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Abstract

Background and hypothesis: Nitric oxide (NO) produced by the enzyme endothelial NO
synthase (eNOS) is well known to exert vasodilatory and cardioprotective effects. NO is
known to be inactivated mainly by the reaction of oxyhemoglobin in the red blood cells
(RBCs) leading to formation of nitrate and methemoglobin. In plasma and tissues NO can be
converted into bioactive NO-metabolites including nitrite, nitrate,
nitrosothiols/nitrosoamines (RXNO) and nitrosylhemoglobin (HbNO); each metabolite was
shown to be potential sources of NO and to be converted back to NO by enzymatic and non
enzymatic reactions. In the individual organs of the body NO-metabolism is subject to
different influencing factors, including the cellular redox state affecting the oxidation of NO

and therefore its bioavailability is regulated by enzymatic and non-enzymatic pathways.

Aim & Goals: Aim of this study is to investigate how systemic NO-metabolism is affected by
changes in eNOS activity/expression, by the number of circulating RBCs, or by redox state.
Changes in NO-metabolism are investigated (1) in gene targeted mice by gradual removal
of eNOS from endothelium/RBCs/in all tissues, (2) by activation of eNOS via shear stress in
an exercise model and (3) by removal of RBCs by inducing blood loss or phenylhydrazine

(PHZ)-induced oxidative stress and hemolysis.

Results: The experiments have shown that a lower activity of eNOS in endothelial specific,
RBC specific or global eNOS knock out (KO) mice leads to decrease of nitrite and nitrate
concentrations, mainly in the plasma. Similar changes were found in PHZ-induced anemia
where increased oxidative stress (demonstrated by decreased pool of glutathione (GSH))
corresponds to decreased NO bioavailability. Stimulation of eNOS activity by voluntary
exercise or decreasing the number of circulating RBCs by bleeding affects the GSH pool in
plasma in less extent but does not affect NO-bioavailability, as demostrated by no
significant changes in nitrite/nitrate levels in plasma. In addition, PHZ anemia shows that
oxidative stress leads to a lower NO-bioavailability, to a decreased RBC deformability and to
a shorter lifespan. In these mice, decreased levels of the second messenger cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) were found, pointing to an oxidative stress mediated

loss of the NO-receptor soluble guanylate cyclase (sGC) activity in RBCs. Adenosine and



RXNO are increased in plasma, which are parameters indicating hypoxia and oxidative

stress.

Summary: These data demonstrate that changes in NO metabolism are closely linked to
eNOS expression/activity and global redox state. Changes in NO-metabolism are mainly

found in plasma and result in lower circulating levels of nitrate and nitrite.



Zusammenfassung

Hintergrund und Hypothese: Stickstoffmonoxid (NO) wird vom Enzym endotheliale NO-
Synthase (eNOS) produziert und hat vasodilatatorische und kardioprotektive Wirkungen. Es
ist bekannt, dass NO hauptsachlich durch die Reaktion von Oxyhdamoglobin in den
Erythrozyten inaktiviert wird, was zur Bildung von Nitrat und Methdmoglobin fihrt. In
Plasma und Gewebe kann NO in bioaktive NO-Metabolite umgewandelt werden,
einschlieRlich Nitrit, Nitrat, Nitrosothiolen/Nitrosoaminen (RXNO) und Nitrosylhdmoglobin
(HbNO). Es wurde gezeigt, dass jeder Metabolit potentielle NO-Quellen darstellt und durch
enzymatische und nicht-enzymatische Reaktionen wieder in NO umgewandelt werden
kann. In den einzelnen Organen des Koérpers unterliegt der NO-Metabolismus
verschiedenen Einflussfaktoren, wie dem zelluldren Redox Status, welcher die Oxidation
von NO beeinflusst. Die Bioverfligbarkeit von NO ist durch enzymatische und nicht-

enzymatische Wege reguliert.

Zielsetzung: Ziel dieser Studie ist es zu untersuchen, wie der systemische NO-Metabolismus
durch Anderungen der eNOS-Aktivitit/Expression, durch die Anzahl der zirkulierenden
Erythrozyten oder durch den Redox Status beeinflusst wird. Anderungen des NO-
Metabolismus werden untersucht (1) bei Knock out (KO) Mausen durch schrittweise
Entfernung der eNOS aus Endothel/Erythrozyten/global, (2) durch Stimulierung der eNOS
durch Scherstress in einem Exercise-Modell und (3) durch Entfernung von Erythrozyten
durch Blutverlust oder Phenylhydrazin (PHZ) induziertem oxidativem Stress und der damit

verbundenen Hamolyse.

Ergebnisse: Die Experimente haben gezeigt, dass eine geringere Aktivitdat von eNOS im
Endothel, Erythrozyten oder globalen eNOS KO Madusen die Nitrit und Nitrat
Konzentrationen verringert - hauptsichlich im Plasma. Ahnliche Veranderungen wurden bei
der PHZ induzierten Andamie festgestellt, bei der ein erhdhter oxidativer Stress (erkennbar
durch einen verringerten Pool von Glutathion (GSH)) mit einer verringerten NO-
Bioverfligbarkeit einhergeht. Die Stimulierung der eNOS-Aktivitat durch freiwilliges Training
oder die Verringerung der Anzahl zirkulierender Erythrozyten durch Blutverlust beeinflusst
den GSH-Pool im Plasma in geringerem Malie, jedoch nicht die NO-Bioverfligbarkeit, da

keine signifikanten Anderungen der Nitrit und Nitrat Konzentrationen im Plasma
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nachgewiesen wurden. Darliber hinaus zeigt die PHZ-Anamie, dass oxidativer Stress zu
einer geringeren NO-Bioverfligbarkeit bei Erythrozyten, einer schlechteren Verformbarkeit
und einer kiirzeren Lebensdauer dieser flihrt. Bei diesen Madusen wurde festgestellt, dass
verringerte Konzentrationen des cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP) auf einen
oxidativen Stress bedingten Verlust der Aktivitat der als NO-Rezeptor dienenden |8slichen
Guanylatcyclase (sGC) in Erythrozyten hindeuten. Adenosin und RXNO sind im Plasma

erhoht. Dies sind Parameter, die auf Hypoxie und oxidativen Stress hinweisen.

Zusammenfassung: Diese Daten zeigen, dass Anderungen des NO-Metabolismus eng mit
dem Enzym eNOS und dem Redox Status verbunden sind. Veranderungen des NO-
Metabolismus sind hauptsachlich im Plasma zu finden und fiihren zu niedrigeren Nitrat und

Nitrit Konzentrationen.
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Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2015 wurden in Deutschland 38,5% aller Todesfdlle auf Herz- und
Kreislauferkrankungen zuriickgefihrt." Im Jahr 2016 blieb diese Todesursache
vergleichsweise hoch mit einem Anteil von 37,2%.% Die weitere Erforschung
kardiovaskuldarer Zusammenhdnge ist deswegen weiterhin ein wichtiges Ziel. Die
Forschungsausgaben im Bereich der kardiovaskuldaren Forschung wurden im Jahr 2017 auf
253 Mio. € geschétzt.3 Ein sehr beachtetes Feld dieser Forschung stellt der
Stickstoffmonoxid (NO) Metabolismus und die damit verknlipfte Vasodilatation — die
Erweiterung der Gefdlle - dar. 1998 wurde an die drei Amerikaner R. F. Furchgott, L. J.

5

lgnarro und F. Murad der Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie® > verliehen. Sie

erforschten die Bedeutung von NO als Signalmolekil im kardiovaskularen System.

Bis heute ist vieles Uber die Entstehung und Wirkung von NO im Koprer unbekannt. Es
konnte gezeigt werden, dass NO unter wechselnden Bedingungen auf verschiedene Weisen
gebildet werden kann. Das genauere Verstindnis des NO-Metabolismus, der
Zusammenhang zwischen dessen Metaboliten Nitrat, Nitrit, Nitrosothiolen und
Nitrosoaminen (zusammen RXNO) und NO, sowie die Nutzung dieses Wissens fir
therapeutische MaRBnahmen sind Gegenstand aktueller Forschung. Diese Dissertation soll
einen Beitrag zum Verstindnis der Anderungen im NO-Metabolismus unter verschiedenen

Bedingungen leisten.

