starksten antioxidativ-wirkenden Protein des Blutplasmas [95] und deutet in

Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen auf die zentrale Stellung dieser Thiol-
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gruppe hin.

BSA-Cu ist eine potente Nitritreduktase. Im nachsten Schritt wurde die Wir-
kung BSA-Cu untersucht. Hierfir wurde erneut BSA mit Kupfer beladen, nun aller-
dings in deutlich héheren Konzentrationen. Versuche mit Kupfer und bovinem Se-
rumalbumin zeigen im Einklang mit friheren Arbeiten die Fahigkeit des BSAs, mit
Cu?* beladen zu werden (BSA-Cu, [93]). Das Interessante hieran ist jedoch, dass
BSA weit in den supraphysiologischen Bereich (bis 300 uM) mit Kupfer Komplexe
bilden konnte. Diese BSA-Cu?*-Komplexe konnten bei 525 nm photometrisch ge-
messen werden (Abbildung 5). Bei niedrigen Konzentrationen ist die ICP-MS der
photometrischen Methoden klar Giberlegen, da bei photometrischen Messung erst
bei Kupferkonzentrationen ab etwa 30 - 40 yM eine klare lineare Abhangigkeit
zu sehen war. Normkonzentrationen des freien Kupfers (engl. serum free copper)
befinden sich beim Menschen im Bereich 1,6 - 2,4 uM [120]. Obwohl der Begriff
serum free copper haufig benutzt wird, ist es wohl zutreffender, dieses Kupfer als
nonceruloplasmin bound copper zu bezeichnen, da es nicht frei im Blut vorliegt,
sondern zum gréBten Teil an Albumin gebunden ist [121]. Die physiologische Ge-
samtkonzentration des Kupfers im menschlichen Blutes betragt inklusive des am
Ceruloplasmin gebundenen Kupfers 10 - 22 yM [78]. Somit ist die Konzentration
des Kupfers am nativen, nicht mit Kupfer beladenem BSA vergleichbar mit der

Konzentration des nonceruloplasmin bound copper in vivo.

In weiteren Versuchen wurde 2%-iges BSA mit Kupfer (75 uM) beladen und in
der CLD untersucht. Dabei konnten zwei Komponenten der NO-Freisetzung fest-
gestellt werden: eine BSA-abhangige und eine kupferabhangige. In der Abbil-
dung 23 ist zu sehen, dass nach Zugabe von Nitrit zum BSA-Cu ein Anstieg der
NO-Freisetzung folgte. Dieser Anstieg war mit dem initialem Anstieg des nativen
BSAs vergleichbar (BSA-abhangige Komponente, siehe auch Abbildung 21). Bis
hierhin schien die Tatsache, dass BSA mit Kupfer beladen wurde, keine Rolle zu
spielen. Nach Zugabe von Ascorbat jedoch folgte ein erneuter Anstieg, welcher
durch DETC unterbunden werden konnte (kupferabhangige Komponente). Erhéh-
te man nun die Kupferkonzentration bei konstanter BSA-Konzentration, so blieb

der erste, BSA-abhangige Anstieg nach initialer Nitrtitgabe gleich. Der zweite An-
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stieg nach Ascorbatgabe wurde jedoch zunehmend gré3er und korrelierte mit der
Kupferkonzentration des BSA-Cu (hier dargestellt bei Kupferkonzentrationen von
150 yM und 300 uM, siehe Abbildungen 24 und 25). Die Nitritreduktaseaktivitat
des BSA-Cu war also sowohl von der BSA-, als auch von der Kupferkonzentration
abhangig, wobei die kupferabhangige Aktivitat auf Reduktionsmittel angewiesen
war. Diese neue Erkenntnis hat unter bestimmten Umstéanden auch eine direkte
klinische Relevanz (Morbus Wilson, s.u.). Zusammenfassend sind diese Ergeb-
nisse auch in der Abbildung 20 rechts des Doppelstrichs dargestellt, um einen

Vergleich mit der Nitritreduktaseaktivitat des nativen BSAs zu ermdglichen.

