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1. Einleitung

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein zentraler Mediator in vielen
unterschiedlichen biologischen Prozessen. Als intrazellularer und
extrazellularer Botenstoff ist NO nicht nur an physiologischen
Regulationsmechanismen im Herzkreislaufsystem, sondern auch im
Zentralnervensystem, im peripheren Nervensystem und im Immunsystem
beteiligt'?. Im zentralen Nervensystem dient NO als Neurotransmitter und
ist u.a. an der Vermittlung von Schmerzreizen beteiligt. Im peripheren
Nervensystem wirkt NO an der Signalibertragung in Teilen des
Gastrointestinaltraktes, der Atemwege und des Urogenitaltraktes mit. NO
ist an der Modulation der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr
beteiligt und spielt eine Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis *°. Viele
dieser Vorgange werden durch Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase
und einem daraus resultierenden  Anstieg des  zyklischen
Guanosinmonophosphates in der Zielzelle vermittelt.

Im folgenden Kapitel wird zunachst auf die Synthese von NO und deren
Regulation eingegangen, bevor die Reaktionen des Radikals in
Abhangigkeit vom umgebenden Medium beschrieben werden. Die bisher
bekannten Moglichkeiten der Speicherung und des Transportes von NO
wie auch der endogenen hamatogenen NO-Bildung werden anschlieRend

veranschaulicht.

11 Funktion und Synthese von Stickstoffmonoxid im

zirkulierenden Blut und GefaRsystem

Durch die kontinuierliche Freisetzung aus der GefaRwand hat NO eine
direkte Funktion in der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homé&ostase’?.
NO moduliert im vaskuldren System verschiedene Funktionen in der
luminalen und abluminalen GefaRwand. Es senkt den Gefaldtonus in den
Leitungsarterien vom muskularen Typ und in den prakapillaren
WiderstandsgefalRen und uber diesen Mechanismus den Blutdruck. NO
wirkt am GefalRsystem anti-arteriosklerotisch, indem es Mitogenese und

Proliferation der vaskularen glatten Muskelzellen und die Zelladhasion von
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Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten an die
Gefallwand hemmt und die Lipidoxidation reduziert. Es unterdrickt
infiltrative entziindliche Prozesse der GefaBwand*®. An Blutzellen sind
verschiedene NO vermittelte Funktionen beschrieben: es erhdht die
Verformbarkeit der Erythrozyten und hemmt die hamostatische Kaskade
indem es Thrombozyten stabilisiert und plasmatische Gerinnungsfaktoren

modifiziert und verhindert so eine intravasale Gerinnung,

Synthese: Stickstoffmonoxid wird mit L-Citrullin durch die NO-Synthase
(NOS) aus der Aminosaure L-Arginin unter Beteiligung der Kofaktoren
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH), Tetrahydrobiopterin
(BH4), Flavin-Adenosin-Dinukleotid (FAD), Flavin-Mononukleotid (FMN)
und molekularem Sauerstoff'® enzymatisch gebildet’. L-Arginin wird
entweder mit der Nahrung aufgenommen oder im Korper durch den
Harnstoffzyklus aus L-Citrullin gebildet'. Es sind verschiedene Subtypen
der NO-Synthasen bekannt, eine von Calcium/Calmodulin (Ca™"/CaM)
abhangige (siehe unten), konstitutive Form (nNOS, eNOS) und eine
Ca**/CaM-unabhangige, induzierbare Form (iNOS)'>'. Mittlerweile wurde
diese Einteilung in eine konstitutive, CaM-abhangige (cNOS) und eine
induzierbare, CaM-unabhangige (iNOS) Form der NOS durch eine
Einteilung, die die molekularen Strukturen des Enzyms starker
beriicksichtigt, abgelést*'*. Nach dieser neuen Einteilung werden bislang
drei Isoformen der NOS unterschieden: die neuronale konstitutive NOS
(nNOS oder Typ 1), die endotheliale konstitutive NOS (eNOS oder Typ IlI)
und die induzierbare NOS der Makrophagen (iNOS oder Typ I1)2. Dariiber
hinaus wurde eine weitere Isoform in Mitochondrien nachgewiesen'.
Wahrend CaM auch bei normalem intrazellularem Ca**-Gehalt an die
INOS gebunden ist, kommt es bei der konstitutiven Form erst bei einem