1.1 Die Stickstoffmonoxidsynthase

Das Enzym Stickstoffmonoxidsynthase kurz NOS ist eine NO-Synthase und existiert in drei
Isoformen: endotheliale - eNOS, inducible - iINOS und neuronale - nNOS. Das Enzym nNOS
wurde aus Neuronen isoliert und die iINOS aus Makrophagen. Letztere spielt eine Rolle in
Entziindungsprozessen. Die eNOS konnte 1989 erstmals im Endothel nachgewiesen
werden.® Das Enzym konnte mittlerweile auch in Erythrozyten nachgewiesen werden.” Zur
NO Produktion dient der eNOS das Substrat L-Arginin, 0,,
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und die Cofaktoren Tetrahydrobiopterin
(BH4), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN), Hdm und Calmodulin.
Die Edukte sind L-Citrullin, NADP, H,O und NO.®2 Das Homodimer besteht aus einer

Reductase Domane und einer Oxygenase Domane.? An der Hamgruppe wird der Sauerstoff
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reduziert um L-Arginin zu L-Citrullin und NO zu oxidieren.’® BH, hilt das Enzym in seiner
Dimerform stabil und so auch aktiv."! Die Bindung von Calmodulin ist abhingig von der
intrazelluldren Kalzium Konzentration. Schon bei geringen Konzentrationen bindet
Calmodulin an die eNOS und férdert den Elektronentransport im Enzym.'? Die Regulation
der eNOS wird ferner Uber die Phosphorylierung und die Verfligbarkeit des Substrats
gesteuert.”® Ein weiterer Einflussfaktor stellt der Scherstress dar, welcher auf die
Erythrozyten und die GefaBwande im Blutkreislauf wirkt. Ein erhohter Scherstress fuhrt zu

einer héheren eNOS Aktivitat.**

Liegt der Cofaktor BH,4 in einer geringen Konzentration oder oxidiert vor, fihrt dies zu einer
entkoppelten eNOS. Die Elektronentransportkette im Enzym zum L-Arginin ist

unterbrochen.” Unter diesen Umstianden wird von der eNOS ROS produziert.'®

1.2 Der NO-Metabolismus

Als NOx-Metabolite gelten Nitrat, Nitrit, RXNO und Nitrosylhdamoglobin (HbNO). Die
Metabolite konnen im Korper ineinander umgeformt werden. NO kann zu Nitrat und Nitrit
oxidiert werden. Die Oxidierung von Thiolen und Aminen fiihrt zu RXNO. Nitrit und Nitrat
werden mit der Nahrung aufgenommen und kénnen im Kérper zu NO umgeformt werden.
Sie stellen somit einen NO-Pool fir die Vasodilatation dar. Nitrat kann im Mund durch
Bakterien reduziert werden." Myoglobin ist ein Protein mit einer Himgruppe, welches in
den GefiRen und dem Herzen vorkommt und Nitrit zu NO reduziert.”® Auch die Enzyme
Xanthinoxidoreduktase (XOR) und endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) nehmen
am NO-Metabolismus teil. RXNO setzt sich aus Nitrosothiolen (RSNO) und Nitrosoaminen
(RNNOQO) zusammen, bei denen NO an Thiolen und Aminen gebunden ist.® Nitrosothiole
machen den groReren Anteil an RXNO aus. Eine Nitrosierung von Thiolen mit NO bzw. Nitrit
kann unter folgenden Bedingungen erfolgen: Unter hypoxischen Bedingungen und
Einflussnahme des Eisens im Héimoglobin,20 unter sauren Bedingungen und unter Einfluss
von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species - ROS).”* ?* Die Funktionen von
RXNO sind vielfdltig: Hemmung von Enzymaktivitéiten,23 Signalweitergabe24 und
vasodilatative Effekte.?” Es wird in der Literatur diskutiert, inwieweit Nitrosospezies stabil

26 27 Diese Tatsache wird

genug sind, um fir physiologische Effekte verantwortlich zu sein.
hier ndher beleuchtet. Das NO kann zwischen den Thiolen und Aminen weitergegeben

werden. Dieser Vorgang wird Transnitrosierung genannt und konnte in vivo nachgewiesen
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werden.”® HbNO wird im Zusammenhang mit dem Himoglobin der Erythrozyten in Kapitel

1.3 naher erldutert.

Die vasodilatative Eigenschaft von NO wird Uber eine Signalkaskade ausgel6st: Das
entstandene NO bindet an die Eisengruppe der |6slichen Guanylatcyclase (soluble
guanylate cyclase — sGC) und aktiviert dieses Enzym, welches aus Guanosintriphosphat
(GTP) cyclisches Guanosinmonophosphat (cGMP) produziert.29 39 Das Produkt cGMP wirkt
durch Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) vasodilatativ und wird durch die
Phosphordiesterase (PDE) zu Guanosinmonophosphat (GMP) abgebaut. Oxidativer Stress
flhrt zur Oxidierung des Eisens der sGC von Fe’" zu Fe**. In diesem Redoxzustand kann die
sGC kein NO mehr binden und ist inaktiv.>* Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden

werden. zeigt eine Ubersicht (iber den NO-Metabolismus.

ONOO- .
XOR, Thiole- und
XOR Myoglobin Amingruppen
NO; —— > NO, —85 No gTupP
[H*]
. .O - . - .
L-Arginin 2 NO Hypoxie, Hdmoglobin,
NO NOZ'““\ azidose Bedingungen
BH, > @ ) v
L-Citrullin v RXNO
sGC

W
N PKG

GTP c¢cGMP ————> Vasodilatation
\LPDE
GMP

Abbildung 1: Ubersicht iiber den NO-Metabolismus

Die Grafik liefert eine kurze Ubersicht (iber den NO-Metabolismus wie er bisher bekannt ist. Der
NO-Metabolimus in den Erythrozyten ist hier nicht aufgeflhrt. Nitrat und Nitrit kénnen durch
Enzyme zu NO reduziert werden. Deweiteren kann NO (iber die eNOS produziert werden. NO kann
durch ¢0O, zu Peroxynitrit reagieren. NO aktiviert die sGC und es wird aus GTP cGMP geformt,
welches vasodilatativ wirkt. RXNO wird durch Hamoglobin oder unter hypoxischen und azidésen
Bedingungen aus NO und Nitrit geformt.

1.3 Die Rolle der Erythrozyten im NO-Metabolismus:
Die Erythrozyten spielen eine zentrale Rolle im NO-Kreislauf und kénnen unter hypoxischen
Bedingungen selbst NO durch die Membran abgeben.?? Sie dienen somit nicht nur als

Transporter fiir Sauerstoff, sondern auch fir NO. Zudem wird den Erythrozyten eine
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Kontrollfunktion bei der NO Verfligbarkeit flir das Endothel zugesprochen. Durch das
Einfangen und Binden von NO aus dem GefdBlumen kann der GefaRRtonus reguliert

333435

werden. Beim Durchstrémen der Blutgefalle missen die Erythrozyten sehr elastisch

sein und sind Scher Belastungen ausgesetzt. Dieser Scherstress nimmt vor allem bei

erhohtem Blutdruck z.b. durch Sport zu.®

Es konnte gezeigt werden, dass NO die
Deformierbarkeit der Erythrozyten in pro-oxidativen Bedingungen und so deren Funktion
erhalten kann.*” Dabei reagiert NO mit den Thiolen des Membranproteins Spektrin und

kann diese vor einer méglichen Oxidation durch ROS schiitzen.®®

Erythrozyten sind groRtenteils mit Himoglobin gefllt. Das Protein ist eine Besonderheit im
NO-Metabolismus, es kann in seinen unterschiedlichen Formen, welche durch Sauerstoff
und Redoxreaktionen modifiziert werden kdnnen, verschiedene Reaktionen katalysieren. Es
wird vermutet, dass Hamoglobin eine regulatorische Funktion fiir die Freisetzung von NO
aus den Erythrozyten tibernimmt.*® Als Deoxyhdamoglobin hat es Eigenschaften, welche
einem Fanger von NO gleichkommen.40 In dieser Reaktion wird nitrosyliertes Himoglobin
(HbNO) gebildet. Der HoNO Wert wird daher gerne als Marker fiir die Bioverfligbarkeit von
NO in den Erythrozyten genommen. Deoxyhamoglobin kann bei Azidose und Hypoxie Nitrit