In einem anderen Versuchsaufbau erfolgte die Gabe von Nitrit und Ascorbat zum
BSA-Cu gleichzeitig (Abbildung 26). Dies fuhrte zu einem deutlich héheren initia-
len Peak. Durch mehrfache DETC-Gabe lief3 sich die NO-Freisetzung absenken.
Offensichtlich war die zeitgleiche Gabe von Nitrit und Ascorbat der Grund fiir eine

so ausgepragte NO-Freisetzung.

Aufstellung einer allgemeinen Hypothese zum Verhalten des BSAs. Beider
kritischen Auswertung der oben dargestellten Befunde Iasst sich eine Hypothe-
se Uber das Verhalten des Kupfers und des BSAs und die damit verbundene
NO-Freisetzung aufstellen. BSA kann mit Kupfer beladen werden, aber auch das
native BSA besitzt eine nitritreduzierende Wirkung, die zum Teil durch Kupfer-
Chelatoren vermindert werden konnte. Dies deutet zum Einen darauf hin, dass
BSA selbst eine Nitritreduktase darstellt, da die Chelation die NO-Freisetzung
nicht génzlich zu unterbinden vermag. Es bedeutet aber auch, dass natives BSA
eine relevante Menge an Kupferionen bereits gebunden hat. Bei Zugabe von
Reduktionsmitteln steigt jedoch bei diesem Versuchsaufbau die NO-Freisetzung
kaum. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die beim nativem BSA vorhande-
ne Kupferionen fir eine externe Reduktion nicht zur Verfligung stehen. Denkbar
ist aber auch, dass diese Kupferionen bereits maximal reduziert im BSA-Molekdl
vorliegen, sodass durch die exogene Zugabe zusatzlicher Reduktionsmittel kein
weiterer Nitritreduktase-Effekt beobachtet werden kann. Als eine weitere aktive
Stelle des BSAs ist die Thiolgruppe zu werten. Wird sie durch NEM blockiert, so

resultiert bei Nitritgabe nur eine sehr niedrige NO-Freisetzung. Sie spielt fur die
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Nitritreduktion also eine entscheidende Rolle.

Wird nun das BSA mit Kupfer beladen, so entsteht das BSA-Cu. Bei Nitritgabe
resultiert zunachst auch hier eine NO-Freisetzung, die mit der des nativen BSAs
vergleichbar ist. Bei Zugabe von externen Reduktionsmitteln erfolgt jedoch eine
kupferabhangige Steigerung der NO-Freisetzung, welche durch Chelation unter-
bunden werden kann. Es muss daher hier vermutet werden, dass die in vitro an-
gehangenen Kupferionen eine andere Bindungsqualitdt zum BSA aufweisen und
fur die externen Reduktionsmittel verflgbar sind. Durch Beladung des BSA wird
also die nitritreduzierende Wirkung des so entstandenen BSA-Cu bei Zugabe von

externen Reduktionsmitteln gesteigert.

Diese Befunde kénnen weitreichende Folgen fir das Verstédndnis der nicht-
enzymatischen NO-Freisetzung in vivo sowohl bei physiologischen als auch bei
pathologischen Bedingungen haben. Es ist seit Langem bekannt, dass es Proteine
gibt, deren Hauptaufgabe die Reduktion von Nitrit zu NO darstellt - die sog. kup-
ferhaltigen Nitritreduktasen. Gladiwn et al. demonstrierten au3erdem eindrucks-
voll, dass Desoxyhamoglobin eine ahnliche Wirkung haben kann [122]. Hamo-
globin besitzt jedoch selbst Bindungsstellen fir Metalle, insbesondere flir Kupfer
[123, 124]. Inkubation von Hadmoglobin mit freiem Kupfer flhrte zur seiner Oxi-
dation, wobei diese Reaktion mit Desoxyhdmoglobin mindestens eine Ordnung
schneller war, als mit Oxyhdmoglobin. Dasselbe ist bei Versuchen mit Myoglo-
bin festgestellt worden: es kann ebenfalls Kupfer binden [125] und durch Kupfer
oxidiert werden [126]. Das Kupfertransportprotein Ceruloplasmin hat interessan-
terweise ebenfalls eine eisenoxidierende Wirkung und wird bei dem Transport
aus dem Enterozyten zur Oxidation von drei- zum zweiwertigen Eisen bendétigt
[76, 127]. Frei in Lésung vorliegende Eisenatome kénnen Kupfer insbesondere
im sauren Milieu reduzieren [128], was den Bedingungen bei einer Ischamie bzw.
einer reperfusion injury nahe kommt. Wie oben beschrieben, kénnen Kupferionen
durch Azidose aus ihrer Bindung mit Albumin befreit werden. Unter physiologi-
schen Bedingungen hat Kupfer nach Eisen und Zink die dritt héchste Konzentra-
tion im Blut [129] und es gab bereits Hinweise, dass auch die in vivo vorhandene