Anstieg des intrazellularen Ca**-Spiegels zu einer Bindung.
Im Folgenden wird speziell auf die eNOS und deren Regulation

eingegangen: Die Aktivierung der konstitutiven NOS wird nach

Rezeptorstimulation durch extrazellulare Signale, wie z.B. einem Anstieg
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der Schubspannung im Gefal oder durch Freisetzung rezeptorabhangiger
physiologischer Stimulatoren (z.B. Acethylcholin, Histamin, Serotonin,
Bradykinin und Substanz P'"), tiber einen Anstieg der Ca**-Konzentration
mit nachfolgender CaM-NOS Assoziation vermittelt'>'®"". CaM ist ein
Ca'"-bindendes Protein, welches in einer Vielzahl eukariotischer Zellen
vorkommt'®'®.  Es kontrolliet den Elektronenfluss zwischen der
Reduktase- und der Oxygenase-Domane der NOS, so dass der Anstieg

der Ca**-Konzentration die NO-Bildung induziert®°.

Als Proteinmodifikationen der NOS sind Phosphorylierungen und
Alkylierungen durch Myristoylierung und Palmitoylierung beschrieben. Die
Aktivitat der eNOS wird durch Phosphorylierung an drei oder mehr Seiten
des Enzyms beeinflusst: Serin 1177 (Ser'"’"), Threonin 495 (Thr*®®), Serin
116 (Ser''®) und Serin 633 (Ser®®)?'?%. Die Regulation der eNOS uber
Ser'""-Phosphorylierung wird durch die Proteinkinase A und Akt**?*, die
Proteinkinase C (PKC), die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK)** sowie
liber die zyklische AMP-abhangige Proteinkinase®® modifiziert. Die eNOS
ist unter basalen Bedingungen an Serin- und Threoninresten schwach
phosphoryliert24. Verschiedene Stimuli, wie z.B. Scherstress, bewirken

1177

eine verstarkte Phosphorylierung an Ser und damit eine Aktivierung

der eNOS?'?22* Die Aktivitat der eNOS kann durch die Phosphorylierung

1177

an Ser unabhangig von einer Ca**-Zunahme reguliert werden®. Die

Phosphorylierung an Thr®®

geht mit einer Abnahme der Enzymaktivitat
einher und ist begrundet in der Lokalisation in der Bindungsdomane von
CaM?*. Obwohl die Aktivierung der eNOS simultan mit Veranderungen der
Phosphorylierung von Ser'"” und Thr*®® einhergeht, gibt es zusatzliche
Phosphorylierungswege des Enzyms: Ser''® ist in der Oxygenase-

Domane lokalisiert. Eine Phosphorylierung geht, wie auch bei Thr*®®, mit

2526 5er%33 st an einem

einer Abnahme der Enzymaktivitat einher
sogenannten Autoinhibitor-loop, einem Peptid, welches in den Ca™-
abhangigen Isoformen der NOS vorkommt, lokalisiert. Ser®® kann in vitro
durch die cAMP-abhangige PKA und durch eine Proteinkinase G (PKG)

phosphoryliert werden?’. Bis jetzt konnte noch keine physiologische
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Relevanz in intakten Zellsystemen nachgewiesen werden. In

1177 633

vergleichenden Studien von Ser mit Ser’™ wurde festgestellt, dass

Ser'"’ eine zentrale Rolle in der NO-Produktion spielt, wohingegen eine

Phosphorylierung von Ser®®

nicht detektierbar war oder konsequenzlos
blieb**?®. Ein weiterer Regulationsweg ist die Phosphorylierung von

Tyrosin.