4142 oxyhamoglobin kann NO oxidieren und wird dabei selbst zu

zu NO reduzieren.
Methamoglobin umgeformt.** Methamoglobin kann genauso wie Deoxyhdmoglobin mit NO
reagieren. Diese Reaktion ist jedoch aufgrund des geringen Anteils von Methamoglobin,
2 % am Gesamt Hamoglobin Gehalt, selten und verlauft reversibel.* Der Einfluss auf den
NO-Metabolismus und die Prdsenz der erlduterten Reaktionen mit Hamoglobin sind stark
vom jeweiligen Milieu in den Erythrozyten abhdngig. Um das Eisen der Hamgruppe im
reduzierten, sauerstoffbindenden Zustand Fe?* zu halten existieren mehrere Enzyme.*
Auch eine Nitrosierung von Thiol-Gruppen des Hamoglobins ist moglich, spielt jedoch

angesichts einer geringeren Reaktionsgeschwindigkeit als mit dem Eisen der Ham-Gruppe

eine untergeordnete Rolle.*®

Neben den besonderen Eigenschaften des Hamoglobins nehmen auch enzymatische
Reaktionen in den Erythrozyten am NO-Metabolismus teil. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Menge als auch die Enzymaktivitdit der eNOS in Erythrozyten mit der in

47 48

Endothelzellen vergleichbar ist. Ein Fehlen des Enzyms fiihrte in chimdren Madusen,

welche keine eNOS um Blut haben zu geringeren Nitrit Konzentrationen.” In der Literatur
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wird diskutiert, ob das Enzym XOR und Ascorbinsdaure NO aus Nitrit formen kdnnen. Es ist
jedoch nach wie vor umstritten, ob XOR in den Erythrozyten vorkommt.*® Die Rolle der

Ascorbinsaure fiir den NO-Metabolismus in den Erythrozyten ist unklar.

1.4 Redox Status und ROS Bildung

Fir die Zelle ist es wichtig den Redox Status in einem Gleichgewicht zu halten, da viele
Prozesse davon abhangig sind. So sind z.B. Redoxdquivalente wie NADP oder FAD als
Coenzyme bei der Phosphorylierung nétig. Redoxveranderungen im Mikromilieu von
Enzymen z.B. die Oxidierung von Thiolgruppen gelten auch als Signalwege.’® Enzyme und
Antioxidantien fangen Radikale ein und verhindern ein ungewolltes Oxidieren von
Nukleinsduren, Fettsauren, Thiolen und Metallkomplexen in Enzymen. Bei den reaktiven
Spezies unterscheidet man zwischen reaktiven Sauerstoffspezies wie ¢0,-", HO-, ROO-, RO-
und H,0, und den reaktiven Stickstoffspezies zu denen NO' und Peroxynitrit (ONOQ")
gehoren. Peroxynitrit entsteht bei der Reaktion von NO" mit ¢0,-".> H,0, und 0, werden
Uberwiegend endogen in den Mitochondrien sowie durch die NADPH Oxidase an der
Zellmembran produziert. Auch exogen zugefiihrte Substanzen wie Phenylhydrazin (PHZ)
oder das Rauchen von Zigaretten kénnen ROS produzieren. ROS kann zu Anderungen der
Oxidationsstufe von Metallen in Enzymen, die Enzymaktivitait senken oder zu einer
kompletten Inhibierung fiihren. In den Erythrozyten fihrt oxidativer Stress zu einer
geringeren Verformbarkeit.*’ Veranderungen im Redox Status der Zelle kdnnen letztendlich
auch zur Zellapoptose fiihren. Eine Veranderung des Redox Status in der Zelle kann bei
Erkrankungen wie Krebs®?, Diabetes und kardiovaskuliren Krankheiten beobachtet
werden. Glutathion (GSH) konnte ein kardioprotektiver Effekt gegeniber Ischdmie und

Reperfusionsschaden nachgewiesen werden.”*

Zur Aufrechterhaltung des Redox Status kommen mehrere Antioxidantien und Enzyme zum
Einsatz. Besonders Proteine und Peptide mit Thiolgruppen eignen sich aufgrund der
Oxidierbarkeit der SH-Gruppe als Redoxsensor. Neben Thioredoxin, Ascorbinsdure und
Polyphenolen ist vor allem das Tripeptid GSH in hohen Konzentrationen im Koérper als
Antioxidationsmittel wirksam. Bei der Umsetzung der Thiolgruppe mit ROS wird diese
oxidiert und das korrespondierende Disulfid (GSSG) gebildet. Diese Reaktion wird vom
Enzym Glutathion Peroxidase (GPx) katalysiert, zur Riickfiihrung in den reduktiven Zustand

wird Glutathion Reduktase (GR) benétigt. Fir die Bildung von GSH werden Cystein (Cys) und
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Homocystein als Precursor verwendet. Die Reaktionen sind schematisch in Abbildung 2 zu
sehen. Weitere Enzyme, welche ROS abbauen, sind die Superoxiddismutase (SOD), welche
*0, zu H,0, umwandelt und die Katalase, welche H,0, zu H,O und O, katalysiert. Wichtig
fir eine Antwort auf oxidativen Stress ist der Nuclear factor erythroid-derived 2
Transkriptionsfaktor (Nrf2). Nrf2 ist ein Regulator fir die Expression mehrerer antioxidativ
wirkender Enzyme, wie Glutathion GPx> aber auch verantwortlich fiir die Sythese von GSH

und Thioredoxin.”®

Homocystin Cystin

[ |

Homocystein ——— Cystein <——

/ Cysteinylglycin

y-L-Glutamylcystein

L Glutathion
NADPH +H* / \ H,0

Glutathion Glutathion
Reductase Peroxidase

NADP* k / H,0,

Glutathiondisulfid

Abbildung 2: GSH Synthese und Reaktionsweg zu Glutathiondisulfid

Synthese von GSH aus den Thiolen Cystein, Homocystein und den Disulfiden. Abbau von H,0, durch
GPx und damit verbundene Oxidierung von GSH. Es wird GSSG gebildet, welches durch GR wieder
zu GSH reduziert werden kann.

Der Redox Status einer Zelle lasst sich durch Thioloxidationen ausdriicken. Oft wird der
Redox Status durch das Verhdltnis von oxidiertem zu reduziertem Anteil der Thiole
ausgedriickt. Hierzu werden die Konzentrationen von GSSG zu GSH gemessen. Je hoher der
Anteil von oxidiertem GSSG, desto mehr liegt das Gleichgewicht im oxidativen Milieu. Eine
weitere Moglichkeit ist die Messung von ROS oder der Ausdruck als Redoxpotential liber
die Nernstgleichung.”’ Der gesamte Redox Status ldsst sich jedoch wie oben beschrieben
nicht ausschlieRlich aus dem Verhdltnis von GSH zu GSSG oder dem Redoxpotential

bestimmen. Diese Ergebnisse geben lediglich eine Tendenz wieder.>®
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1.5 Xanthinoxidoreduktase und Nucleotidphoshat Abbau

Xanthinoxidoreduktase spielt vor allem im Purinabbau eine groRe Rolle. Das Homodimer
besteht aus je einem Eisen-Schwefel Cluster mit einem FAD Molekil. Molybdan bildet das
aktive Zentrum dieses Enzyms und ist an der Oxidationsreaktion der Purine mafigeblich
beteiligt. Alle Nucleotidphosphate und Nucleoside werden zum Purin Hypoxanthin
umgewandelt. Das Enzym katalysiert den Abbau von Hypoxanthin zu Xanthin und
schlieBlich zur Harnsdure. Abbildung 3 zeigt die Abbauwege der Nucleotidphosphate Das
Enzym kommt aufgrund dieser Funktion des Purinabbaus {iberwiegend in Leber,

Epithelzellen und Niere vor, allerdings auch in anderen Geweben wie der Aorta.>®

Der
Eisen-Schwefel Cluster dient zum Elektronentransfer zwischen dem Elektronenakzeptor
NAD" bzw. O, welcher an der Flavinseite®® andockt und dem Elektronendonator

Hypoxanthin/Xanthin welcher am aktiven Zentrum bindet.®? ®

Der Elektronenakzeptor wird
zu NADH+H" bzw. O, reduziert. Hypoxanthin wird zu Xanthin und Xanthin zur Harnséure

oxidiert und schlieRlich Gber den Urin ausgeschieden.