Kupfermenge ausreichend ist, um H&moglobin zu oxidieren [130].
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Diese Erkenntnisse legen die Hypothese nahe, dass die in der Literatur mehrfach
beschriebene Nitritreduktaseaktivitdt des Hadmoglobins zu mindest zu einem Teil
durch das am Hamoglobin gebundene Kupfer mitbedingt sein kénnte. AuBerdem
kann Hamoglobin bei einer Hamolyse aus dem Erythrozyten ins Plasma gelangen
und dort mit Kupfer-Ceruloplasmin, Kupfer-Albumin bzw. freiem Kupfer interagie-
ren, wodurch es zur Oxidation des Hamoglobins kommen diirfte. Geschieht dies
im Rahmen einer Ischamie bzw. einer reperfusion injury, so wirde die damit ein-
hergehende Azidose die Reduktion von Nitrit zu NO weiter férdern. Es stellt sich
auBBerdem die Frage, in wie fern alle hier erwahnten Mechanismen sich bei einem
Patienten mit Morbus Wilson (Kupferspeicherkrankheit) verandern. Durch die er-
héhten Anteil des nonceruloplasmin bound copper und den ohnehin bestehenden
Gewebsablagerungen, kann die Entstehung von NO aus Nitrit unter Umstanden

nochmals deutlich gesteigert sein.

Die Versuche mit BSA-Cu als Nitritreduktor kénnen auf3erdem als ein in vitro-
Modell fir Kupferspeicherkrankheit betrachtet werden. Wie bereits im Unterab-
schnitt 1.7 erlautert, kommt es bei diesem Krankheitsbild zu Kupfereinlagerungen
im Gewebe und zum typischen Bild einer Hepato- und Enzephalopathie. Da Kup-
fer wegen des defekten Transporters ATP7B nicht in Ceruloplasmin geschleust
werden kann, werden weniger Ceruloplasminmolekile in die Blutbahn sezerniert.
Die Kupfergesamtkonzentration im Blut dieser Patienten ist daher zwar gegentiber
Gesunden erniedrigt, jedoch ist der Anteil des nonceruloplasmin bound copper
deutlich erhéht und kann im Bereich jenseits von 3 bis 4 uM liegen (bei Gesun-
den 1,6 - 2,4 yM). Bei akuter Verschlechterung kénnen aber auch diese Werte
deutlich steigen, falls in kurzer Zeit vermehrt Hepatozyten absterben und das im
UbermaR gespeicherte Kupfer dabei freigesetzt wird [120, 131]. Leider lasst die
Literatur eine genauere Konzentrationsspanne offen und erschwert damit einen
Vergleich zu hier benutzten Kupferkonzentrationen und damit eine Aussage Uber
die Repréasentativitat unseres Modells. In jedem Fall wirde bei erhéhten Spiegeln
des nonceruloplasmin bound coppers unserer Hypothese zufolge vermehrt NO

aus Nitrit entstehen, was allerdings in vivo schwer zu untersuchen ist.