1.2 Metabolismus von Stickstoffmonoxid

NO ist ein farbloses Gas, welches in wassrigen Phasen bis zu
Konzentrationen von 2 mM Islich ist?®. Es kann durch die Reaktion mit
Sauerstoff entweder zu Nitrosylanionen (NO’) reduziert oder zu
Nitrosoniumionen (NO*) oxidiert werden?. Das primare Oxidationsprodukt
von NO in wassriger Losung ist Nitrit (NO2"). Es wurde gezeigt, dass 70-
90% des im Blut zirkulierenden Nitrit aus dem L-Arginin-NO-Stoffwechsel
stammen und dass Nitrit als spezifischer und sensitiver Marker fir akute
Verdnderungen der NOS-Aktivitat verwendet werden kann®">". Die Kinetik
der Autoxidation von NO hangt von der Ausgangskonzentration ab®*%.
Somit ist die Halbwertzeit von NO umgekehrt proportional zur NO-
Konzentration und kein konstanter Wert. Im biologischen System hangt
der NO-Metabolismus von der Diffusionsgeschwindigkeit tber biologische
Membranen sowie von der jeweiligen Konzentration an NO, Sauerstoff
und anderen moglichen Reaktionspartnern ab. Die Diffusionskonstante
von NO in der GefaBwand betragt 3300 um?%/sek?®. Somit diffundiert NO in
kurzer Zeit durch mehrere benachbarte Zellen. Die Wirkung von NO selbst
ist hiermit nicht nur auf den direkten Ort der Bildung beschrankt, vielmehr
kann der parakrine Mediator deutliche Entfernungen vom Ort der Bildung
bis zur Zielzelle zurlcklegen (siehe 1.3). Einer der Reaktionspartner von
NO wahrend der Diffusion ist molekularer Sauerstoff. Es kommt hierbei zur
Bildung hoherer Stickoxide, z.B. Stickstoffdioxid und Distickstofftrioxid.
Diese Stickoxide kdnnen entweder mit anderen Molekilen wie z.B.
Thiolen oder Aminen reagieren oder zu Nitrit und Nitrat (NO3)
hydrolysieren (siehe 1.3). Ferner reagiert NO mit Hamproteinen und

Sauerstoffradikalen. Das Ausmal} jeder dieser Reaktionen ist abhangig
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von den Bedingungen unter denen NO freigesetzt wird und von der
Konzentration der jeweiligen Reaktionspartner®*>®. Wichtige, am Abbau
von NO Dbeteiligte Komponenten sind Superoxidanionen (Oy),
Wasserstoffperoxid (H,O2) und Hydroxylradikale, die in unterschiedlichen
Konzentrationen und in verschiedenen Zellen und Organen

353738  Hieraus resultieren verschiedene Reaktionskinetiken

vorkommen
von NO in vivo. Die sauerstoffabhangigen Radikale werden im GefaR-

system Uberwiegend von Endothelzellen und Makrophagen gebildet.

1.3 NO-Metabolismus im Plasma

Der groRte Anteil des intravaskular gebildeten NO wird durch die Reaktion
mit erythrozytarem Hamoglobin zu Nitrat inaktiviert (siehe 1.4). Das im
Plasma vorliegende Nitrit wird rasch durch Oxidation via Oxyhamoglobin
ebenfalls zu Nitrat umgewandelt. Nitrat stellt ein stabiles Abbauprodukt
von NO in vivo dar. Es bleibt im Blut bis zu seiner Ausscheidung Uber die
Nieren stabil und hat eine Halbwertzeit von 5-8 Stunden®**°. Die
Konzentration des Nitrates im Blut wird jedoch in grollem Malde von NO-
Stoffwechsel-unabhangigen Faktoren beeinflusst, wie der Aufnahme durch
die Nahrung, dem Metabolismus durch den Harnstoffzyklus*', der
Absorption durch den Verdauungstrakt*? und der Inhalation aus der Luft*.
Die in der Literatur beschriebenen basalen Konzentrationen von Nitrat
differieren stark und wurden im Plasma mit 0,8-95 pymol/I***® angegeben.
Als Grund hierflr wurden bisher externe Einflul3faktoren benannt. Ein Teil
des gebildeten NO entgeht der Umsetzung zu Nitrat und ist als Nitrit oder
als gebundenes NO (RNO) im Plasma zu finden. Zur besseren
Beurteilung des NO-Metabolismus wurde daher Nitrit als Marker fur die
akute eNOS-Aktivitat gewahlt. Es wurde gezeigt, dass dieser oxidative
Metabolit durch Stimulation bzw. Inhibition in der Unterarmzirkulation des
Menschen einen Marker fiir die akute eNOS-Aktivitat darstellt*’. Plasma
eignet sich als einfache Matrix zur Bestimmung von Nitrit und Nitrat, den
Markern der NO-Synthese.