ATP GTP

De Novo Synthese -
ADP iiber PRPP

v A 4 v v
Adenosin ——> Inosin Xanthosin Guanosin

Salvage (iber PRPP
dd¥d 1=qn aden|es

v v v v
Adenin ———> Hypoxanthin ———> Xanthin <«——Guanin

v
Harnsaure

Abbildung 3: Abbauwege der Nucleotidphosphate

Die Nucelotidphosphate werden zu ihren Nucleosiden abgebaut. Aus Adenosin und Adenin entsteht
Hypoxanthin. Die Guanosinphosphate werden zu Xanthosin abgebaut. Xanthosin uns Hypoxanthin
werden zu Xanthin abgebaut und Xanthin schlieRRlich zur Harnsdure. Der Abbau von Hypoxanthin
und Xanthin ist XOR katalysiert. Adenin und Guanin konnen Uber den Recyclingweg
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Phosphoribosylpyrophosphat (Salvage Giber PRPP) wieder als Nucleotidphosphate benutzt werden.
Die Grafik ist Modifiziert worden.**

6> 6 oder unter anaeroben Bedingungen®” kann das

Durch proteolytische Modifikation
Enzym zu Xanthinoxidase (XO) umgeformt werden. Diese Modifizierung des Enzyms ist auch
mit einer reversible Oxidierung von Thiolgruppen des Enzyms zu Disulfiden verbunden.®
XO fungiert als Hydroxylase und formt Xanthin in Harnsdure um. XO bevorzugt O, als
Elektronenakzeptor, weshalb mehr ROS in Form von O, und H,0, entsteht.®® XOR liegt
jedoch Gberwiegend als Xanthindehydrogenase (XDH) im Kérper vor.®® Der Sauerstoffdruck

4970 Es konnte gezeigt werden, dass

ist ein wichtiger Regulator zur Enzymaktivitdat von XO
die Phosphorylierung des Enzyms als Antwort auf eine 4h andauernde Hypoxie in den
pulmonaren Endothelzellen von Raten 50mal héher als unter normoxischen Bedingungen

71

ist Unter hypoxischen Bedingungen kann XO Nitroverbindungen wie auch nicht

7273 7% Dabei entstehen als Nebenprodukt

organisches Nitrit und Nitrat zu NO katalysieren.
auch O, und H,0,. Im Falle der Bildung von NO wird ein Thiol zur Aufnahme bendtigt und
es entstehen Nitrosothiole, andernfalls kann diese Reaktion nicht stattfinden.”> NO kann

aber auch mit O, Peroxinitrit reagieren.75

Gleichzeitig kann XO unter aeroben Bedingungen zum Abbau von Nitrosothiolen und der
Freisetzung von NO dienen.”® Dieser Abbau hangt jedoch vom Sauerstoffgehalt und der O,

Konzentration ab.”’
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1.6 Ziele der Dissertation

Der NO-Metabolismus in den einzelnen Organen unterliegt verschiedenen Einflussfaktoren
und ist durch enzymatische und nicht enzymatische Wege reguliert. Abbildung 4 zeigt
schematisch das Zusammenspiel der einzelnen Kompartimente im NO-Metabolismus und

die stufenweisen Ziele der Dissertation.

Vasodilatation Hypoxie Ziele:
dHb Fe(lll)
1 Endotheliale eNOS KO
cGP NO rd 2 RBC eNOS KO
G NO & = Xanthin b
m 1 & 2 globale eNOS KO
NO," NO, N Hypoxanthin 3 Einfluss von Scher Stress (Exercise)

0, 4 Blutverlust Andmie (Hypoxie)

dHb Fe(ll
an 5 PHZ Andmie (Hypoxie)

Xanthinoxidoreductase

)
NO
e b
@ Deoxyhdmoglobin

odilatation __

g =

Normoxie Hypoxie

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ziele dieser Dissertation

Die Grafik zeigt den NO-Metabolismus in den Kompartimenten Erythrozyten, Plasma und der Aorta.
Untersuchte Mechanismen und Enzyme sind mit Fragezeichen markiert. Die Doktorarbeit beinhaltet
die folgenden Fragestellungen und Ziele: Auswirkungen der Abwesenheit der endothelialen (1) und
erythrozytiren (2) eNOS, Einfluss von Scherstress durch Exercise (3), Anderungen unter hypoxischen
Bedingungen einer Blutverlust Andmie und einer PHZ induzierten Anamie. Die ersten drei Ziele
beziehen sich auf die Funktion des Enzyms eNOS und Scherstress im NO-Metabolismus unter
normoxischen Bedingungen. Die letzten beiden Ziele fokussieren sich auf die Rolle der Erythrozyten
unter hypoxischen Bedingungen und verdandertem Redox Status.

Ziel der Doktorarbeit ist die Untersuchung von Anderungen im NO-Metabolismus und dem
Redox Status unter schrittweiser Entfernung der eNOS in den Kompartimenten, unter
Reduktion der Erythrozytenanzahl und der Hiamolyse bzw. durch Anderung des Redox

Status. In dieser Dissertation wird schwerpunktmaRBig die Auswirkung auf die
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Kompartimente Aorta, Plasma und Erythrozyten untersucht. Die generelle Fragestellung ist
wie und wodurch der NO-Metabolismus in vivo kontrolliert ist. Das Hauptaugenmerk soll
dabei auf das Zusammenspiel der Kompartimente Aorta, Plasma und Erythrozyten gelegt
werden. Die einzelnen Ziele bauen aufeinander auf. Das erste Ziel dient der Untersuchung
der Rolle des Enzyms eNOS. Anschliefend wird in der Blutverlust Andmie die Rolle der
Erythrozyten stark eingeschrankt. In der PHZ induzierten Andmie kommt zuséatzlich ein
starker Einflussfaktor durch die oxidierenden Bedingungen, welche durch die PHZ
Behandlung eintreten, hinzu. Die Ziele gliedern sich in folgende Unterpunkte, welche sich

spater in den Kapiteln Ergebnisse und Diskussion widerspiegeln:

1. Die Auswirkung auf den NO-Metabolismus, der Endothelzell spezifischen (EC)
und erythrozytaren eNOS soll anhand von EC eNOS KO Mausen und
erythrozytdren eNOS KO Mausen festgestellt werden. Die Abwesenheit der
eNOS im kompletten Organismus wird mit globalen eNOS KO Mausen
untersucht.

2. Es soll die Anderung des NO-Metabolismus, des Redox Status und der
Nucleotidphosphate durch Exercise induzierten Scherstress im GefalRsystem in
EC eNOS KO Mdusen untersucht werden.

3. Der Einfluss erythrozytarer Dysfunktion und einer geringen Blutzellzahl auf den
NO-Metabolismus und den Redox Status wird anhand einer Blutverlust Andmie
aufgeklart. Zusatzlich zur Blutverlust Andmie soll eine durch das
Reduktionsmittel PHZ ausgeldste himolytische Andamie auf Anderungen im NO-
Metabolismus, Redox Status und Nucleotidphosphat Haushalt untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden sind die einzelnen Methoden und Gerate erldutert, welche bei dieser
Dissertation verwendet wurden. Tabelle 1 zeigt alle flir die Dissertation benutzten

Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Puffer und Gerate.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Puffer und Gerate

Chemikalie Hersteller Firmensitz
5-Sulfo-salicylsaure dihydrat (SSA) Sigma Aldrich St. Louis, USA
Acetonitril (ACN) VWR Radnor, USA
Adenin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosindiphosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosinmonophosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosinmonophosphat N Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosintriphosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Adenosintriphosphat BC™N Sigma Aldrich St. Louis, USA
Aldi Siid Trinkwasser Aqua Culinaris Refresco Erftstadt, Deutschland
Ameisensaure Sigma Aldrich St. Louis, USA
Bovine Serum Albumin (BSA) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Cyclisches Guanosinmonophosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Coomassie Brilliant Blau Sigma Aldrich St. Louis, USA
Cyclisches Adenosinmonophosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Cyclisches Adenosinmonophosphat 3Cs Sigma Aldrich St. Louis, USA
Cyclisches Xanthosinmonophosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Deoxy Guanosintriphosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) Sigma Aldrich St. Louis, USA
Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich St. Louis, USA
Dithioreithiol (DTT) Sigma Aldrich St. Louis, USA
Essigsaure (93 %) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Ethanol VWR Radnor, USA
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) dinatrium dihydrat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Flushing solvent Agilent Santa Clara, USA
Flissiger Stickstoff Linde Dubilin, Irland
Glutathion 1302 N Eurisotop Saarbriicken, Deutschland
Glutathiondisulfid 1302 ®N Eurisotop Saarbricken, Deutschland
Glutathionethylester Sigma Aldrich St. Louis, USA
Guanosindiphosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Guanosinmonophosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Guanosintriphosphat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Harnséaure Sigma Aldrich St. Louis, USA
Helium 5.0 Linde Dublin, Irland
Hypoxanthin Sigma Aldrich St. Louis, USA