Die Literatur zum NO bei Patienten mit Morbus Wilson ist sparlich. So fand Seli-

moglu et al. in einer kleinen Studie eine Erh6hung der NO-Spiegeln bei Kindern
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mit Morbus Wilson (156,8 + 28,2 gegenlber 135,6 + 21,17 yM), obwohl der Un-
terschied bei einem n = 20 nicht signifikant war [132]. Dabei ist anzumerken, dass
in dieser (und anderen ahnlichen Studien) die NO-Spiegel aus Nitrit- und Nitrat-
konzentrationen im Blut der Probanden indirekt abgeleitet wurden. Obwohl die
Autoren diese Methode fur etabliert halten, gibt es durchaus Zweifel, in wie fern
diese Messungen akkurat waren. Zum einen scheint die Nitritkonzentration eher
mit der Aktivitdt der NO-Synthasen zu korrelieren und nicht direkt mit der NO-
Konzentration [133]. Bei einer &hnlichen Fragestellung kamen die Autoren eben-
falls zum Schluss, dass die Nitritkonzentration vielmehr mit kurzfristigen Ande-
rungen der regionalen eNOS-Aktivitat korreliert und nicht mit dem NO-Spiegel als
solchem [134]. AuBerdem unterliegen Nitritwerte im Serum extremen Schwankun-
gen aufgrund der mit der Nahrung im Laufe eines Tages aufgenommenen Nitrit-
mengen. Im Lichte der Tatsache, dass Nitrit selbst zunehmend als eine Quelle fir
NO erkannt wurde, mussen die Ergebnisse der Studie von Selimoglu et al. kri-
tisch bewertet werden. Im Zusammenhang mit dieser Promotionsschrift erscheint
eine Abschéatzung der NO-Spiegel durch Messungen der Nitritkonzentration frag-
wurdig, auch wenn eine Erklarung fir die ggfs. erhéhten NO-Konzentrationen bei

Morbus Wilson durch die hier durchgefihrten Versuche geliefert werden kénnte.

Ein weiteres interessantes Detail ist die Tatsache, dass in einer ebenfalls recht
kleinen Studie die Ascorbatspiegel bei Patienten mit Morbus Wilson erniedrigt wa-
ren und nach einer Chelatortherapie anstiegen [135]. Es ist bekannt, dass héhere
Kupferkonzentrationen zum oxidativen Stress flhren, was die erniedrigten Spie-
gel von Ascorbat (und anderen Antioxidanzien) erklaren kénnte. Die Ergebnisse
dieser Studie kdnnten aber auch die Hypothese stitzen, dass nonceruloplasmin
bound copper bzw. Albumin-Cu in vivo Nitrit zu NO reduziert, sodass Ascorbat
im Blut verbraucht wird. Insbesondere, wenn man die Hinweise auf die erhéhten
NO-Spiegel bei Morbus Wilson berticksichtigt, kdnnen diese Befunde die hier auf-
gestellte Hypothese stltzen. Die Tatsache, dass die erniedrigten Ascorbatspiegel
durch eine Chelatortherapie mit Penicillamin stiegen, legt ebenso einen Zusam-
menhang mit Kupfer und mit Albumin-Cu nahe. GréBer angelegte Studien sind
notwendig, um diese Vermutungen weiter zu untermauern. Interessant wéare auch

eine einhergehende Untersuchung des Penicillamins selbst und seiner Interaktion
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mit Ascorbat, Nitrit und NO.

Leider fehlt es auch an Studien, welche die klinisch relevanten Effekte des NOs
bei Patienten mit Morbus Wilson untersuchen. Der vermehrte oxidative Stress,
welcher durch Kupfer erzeugt wird, aber auch die ggfs. mit Kupfer einhergehende
gleichzeitige protektive Wirkung durch das NO stellen die Frage, ob diese Pa-
tienten anfalliger fur kardiovaskulare Erkrankungen sind, und ob die mit dieser
Erkrankung assoziierten Kardiomyopathie und plétzlicher Herztod eine Folge da-
von sind [136]. Auf der anderen Seite ist die kardiovaskulare Protektion durch NO
gut belegt [137], falls also die NO-Spiegel bei diesen Patienten tatsachlich erhéht
sein sollten, so kénnte damit auch eine schitzender Effekt einhergehen. Die Pa-
thophysiologie der reperfusion injury kénnte auBerdem bei diesen Patienten durch
erhdhte Kupferkonzentration verandert sein. Im Zusammenhang mit den erhdhten
Nitritkozentrationen (und mdéglicherweise auch NO-Spiegeln) stellt sich die Fra-
ge, ob der arterielle Blutdruck im Vergleich zu Gesunden niedriger ist und ob er
mit der Kupferkonzentration bzw. Albuminkonzentration korreliert. Noch schwieri-
ger wird die Untersuchung dieser Fragestellungen bei Morbus Menke (hereditarer
Kupfermangel) sein, da es zum Einen seltener ist und zum Anderen mit frihen
und schweren Verlaufen einhergeht [138], welche bei weitem nicht allein auf dem

erniedrigten Blutkupferspiegel zuriickzufihren sind [139].