Bis vor kurzem wurde angenommen, dass endothelial gebildetes NO

ausschliellich parakrin, d.h. lokal in der Gefalkwand wirkt, weil das
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instabile NO-Molekll abhangig von verschiedenen Faktoren nur eine

Halbwertzeit von 0,05 bis 1 Sekunde aufweist. Mittlerweile gibt es jedoch

48,49 auch

50-52 Im

Hinweise, dass die NO-Wirkung durch Speicherformen
systemisch, bildungsortfern, also endokrin, vermittelt werden kann
Plasma wurden NO-Intermediate gefunden, in denen NO reversibel
gebunden und auf diese Weise vor direktem Abbau geschutzt ist.
Weiterhin wurden Nitrosothiole, sogenannte RSNO®' nachgewiesen.
RSNO entstehen durch die nitrosative Reaktion mit plasmatischen
Thiolgruppen von Albumin, Glutathion und Cystein. Die genaue Reaktion,
die zur RSNO-Bildung flhrt ist noch nicht geklart. Man geht jedoch davon
aus, dass die Thiolgruppen in Anwesenheit von Elektronenakzeptoren
(iber das Nitrosylkation zu RSNO**** und nicht, wie lange angenommen,
direkt mit NO reagieren®**°. Neben Thiolen im Plasma kann NO auch mit
Aminen reagieren. Neue Befunde haben gezeigt, dass Nitrosamine
(RNNO) einen physiologischen Bestandteil des humanen Plasmas
darstellen und nicht nur in entzindlichen Prozessen gebildet werden.
Welche Funktion RNNO Ubernehmen und ob auch sie NO freisetzen

konnen, ist noch nicht geklart.

1.4 NO-Metabolismus im Erythrozyten

Erythrozyten nehmen nicht alleine durch ihren grol3en Anteil am
Blutvolumen von bis zu 50% eine zentrale Rolle im vaskuldren NO-
Metabolismus ein®®. Erythrozyten, primar als Sauerstofftransporter
bekannt, sind zellorganellfreie Blutzellen, die lediglich durch eine
Plasmamenbran vom Blutplasma abgegrenzt sind und vor allem das
Protein Hamoglobin enthalten, welches 3/4 der erythrozytaren Proteine
ausmacht. Hamoglobin besteht aus vier Untereinheiten, von denen jede
Untereinheit eine Hamgruppe tragt. Beim Sauerstofftransport wird der
Sauerstoff (Oz) reversibel an das Ham-Eisen angelagert (Oxygenierung).
Je zwei der vier Untereinheiten besitzen identische Polypeptidketten, die
a- und B-Ketten. Die Erythrozyten wurden im Zusammenhang mit dem
NO-Metabolismus bis vor kurzem lediglich als NO-abfangende Zellen

betrachtet, bei denen endothelial gebildetes NO durch die Reaktion mit
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oxygeniertem Hamoglobin bzw. durch die Bindung an deoxygeniertes
Hamoglobin inaktiviert wird®’°®. Erreicht endothelial gebildetes NO den
Erythrozyten, so kann es mit Hamoglobin prinzipiell drei verschiedene
Reaktionen eingehen. Einerseits kann es wie bereits beschrieben mit
Oxyhamoglobin zu Methamoglobin und Nitrat reagieren. Bei der Bildung
von  Nitrosylhamoglobin  reagiet NO mit dem Eisen des
Deoxyhamoglobins. In einer von Jia et al.*® diskutierten Hypothese kommt
Hamoglobin in zwei verschiedenen Strukturen vor, in einer R-Form (mit
hoher O,-Affinitat) und einer T-Form (mit niedriger O»-Affinitat).
Methamoglobin ist strukturell der T-Form ahnlich. Nach der Oxygenierung
des Hamoglobins in der Lunge (R-Form) bildet sich durch eine
Nitrosierungsreaktion von NO an das Cystein-93 (Cys) der B-Kette des
Hamoglobins S-nitroso-Hamoglobin®*®°. Die O,-Abgabe des Hamoglobins
in der Peripherie ist mit einer Strukturdnderung zur T-Form verbunden.
Dies resultiert ebenfalls in der Freisetzung des an Cys-93 gebundenen
NO. Sowohl S-nitroso-Methdmoglobin als auch S-nitroso-Hamoglobin
fuhren infolge der durch die Strukturanderung des Hamoglobins
induzierten Instabilitdt und nachfolgender NO-Abspaltung zu einer
Dilatation der Blutgefasse. Nitrosyl-Hamoglobin fuhrt wie natives
Hamoglobin durch Abfangen endothelialen NO zu einer Vasokonstriktion.
Aulerdem ist eine Beeinflussung der Thrombozytenaggregabilitat durch
das aus S-nitroso-Hamoglobin freigesetzte NO beschrieben®. Wie das im
Erythrozyten an Hamoglobin gebundene NO in das zellumgebende
Plasma gelangt, konnte lange nicht geklart werden. Inzwischen wird
angenommen, dass ein in der Erythrozytenmembran lokalisierter AE1-
Transporter (Anionenaustauscher 1-Transporter) NO Uber verschiedene
Bindungen ins extrazellulare Medium iiberfiihrt®’. Erythrozyten scheinen
also nicht nur Abbauort von NO, sondern auch ein regulatorischer
Bestandteil der vaskularen NO-Bioverfugbarkeit zu sein. Das im Vollblut
befindliche Nitrit wurde wie oben beschrieben primar als intermediares
Zwischenprodukt im Abbau von NO betrachtet. Neueste Untersuchungen
bestatigen jedoch eine altere Hypothese, nach der auch im humanen