lod Sigma Aldrich St. Louis, USA
Isopropanol VWR Radnor, USA
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Chemikalie Hersteller Firmensitz
Kaliumhexacyanoferrat (lll) Sigma Aldrich St. Louis, USA
Kaliumiodid Sigma Aldrich St. Louis, USA
LC/MS Kalibrations Standard Agilent Santa Clara, USA
L-Cystein Sigma Aldrich St. Louis, USA
L-Cystin Sigma Aldrich St. Louis, USA
L-Glutathion oxidiert (GSSG) Sigma Aldrich St. Louis, USA
L-Glutathion reduziert (GSH) Sigma Aldrich St. Louis, USA
L-Homocystein Sigma Aldrich St. Louis, USA
L-Homocystin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Methanol VWR Radnor, USA
Natriumhydroxid Sigma Aldrich St. Louis, USA
Natriumnitrat Sigma Aldrich St. Louis, USA
Natriumnitrit Sigma Aldrich St. Louis, USA
N-Ethylmaleinimid (NEM) Sigma Aldrich St. Louis, USA
NuPage LDS Puffer Life Technologies Carlsbad, USA
Phenylhydrazin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Salzsaure (25 %) VWR Radnor, USA
Salzsaure (35 %) VWR Radnor, USA
Spektrin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Sulfanilamid Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Tamoxifen Sigma Aldrich St. Louis, USA
Vittel Trinkwasser still Nestle Waters Vevey, Schweiz
Wasser (Millipore Ultrapure Water) Merck Millipore Billerica, USA
Xanthin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Xanthosin Sigma Aldrich St. Louis, USA
Puffer
Hanks balanced salt solution, Ca, Mg, NaHCO3, Glucose Invitrogen Carlsbad, USA
Phosphate-buffered saline (PBS) Sigma Aldrich St. Louis, USA
Verbrauchsmaterialien
7 % Tris-Acetat Novex SDS Gel Thermofisher Waltham, USA
96-well-Plates Eppendorf Hamburg, Deutschland
Cut off Sdulen Nanosep 10 kDa Omega Pall Port Washington, USA
DC Protein Assay Bio-Rad Hercules, USA
Eppendorf 2 mL (braun und durchsichtig) Eppendorf Hamburg, Deutschland
Glas vials, amber mit Insert Sigma Aldrich St. Louis, USA
Greiner, 15 mL und 50 mL Greiner Bio-one Kremsmiinster, Osterreich
HiMark Pre-stained Invitrogen Carlsbad, USA
Metal caps mit Septum Sigma Aldrich St. Louis, USA
Pursuit 200A PFP, 2.0 x 30 mm, 3 ym Agilent Santa Clara, USA
PVP Solution RR Mechatronics Hoorn, Niederlanden
XDB-C18, 4.6 mm, 1.8 ym, UHPLC guard column Agilent Santa Clara, USA
Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD 2.1x50 mm 1.8 Micron Agilent Santa Clara, USA
Zorbax RRHD HILIC Plus 95A, 2.1 x 100 mm, 1.8 um Agilent Santa Clara, USA
Gerate
1260 Infinity Fluoreszenzdetektor (FLD) Agilent Santa Clara, USA
1290 Infinity Autosampler Agilent Santa Clara, USA
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Gerate
1290 Infinity Diodenarraydetektor (DAD) Agilent Santa Clara, USA
1290 Infinity Saulenofen Agilent Santa Clara, USA
6550 iFunnel QToF Agilent Santa Clara, USA
Autosampler AS700 am ENO EICOM Dublin, Irland
Chemilumineszenz-Detektion (CLD) ECOphysics Hurth, Deutschland
Gewebe Homogenisator mit Glasmaorser Schuett-biotec Géttingen, Deutschland
Gewebe Homogenisator mit Plastimérser Quiagen Disseldorf, Deutschland
Image Quant LAS400 GE Healthcare Buckinghamshire, UK
Kihlbad Behr Disseldorf, Deutschland
Lorrca RR Mechatronics Hoorn, Niederlanden
LS300 Viscometer proRheo Althengstett, Deutschland
NOx-Analyzer ENO-20 EICOM Dublin, Irland
PEAK Stickstoffgenerator Peak Scientific Diren, Deutschland
pH Meter Lab870 Schott Industries Mainz, Deutschland
Ultraschallbad Welabo Nettetal, Deutschland
UPLC 1290 Infinity binare Pumpe Agilent Santa Clara, USA
UV/VIS Platereader, FLUOstar Omega BMG labtech Ortenberg, Deutschland
Vortex Scientific Industries New York, USA
Warmebad Julabo Seelbach, Deutschland
Zentrifuge Mikro 200R (klein) Hettich Kirchlengern, Deutschland
Zentrifuge Rotina 380R (groB) Hettich Kirchlengern, Deutschland

2.1 Transnitrosierung zur Bestimmung von RXNO mittels CLD

Rinderserumalbumin (Bovin Serum Albumin - BSA) (1 mM) wurde mit Dithiolteithiol (DTT)
(2 mM) reduziert und anschliefend mit Diethylentriaminpentaessigsaure (DTPA) (0,1 mM)
versetzt und 2 h bei 24 °C inkubiert. Zur Entfernung des DTT wurden 10 kDa Cut-off Sdulen
von Nanosep verwendet. Diese wurden mit 100 pL Phosphat gepufferte Salzlosung
(Phosphat buffered saline - PBS) angefeuchtet und nach Zentrifugieren (14000 g, 5 min, RT)
der BSA Lésung dreimal mit 100 puL PBS ausgewaschen. Nitrosiertes Cystein (CysNO) bzw.
Nitrosiertes Glutathion) GSNO wurde durch Inkubation fiir 10 min von Nitrit mit Cys bzw.
GSH (1:1) bei pH 1 mit HCI (1 mM) hergestellt. Anschliefend wurde die Lésung mit NaOH
bis zu einem pH-Wert von 7.6 versetzt um die Reaktion zu stoppen. Die Transnitrosierung
erfolgte durch Mischen beider Losungen im Verhaltnis 1:1. Nach Inkubation fiir 30 min bei
24 °C wurde die Transnitrosierung durch Zugabe von N-Ethylmaleimide (NEM) (10 mM)
gestoppt. Zur Trennung von BSA und Cys bzw. GSH wurden erneut 10 kDa Cut off Saulen
verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels Chemilumineszenzdetektion (CLD); das

Verfahren wird in Kapitel 2.2.2 erlautert.
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2.2 Bestimmung der NOx-Metabolite mittels CLD und ENO

Zur Bestimmung der NOx-Metabolite wurde jeweils dieselbe Probenvorbereitung genutzt.
Alle benutzten Eppendorf GefdRe wurden vor Benutzung mit Millipor Wasser ausgespilt

um Nitrit und Nitrat Kontaminationen zu vermeiden.”®

2.2.1 Probennahme und -vorbereitung von Gewebe und Vollblut

Mause wurden fur die Organentnahme i.p. mit KIR Final 150 mg/kg Korpergewicht
anasthetisiert. Das Blut wurde mit einer Spritze Uber das Herz entnommen. Die Organe
wurden entnommen und bis auf die Aorta mit PBS Losung durchgespilt. Die Proben
wurden in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80° C bis zur Messung gelagert. Die Organ-
und Blutentnahmen wurden in Abhangigkeit vom Modell von Frau Beate Hutzler (Exercise
Mause), Frau Francesca Leo, Frau Dr. Tatsiana Suvorava (Exercise Mause, globale/RBC/EC
eNOS KO), Frau Stefanie Becher, Frau Kathrin Paul-Krahe, Frau Dr. med Patricia Wischmann

(Blutverlust Anamie) und Frau Dr. Lenka Tomasova (PHZ Modell) durchgefiihrt.

Fiir die Probenvorbereitung wurde Gewebe zuvor mit einem Puffer aus NEM (100 mM) und
Ethyldiamintetraessigsdure (EDTA) (20 mM) in PBS versetzt und mit einem Glasstab in
einem GlasgefaR homogenisiert. Die Glasutensilien wurden mit Millipor gewaschen. Das
Volumen des zugegebenen Puffers betrug das Dreifache vom Gewicht des Gewebes. Zur
Messung von Nitrit, RXNO und HbNO mittels CLD mussten Plasma und Erythrozyten nicht
weiter vorbehandelt werden. Fir die Messung von Nitrit und Nitrat mit dem ENO wurden
die Erythrozyten 1:1 (v/v) mit Millipor Wasser versetzt, um eine klare Losung zu erhalten,
da sonst das Hamoglobin die Messung stort. Alle Proben mussten fiir den ENO vor der
Messung nochmals 1:1 (v/v) mit Methanol versetzt und 10 min bei 10000 g und 4° C

zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde abgenommen und mit Hilfe des ENO gemessen.