Kritische Bewertung der eigenen Ergebnisse. Einige kritische Aspekte zu
dieser Promotionsschrift sollen hier zusammenfassend zur Darstellung kommen.
So fallt bei der Abbildung 20 auf, dass durch DETC auch bei nativem BSA (also
ohne Kupferbeladung) eine Verminderung der NO-Freisetzung méglich war (Pro-
be "BSA + Ni + DETC”). DETC ist auch beim BSA-Cu verwendet worden, um die
NO-Freisetzung zu unterdriicken (Probe "BSA-Cu + Ni + Asc DETC”). Vergleicht
man diese beiden Balken, so fallt auf, dass DETC beim BSA-Cu nicht in der La-
ge war, die NO-Freisetzung so weit wie bei nativem BSA zu begrenzen. Denkbare
Erklarung ware eine nicht hinreichende DETC-Dosis, sowie eine Veranderung der
Kinetik durch das bei BSA-Cu verwendete Ascorbat. Eine Umverteilung des Kup-
fers im BSA-Molekdl ist ebenfalls eine mégliche Erklarung, insbesondere wenn

durch Ascorbat Kupfer vermehrt als Cu'* vorliegt. Hier sind weitere Analysen not-
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wendig, um diese Fragen zu klaren.

Es stellt sich auBerdem die Frage, in welchem Ausmalf3 die Dissoziation des Kup-
fers vom BSA eine zur Nitritreduktion notwendige Bedingung darstellt. Dies er-
scheint zwar nach unseren Analysen logisch, ist jedoch durch das hier verwendete
Versuchsdesign nicht zweifelsfrei nachzuweisen. Im Photometer konnte beim phy-
siologischen pH-Wert eine Dissoziation des Kupfers vom BSA durch Neocuproin
gezeigt werden, welche durch Ascorbat beschleunigt wurde (siehe Abbildung 11).
Da Neocuproin ein spezifischer Cu'* Chelator ist, erscheint die Dissoziation des
Kupfers unter diesen Bedingungen eindeutig. Lavstad stellte jedoch fest, dass
Zusatz von Ascorbat allein Cu?* nicht zur Dissoziation vom BSA-Molekil zwingt
[93]. Obwohl die Zugabe von Neocuproin oder DETC (beides Kupferchelatoren)
in der CLD bei mit Kupfer geladenen BSA-Proben stets zur Absenkung der NO-
Freisetzung flhrte, bleibt unklar, ob Kupferionen vorher in L6sung gehen oder erst
durch Zugabe von Neocuproin bzw. DETC dem BSA-Molekil entzogen werden.
Die Versuche mit dem Kupfer in freier L6sung deuten jedoch ganz klar darauf hin,
dass dieser Mechanismus - die ischamie- bzw. stressbedingte Dissoziation von

Kupfer - viel wahrscheinlicher ist.

Es konnte auBerdem eindeutig gezeigt werden, dass die Reduktion des Cu?*
zu Cu' allein durch Zugabe von Neocuproin und noch vor Zusatz von Ascor-
bat stattfand, was eine Rolle des BSAs als Autoreduktor des BSA-Cu?* zu BSA-
Cu' nahelegt. Eine der wichtigsten reaktiven Gruppen des BSA-Molekiils ist die
freie Thiolgruppe, welche nicht durch Disulfidbriickebildung blockiert ist [88]. In
Abbildung 12 ist nach Alkylierung mit NEM eine verminderte Bildung der Neo-
Cu'* photometrisch nachgewiesen, was diese Annahme weiter belegt. Obwonhl
die Wiederholung dieses Versuches zu uneindeutigen Resultaten fihrte (unter
ahnlichen Versuchsbedingungen tauschen die Graphen nach einiger Zeit die Po-
sitionen, hier nicht dargestellt) wird diese Annahme weiter durch die Versuche
in der CLD gestutzt, welche eine deutlich reduzierte NO-Freisetzung nach NEM-
Vorbehandlung zeigten. Die Tatsache, dass Kupfer von BSA auch ohne Zugabe
von Reduktionsmitteln dissoziieren kann, ist mit einem anderen Chelator - EDTA
- in Abbildung 13 gezeigt. Wahrend der Peak bei 525 nm runter geht, steigt die
Absorption bei etwa 740 nm (Absoprtionspeak der EDTA-Cu-Komplexe), was das
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gleichzeitige Abnehmen der Konzentration der BSA-Cu-Komplexe und Zunahme
der EDTA-Cu-Komplexe darlegt.