2.2.2 Chemilumineszenzdetektion — CLD

Mithilfe der CLD wurden die Konzentrationen von Nitrit, sowie HobNO und an Thiolen und
Aminen gebundenes NO gemessen. Abbildung 5 zeigt den schematischen Aufbau der
Glasapparaturen zur Freisetzung von NO aus den Proben. Anschlielend gelangte das
freigesetzte NO zur Messung in die CLD (auf dem Bild nicht vorhanden). Helium durchflief3t
eine Reaktionskammer, welche mit einer Reaktionslosung gefillt ist. Die einzelnen
chemischen Reaktionen sind Tabelle 2 zu entnehmen. Zur Messung von Nitrit und RXNO bei

60 °C wurde eine reduktive Losung aus Kaliumiodid (45 mM) und lodid (10 mM) in 93%iger
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Essigsaure verwendet. Die Messung von HbNO bei 37 °C erfolgte mithilfe einer oxidativen
Losung bestehend aus Kaliumhexacyanoferrat (0,05 mM) in 0,9 % NaCl (Reaktion 2). Zur
Messung von RXNO wurde eine 5 % Sulfanilamidldsung zugesetzt. Zur Messung von RNNO
und damit zur Unterscheidung von RSNO und RNNO wurde eine 0,2 %ige HgCl, Losung in
0,9 % NaCl zugesetzt. Die Probe wurde in die Reaktionskammer durch ein Septum
eingespritzt. Das Helium treibt das in der Reaktionskammer entstehende NO aus und

gelangt Uber eine Kihlbriicke in ein NaOH Bad, das andere Stickstoffoxide herausfiltert.

Uber einen Filter mit 2 um Durchmesser erreicht das NO die CLD Apparatur.

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Glasapparaturen vor der CLD

Die Glasapparatur dient der Freisetzung von NO aus der Probe. Die Probe wurde in das Septum (1)
eingebracht. In der Reaktionskammer (9) befand sich eine reduktive bzw. oxidative Losung, welche
von Helium durchspilt wurde. Das freigesetzte NO wurde Uber ein NaOH Bad (3) und einen
zusatzlichen Filter (4) zur CLD geleitet (5). Der Gasfluss und —druck wurde mithilfe von Ventilen (8, 6
und 2) und Barometern (8 und 10) kontrolliert.

In der CLD reagiert NO mit Ozon und es entsteht NO,. Ein Teil des Reaktionsprodukts ist im
elektronisch angeregten Zustand. Bei Relaxation in den Grundzustand werden Lichtquanten
emittiert, welche gemessen werden. Um stabile Ergebnisse zu erzielen wurde der Gasfluss
konstant gehalten. Mit Barometern wurde der Druck vor der Reaktionskammer (0,5 bar)

79 80

und vor der CLD (0 bar) kontrolliert. Fir die Standards wurde Natriumnitrit in Millipor
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Wasser gelost und der Konzentrationsbereich den jeweiligen Probenkonzentrationen

angepasst. Die Kalibrationsgerade wurde fiir alle gemessenen NO-Metabolite benutzt.

Tabelle 2: Reaktionen zur Messung von Nitrit und RXNO mit der CLD

NO, + 2 H" — NO" + H,0

Reduktive Reaktion NO* + " — ONI
20Nl —2NO + I,

Oxidative Reaktion Ks[Fe(CN)s]” + Ham-Fe?*NO — Ka[Fe(CN)s]* + Ham-Fe*" + NO
. . NO + O3 — NO, + O
Reaktionen in CLD NO, — NO, + hv

2.2.3 HPLC basierte Detektion - ENO
Nitrit und Nitrat in humanem und murinem Blut sowie in murinen Organen wurde mit dem
ENO gemessen. Der ENO ist eine Hochdruckflissigkeits Chromatographie (HPLC) mit zwei

mobilen Phasen. Abbildung 6 zeigt den schematischen Aufbau.

Reaktionsspule 7

r
Detektor

Injektor

ot D aakto: Carrier Pumpe Reaktor Pumpe
Loésungen
HaN.©
5 =
B o |
i ] ZN
Hzm‘ép H2N15'.0 = H"‘v“"‘? N S
NH, Z Nyt H
Sulfanilamid Azofarbstoff (A=540 nm)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des ENO und Reaktion von Nitrit mit Sulfanilamid

Die Probe wird Uber die Carrier Losung durch den ENO transportiert. Hdmoglobin wird durch die
Guard Column herausgefiltert. Nitrit und Nitrat werden in der Trennsaule voneinander getrennt und
Nitrat in der Reduktionssdule anschliefend zu Nitrit reduziert. Vor der Reaktionsspule werden die
Carrier Losung mit den Analyten und die Reaktionslésung gemischt. Nitrit reagiert mit dem
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Sulfanilamid der Raktionslosung zu einem Azofarbstoff (B), dieser wird bei 540 nm von einem
Diodenarray Detektor (DAD) gemessen.

2.3 Bestimmng von Thiolen und Nucleotidphosphaten mittels UPLC- QToF

Zur Messung der Thiole und Nucleotidphosphate wurde ein ultrapressure liquid
chromatography System (UPLC), welches an einen Quadrupol time of flight (QToF)
gekoppelt ist verwendet. Die angewendeten Methoden auf diesem Gerat sind in den
Kapiteln 2.3.2 und 2.3.3 beschrieben. Das weiterfihrende Kapitel erldutert die

Funktionsweise des Systems.

2.3.1 Aufbau der UPLC-QToF
Bei der UPLC handelt es sich um ein System bestehend aus Autosampler, bindrer Pumpe,
Diodenarraydetektor (DAD) und Fluoreszenzdetektor (FLD), welches an ein QToF System

gekoppelt ist. Abbildung 7 zeigt die schematische Funktionsweise des Gerdts und den

Probengang.
Autosampler Chromatography Interface QToF (
[ | | |
Sample '.o Q1 CE
Sl |
| ctgcoumn | | = == =
Sol tsa I
olvents|A] (B] ' ESI-Source _
NS S
U T % e, = 'r{ \
Separation by polarity Separation by mass

Abbildung 7: Schematische Darstellung der UPLC-QToF und Messprinzip

Mithilfe von zwei Eluenten A und B wird die Probe mit den Analyten lUber ein 6-Wege-Ventil in eine
Trennsdule geflihrt. Die Trennung erfolgt iber die Wechselwirkung zwischen der Polaritdt des
Analyten und der stationdren Phase (A). Die Analyten verlassen die Sidule zu unterschiedlichen
Zeiten, auch Retentionszeit genannt. Im Interface werden die Analyten ionisiert. Bei der
Elektrospray lonisation (ESI) werden die Analyten im Losemittel ionisiert und verdampft. Die
geladenen Molekile stoRen sich schlielllich voneinander ab und es kommt zur Coulomb Explosion
(B). Die geladenen Analyten werden Uber die lonenoptik fokussiert und gelangen Uber den
Quadrupol (Q) und die Kollisionszelle (CE) in das Time of Flight Modul (ToF). Hier werden die lonen
Uber das Verhaltnis von Masse zu Ladung m/z getrennt (C).
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Fliissigkeitschromatographie

Die Flissigkeitschromatographie stellt eine beliebte Methode dar, um Stoffgemische
aufzutrennen. Sie besteht aus einer Sdule mit einer Innenauskleidung aus gelartigen
Kohlenstoffketten — der stationdren Phase. Die stationdre Phase besteht oft aus Partikeln,
welche mit funktionellen Gruppen ausgestattet sind. Grof3e Partikel kdnnen aufgrund einer
hoheren Stoffdiffusion in der Breite der Saule zu einer Bandenverbreiterung der Peaks
fihren. Kleinere Partikel bewirken jedoch einen groReren Widerstand gegeniber der
mobilen Phase, sodass mit einem héheren Druck gearbeitet werden muss. Diese Art der
Chromatographie wird ultra high pressure chromatography genannt. Die mobile Phase mit
dem Analyten flieBt mit einer zuvor definierten Geschwindigkeit durch die stationare
Phase. Die Zusammensetzung der mobilen Phase wird wahrend der Analyse so gedndert,
dass sich ein Konzentrationsgradient bildet. Auf diese Weise werden die Bedingungen der
mobilen Phase den verschiedenen Eigenschaften der Stoffe angepasst und es wird eine
bessere Trennung erreicht. Diese Methode wird Gradienteneluation genannt. Wird die
Zusammensetzung der mobilen Phase wahrend der Analyse nicht gedndert, spricht man

von einer isokratischen Methode.®!

Zur Auftrennung werden die unterschiedlichen
Eigenschaften der Stoffe, aber vor allem die Affinitat des Stoffes zur stationdren und
mobilen Phase ausgenutzt. Stoffe, welche eine hohe Affinitdt zur stationdren Phase
besitzen, verlassen die Saule spater. Das Verlassen der Saule wird Eluieren genannt. Somit
ist die Verteilung des Analyten zwischen mobiler und stationdrer Phase eine entscheidende
GrolRe der Chromatographie. Der zeitliche Verbleib einer Substanz in der Saule wird
Retentionszeit genannt. Es werden grundsatzlich zwei Methoden der Trennung
unterschieden: Die reversed phase (RP) mit einer unpolaren stationaren und einer polaren

mobilen Phase und die normal phase (NP) mit einer polaren stationdren und einer

unpolaren mobilen Phase.

Die Dimension der Saule ist fur die Trennung von grofRer Bedeutung: Je diinner und dichter
die Saule mit Kieselgelkugeln gepackt ist, desto geringer ist die Diffusion aufgrund der
Saulenbreite (siehe Eddy-Diffusion). Zudem ist auch die Lange der Sdule entscheidend.
Bevorzugt werden kurze Sdulen um die Diffusion des Stoffes in Langsrichtung
(Longitudinaldiffusion) so gering wie moglich zu halten. Beide Eigenschaften der Saule
haben einen erheblichen Einfluss auf die spatere Qualitat der Peaks.?? Die van-Deemter-

Gleichung erlautert diese Zusammenhange.
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Die van-Deemter-Gleichung

Die unten gezeigte Van-Deemter-Gleichung ist ein mathematisches Modell, welches
herangezogen wird, um die Auswirkung von Stoffdiffusion, Stoffaustausch und
FlieBgeschwindigkeit auf die Effizienz der chromatographischen Trennung zu beschreiben.

Abbildung 8 auf der ndachsten Seite zeigt den Graphen der Gleichung.

JlH

B
H=4+—-+C*u
u

Boden-

C - Stoffaustausch
+
A - Eddy-Diffusion

- + .
FlieR-
/ Diffusion gescahwin-
digkeit
'Qu »
Ulaptimal

Abbildung 8: Van-Deemter-Gleichung, Auswirkung der FlieBgeschwindigkeit auf die
Trennleistung

Die Van-Deemter-Gleichung beschreibt die Vorgdange der Analyten zwischen der stationdren und
mobilen Phase. Sie ist wichtig fiir die Beschreibung der Trennleistung der Chromatographie. Gezeigt
wird die Abhangigkeit der Bodenhdhe H, des Stoffaustausch, der Eddy-Diffusion und Diffusion der
Analyten von der FlieRgeschwindigkeit u.®®

Die Van-Deemter-Gleichung zeigt die Auswirkung von Verdnderungen der
FlieBgeschwindigkeit u, auf die Variablen A, B, C und der Bodenhdhe H. Am Minimum der
Funktion H(u) ist die Trennleistung der Sdule am hochsten. Die Bodenhdhe H beschreibt die
Lange eines Sdulenabschnittes, in dem sich ein chemisches Gleichgewicht zwischen mobiler
und stationarer Phase einstellt. Die Bodenhohe kann auch als Gleichung in Abhangigkeit der
Saulenlange L und der Trennstufenzahl N dargestellt werden. Aufgrund der kleinen Teilchen
der stationdaren Phase kdonnen die Teilchen der mobilen Phase keinen geradlinigen oder
direkten Weg zurlicklegen, um das Ende der Sdule zu erreichen. Die Eddy-Diffusion A
beschreibt die Streuung der Teilchen der mobilen Phase aufgrund der Umwege, die sie
nehmen missen. Je mehr Umwege die Molekile nehmen, desto hoher ist der Wert fiir die
Eddy-Diffusion. Wird die Sdule mit einer stationdren Phase aus groRen Teilchen gepackt, so
ist ein kleiner Wert fur die Eddy-Diffusion zu erwarten. Ist die Sdaule jedoch mit vielen

kleinen Teilchen gepackt, so ergibt sich daraus eine hohe Eddy-Diffusion und es kommt zu
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einer Verbreiterung des Peaks. Sie st daher nahezu unabhidngig von der
FlieBgeschwindigkeit. Die Longitudinaldiffusion B beschreibt die Verteilung der Molekiile
aufgrund ihrer unterschiedlichen Diffusionseigenschaften. Bei einer geringen
FlieBgeschwindigkeit ist die Auswirkung einer Diffusion hoher als bei einer hohen
Stromungsgeschwindigkeit. Da eine hohe Diffusion eine starke Peakverbreiterung zur Folge
hatte, wird die FlieRgeschwindigkeit immer moglichst hoch gehalten. Der Stoffaustausch
zwischen der mobilen und der stationdren Phase ist der dritte Parameter mit Auswirkung
auf die Effizienz einer chromatographischen Sdule. Er beschreibt die Kinetik des
Austausches des Analyten zwischen mobiler und stationdrer Phase. Der Stoffaustausch

sollte moglichst schnell erfolgen, um eine Verbreiterung des Peaks zu verhindern.®® 8!

Interface und lonisationsquelle

Das Interface verbindet Chromatographie und Massenspektroskopie miteinander und
befindet sich zwischen der Trennsdule der Flissigkeitschromatographie und dem Eingang
zum Massenspektrometer. Wahrend die Flissigkeitschromatographie mit fllssigen
Substanzen arbeitet, konnen in das Massenspektrometer nur lonen gelangen, welche sich
in der Gasphase befinden. Das Einbringen des Analyten in die Gasphase und das moglichst

vollstandige Abtrennen vom Losungsmittel wird von der lonisationsquelle iibernommen.

ESI — Elektronenspray lonisation

Die ESI-Technik stellt eine schonende Methode der lonisation dar. Die mobile Phase mit
den Analyten wird durch ein inertes Gas, oft Stickstoff in ein Aerosol verwandelt. Das
Aerosol gelangt in ein elektrisches Feld, welches sich zwischen der Einlasskapillare und
einer Gegenelektrode am Eingang zur Quadrupol Time of flight (QToF) befindet. Die
Analyten in den sich gebildeten Tropfen des Aerosols werden ionisert, wobei die Ladung
der Analyten durch die Ladungspolaritat des Feldes bestimmt werden kann. Die Ladung der
Analyten kann durch die Ladungspolaritdt des elektrischen Feldes bestimmt werden. Die
Tropfen werden durch die hohen Temperaturen in der Kammer kleiner und die Ladungen
im Tropfen riicken enger zusammen. Durch die AbstoBung von gleichen Ladungen kommt
es zur Coulomb Explosion und die lonen zerstduben in der Kammer (Abbildung 7 B). Die

lonen werden zur Gegenelektrode gezogen und gelangen in die QToF.
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Quadrupol-Time of Flight System

Die QToF dient der Trennung der Analyten tUber das Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z).
Mithilfe des Quadrupols und der Kollisionszelle kbnnen Fragmente der Molekiile eines
einzelnen m/z Verhiltnisses gemessen werden. Das QToF-System ermoglicht daher lonen

mit einer hohen Massenauflésung zu trennen.

Von der Elektronenspray lonisationsquelle (ESI-Quelle) gelangen die lonen (iber eine
Transferkapillare in die lonenoptik. Dort werden die lonen fokussiert um einen Verlust der
lonen zu mindern. Die lonen kénnen im Quadrupol nach dem m/z-Verhaltnis getrennt
werden und anschlieBend in der Kollisionszelle fragmentiert werden. In der Kollisionszelle
werden die lonen mit einem inerten Gas beschossen und fragmentieren. Die Starke der
Fragmentierung kann gesteuert werden. Durch die Option der Fragmentierung kann die
Selektivitat gesteigert werden um Sicherheit zu gewinnen, dass es sich bei dem
vorliegenden Molekil um die angenommene Verbindung handelt. Dieser Modus wird

multiple reaction monitoring (MRM) genannt.