Eine weitere Untersuchung erscheint in diesem Zusammenhang retrospektiv not-
wendig: die CLD-Analyse eines mit NEM vorbehandelten und mit Kupfer belade-
nen BSAs (NEM-BSA-Cu). Hierdurch kénnte die Rolle der Thiolgruppe bei der
Reduktion des geladenen Kupfers untersucht werden. AuBerdem ware eine bes-
sere Aussage Uber das Zusammenspiel der externen Reduktionsmitteln mit der

Thiolgruppe moglich gewesen.
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6 Schlussfolgerungen

Mit dieser Promotionsschrift ist eine bis dato unbekannte Fahigkeit des Album-
ins und seines Kupfers zur Nitritreduktion und damit zur NO-Freisetzung in vi-
tro gezeigt worden. Die BSA-abhangige Komponente der NO-Freisetzung konnte
nur zum Teil durch Chelatoren, jedoch fast vollstandig durch die Alkylierung der
reaktiven Thiolgruppe des Albumins herabgesetzt werden. Die kupferabhangige
Komponente konnte durch kupferreduzierende Substanzen potenziert und durch
Chelatoren inhibiert werden. Somit fungiert Albumin selbst als eine Nitritredukta-
se, was zu den Daten in der Literatur passt, da seine protektive Rolle gegen oxi-
dativen Stress bekannt ist. Es stellt sich die Frage, ob weitere Bestandteile des

Albuminmolekiils eine Rolle bei der Nitritreduktion spielen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen weitreichende Folgen flr das Verstandnis
der physiologischen und pathologischen Prozesse in vivo haben. Durch die be-
schriebenen Eigenschaften von Albumin und Kupfer kann eine protektive Wir-
kung im ischamischen Gewebe vorliegen; die erhéhte NO-Freisetzung kann so-
mit bei GefaBverschlissen (z.B. Infarkten), aber auch bei reperfusion injury
(z.B. Tourniquet-Syndrome) als ein Anpassungsmechanismus angesehen wer-
den. Vom besonderen Interesse ist die Rolle der beschriebenen Vorgange bei
Stérungen des Kupferhaushaltes (Morbus Wilson und Morbus Menke). Einige Ver-
suche in dieser Arbeit stellen ein in vitro-Modell der Kupferspeicherkrankheit dar

und kénnen einen Beitrag zum Versténdnis ihrer Pathophysiologie leisten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beantworten Fragen Uber die nicht-enzymatische
NO-Freisetzung aus Nitrit und sind in der Gesamtschau der Literatur plausibel.
Es ergeben sich allerdings weitere, insbesondere klinische Fragestellungen, die
soweit nicht Gegenstand der Untersuchungen waren. So muss geklart werden, zu
welchem Anteil eine NO-Freisetzung in vivo durch Albumin und andere Plasma-
proteine katalysiert wird. Es ist auBerdem unklar, in wie fern diese Prozesse durch
die erhéhten Spiegel des nonceruloplasmin bound copper bei Morbus Wilson ver-
andert sind und ob bei den betroffenen Patienten ein erhéhter NO-Spiegel vorliegt.
SchlieBlich ist zu untersuchen, ob hieraus sich Therapiekonsequenzen in Form

von Nitrit oder Reduktionsmitteln ergeben, welche bei angehender Ischamie oder
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reperfusion injury gegen die bekannten Folgeerscheinungen Abhilfe verschaffen

kdénnten.
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8 Anhang

Christian Oplander, Julian Résner, Alexander Gombert, Alexander Brodski,
Tatsiana Suvorava, Vera Grotheer, Ernst E. van Faassen, Klaus-Dietrich Kréncke,
Georg Kojda, Joachim Windolf, and Christoph V. Suschek. Redox-mediated me-
chanisms and biological responses of copper-catalyzed reduction of the nitrite ion
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