Das ToF-System bestimmt das m/z-Verhéltnis durch die Messung der Flugzeit, die die lonen
im Flugrohr bendtigen, um den Detektor zu erreichen (Abbildung 7 C). Je hoher die Ladung
und je kleiner die Masse des lons, desto kiirzer ist dessen Flugzeit. Die lonen gelangen
durch den Slicer in das Flugrohr. Der Slicer schickt die lonen in Paketen los, die dann in
einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Am anderen Ende des Flugrohrs befindet sich
ein lonenspiegel, auch Reflektor genannt. Dieser ist ein elektrisches Feld, welches der
Beschleunigungsspannung vom Anfang entgegen wirkt und die lonen in einem Bogen
wieder in die entgegengesetzte Richtung lenkt. Auf diese Weise wird die Flugstrecke
verlangert, um eine moglichst hohe Massenauflosung zu erhalten. Die auftreffenden lonen
werden von einem Szintillationsdetektor registriert und in ein Signal umgewandelt. Das
ToF-System kann im Vergleich zu anderen Massenspektrometern nur im Scan agieren.

Einzelne lonen kdnnen Gber den EIC aus dem TIC mathematisch extrahiert werden.

2.3.2 Quantifizierung von Thiolen

Die Methode zur Messung der Thiole umfasst die Quantifizierung von Cys, GSH und
Homocystein, sowie den korrespondierenden Disulfiden. Die Messung kann fir humanes
und murines Vollblut sowie fir murine Organe verwendet werden. Zur Korrektur von

Verlusten in der Probenvorbereitung wurden zwei interne Standards verwendet.
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Probenvorbereitung und Messung

Um eine Oxidation der Thiole zu vermeiden wird die freie Thiolgruppe mit NEM irreversibel
geblockt. NEM kann durch die Zellmembran in das Innere der Zellen gelangen. Abbildung 9
zeigt die schematische Darstellung der Probenvorbereitung und die Reaktion von NEM mit

GSH.

Homogenization
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Abbildung 9: Probenvorbereitung von Vollblut und Gewebe zur Messung der Thiole

Die Abnahme von Blut erfolgte in einem mit EDTA und NEM vorbehandelten Eppendorf Gefal3. Das
Blut wurde durch Zentrifugation in Plasma und Erythrozyten getrennt. Organe wurden mit einem
Puffer und NEM homogenisiert. Homogenisat bzw. Blutbestandteile wurden mit NEM und SSA
lysiert. Das entstandene Pellet wurde erneut mit NEM und SSA ausgewaschen. (B) Reaktion von
GSH und NEM zum Schutz der Thiolgruppe.

Die gefrorene Gewebeprobe wurde mit einem Puffer aus NEM (100 mM) und EDTA
(20 mM) in PBS versetzt, sodass die Endkonzentration des Gewebes zum Puffer 40 mg/mL
betrug. Die Probe wurde dreimal fiir 30 s homogenisiert und zwischendurch fir mindestens
30 s auf Eis gekihlt. Um das Ergebnis auf den Proteingehalt zu beziehen wurden 5 plL des
Homogenisats abgenommen. Das Homogenisat wurde mit einer 20 % Sulfosalicylsdure
(SSA) Losung mit NEM (10 mM) in Millipor Wasser versetzt, um die Proteine zu
prazipitieren und die Zellen zu lysieren. Das zugegebene Volumen betrug ein Drittel des
Volumens des zuvor zugegebenen Puffers. Die Isotopen Glutathiondisulfid *C,°N und

Glutathion c,*

N (0,6 mM und 4 mM in Millipore Wasser) wurden als interner Standard
hinzugegeben. Das zugegebene Volumen betrug 1/64 vom bereits zugegebenen Puffer.
AnschlieBend wurde das Homogenisat 10 min lang bei 10000 g und 4° C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde gesammelt und das Pellet erneut mit einer 5 % SSA Lésung mit NEM (10
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mM) in Millipore Wasser, extrahiert. Das verwendete Volumen entsprach dem der 20 %
SSA Losung. Nach erneutem Zentrifugieren des Pellets mit 5% SSA fir 10 min bei 10000 g

und 4° C, wurden die beiden Uberstinde vereint und gemischt.

Zur Messung der Thiole im Vollblut wurde das Blut direkt nach Abnahme mit einer
Anticoagulanz aus 100 mM NEM und 20 mM EDTA in PBS im Verhaltnis Blut/Anticoagulanz
9:1 (v/v) versetzt. Zur Trennung der Bestandteile wurde das Vollblut 3 min lang bei 3000 g
und 4° C zentrifugiert. Das Erythrozyten -Pellet wurde mit einer 5 % SSA L6sung mit 10 mM
NEM in Millipor Wasser prazipitiert und lysiert. Die 5 % SSA Losung wurde im Verhaltnis 5:1
zum Erythrozyten Pellet und der interne Standard im Verhaltnis 1:40 zur SSA Losung
hinzugegeben. Das Pellet wurde anschlieRend 10 min lang bei 10000 g und 4° C
zentrifugiert, der Uberstand gesammelt und das Pellet erneut mit demselben Volumen der
5 % SSA Lésung unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereint

und gemixt.

Das Plasma wurde im Verhéltnis 1:1 mit der 5 % SSA Losung und 1:20 mit dem internen
Standard versetzt. Die Probe wurde anschlieRend 10 min lang bei 10000 g und 4° C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und das Pellet erneut mit 5 % SSA Lésung im

selben Verhiltnis extrahiert und zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereint und gemixt.

Die Quantifizierung wurde Uber eine externe Kalibration vorgenommen. Die Analyten GSH
(10 mM), GSSG (1 mM), L-Cystin (1 mM), L-Cystein (1 mM) und H-Cystein (1 mM) und H-
Cystin (0,1 mM) wurden in Millipor Wasser gelést. Zum Losen von L-Cystin und L-
Homocystin wurde zusatzlich 1 % 37,5 %ige Salzsdaure hinzugefiigt. Der Standard wurde

funfmal im Verhaltnis von 1: 10 fir die Kalibrationsstandards verdiinnt.

Zur Trennung der Thiole wurde eine C18-Saule benutzt. Die mobile Phasen A bestand aus
Milipor Wasser mit 0,1 % Ameisensdure und mobile Phase B aus Acetonitril. Die
Gesamtdauer der Methode betrug 16 min. Fir die ersten zwei Minuten wurde isokratisch
gearbeitet mit einem Anteil von 99 % der mobilen Phase A (FlieRrate 0,6 mL/min).
AnschlieRend sank der Anteil innerhalb von 5 min auf 1 %. Dieser Anteil wurde fir 5 min
gehalten. Die letzten 4 min wurde isokratisch gearbeitet, um die Anfangsbedingungen
wieder herzustellen. Die Analyten wurden im positiven Modus (ESI) unter den folgenden
Bedingungen ionisiert: 330 °C, sheath gas flow: 11 L/min, capillary voltage: 2.5 kV, nozzle

voltage: 1 kV und Fragmentor voltage: 30 V.
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2.3.3 Quantifizierung von Nucleotidphosphaten und Nucleosiden

Die Methode umfasst die Quantifizierung von 16 Nucleotidphosphaten, Nucleosiden und
Harnsdure. Die Analyten kdnnen sowohl in humanem und murinem Vollblut, als auch in
murinen Organen gemessen werden. Zur Korrektur von Verlusten in der
Probenvorbereitung wurden fir die Nucleotidphosphate drei interne Standards (cAMP Be,
AMP C°N und ATP *C™®N, je 1 mM) verwendet. Proben mit Zellkernen enthalten neben
ATP auch dGTP, eine chromatographische Trennung, sowie eine Trennung Uber das m/z-

Verhaltnis ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich.

Probenvorbereitung und Messung

Die Probenvorbereitung erfolgte mit derselben Methode wie bei den Thiolen (Kapitel
2.3.2). Folgende Analyten wurden fiur die Stocklésung in Millipor Wasser gel6st: Adenin,
Adenosin, cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), cGMP, Harnsdure, Hypoxanthin,
Xanthin, Xanthosin (je 1 mM), Adenosinmonophosphat (AMP), Adenosindiphosphat (ADP)
Adenosintriphosphat (ATP), GMP, Guanosindiphosphat (GDP), GTP (je 10 mM). Fir die
Loslichkeit musste den Nucleosiden und cyclischen Nucleotidphosphaten 1 % Ameisensaure
hinzugefligt werden. Die Stocklosung wurde fiir die Standards fliinfmal im Verhaltnis von

1:10 verdinnt.

Zur Trennung der Nucleotidphosphate wurde eine C18-Saule benutzt. Die mobilen Phasen
A und B beinhalteten: Millipor Wasser mit 0,1 % Ameisensaure versetzt und fir B 1/3
Acetonitril, 2/3 Millipor Wasser und 0,1 % Ameisensaure. Die Gesamtdauer der Method