Organismus, ahnlich der bakteriellen Nitrit-Reduktase, aus Nitrit NO
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gebildet werden kann. Drei Mechanismen sind beschrieben: Die

Xanthinoxidoreduktase®®, die nicht-enzymatische Dysproportionierung

oder Saure-Reduktion®®64

57,65

und die nicht-enzymatische NO-Bildung durch
Deoxyhamoglobin
Das aus Erythrozyten freigesetzte NO stammt nicht ausschliellich aus
den NO-Speichern. In der Literatur bestehen sehr widersprichliche
Hinweise auf eine erythrozytare NO-Synthase. Einerseits wird eine
Aktivitat im Zytosol oder ihrer Membran durch NO-Bildung nachgewiesen
%687 andererseits konnte zu diesem Zeitpunkt keine NOS-spezifische NO-
Bildung detektiert werden. Der Beweis einer aktiven NOS wurde
widerlegt®® und der Proteinnachweis der erythrozytiren NOS entweder als
inaktives Protein oder als katalytisches Enzym interpretiert®®. Es kam
hinzu, dass die NO-Synthese nicht eindeutig einem aktiven Enzym
zugeordnet werden konnte und sich der Proteinnachweis flir den
Erythrozyten als anfechtbar herausstellte. Somit konnte bisher keine
physiologisch relevante basale NO-Bildung fur ein Blutkompartiment
erbracht werden. In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe konnte eine
eNOS-Expression und Aktivitat im Erythrozyten nachgewiesen werden. In
diesen Voruntersuchungen gelang erstmals eine eindeutige und
vollstandige Beweisfuhrung fur eine NOS-Aktivitat im Erythrozyten. Im
Gegensatz zur widerspruchlichen Literatur konnte die Expression einer
eNOS durch RT-PCR und im Western-Blot sowie immunzytochemisch
nachgewiesen werden. Die Aktivitat der erythrozytaren NOS wurde Uber
die Bestimmung von Nitrit als primarem Marker von NO bestimmt. Durch
eine Stimulation mit dem L-lsomer von Arginin konnte im Gegensatz zu
dem D-Isomer eine Synthesesteigerung gezeigt werden. In Vvitro
Untersuchungen erbrachten erste Hinweise auf eine mogliche Bedeutung
einer erythrozytaren NO-Bildung fur die vaskulare Homdostase. Zum
einen ist die Verformbarkeit der Erythrozyten als wesentliche
Voraussetzung fiur eine erfolgreiche Passage der Mikrozirkulation
unmittelbar von der eigenen NO-Bildung abhangig und kann durch NOS-
Inhibition oder durch Abfangen von NO nahezu vollstandig aufgehoben

werden. Zum anderen konnten Evidenzen flr einen Export von bioaktivem
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NO aus Erythrozyten erhoben werden: a) nach Inkubation von
Erythrozyten mit L-Arginin steigen die plasmatischen RNO-Konzentra-
tionen an, b) L-Arginin-stimulierte Erythrozyten hemmen die Thrombo-

zyten-Aggregation und c) dilatieren eNOS-defiziente Gefallstreifen.

Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung der erythrozytaren NOS-Aktivitat
durch eine vollstandige, sensitive Detektion der Metabolite Nitrit, Nitrat und
NO selbst sowie dem Nachweis der spezifischen Verstoffwechselung von
Arginin. Durch Detektionsverfahren bei denen NO direkt bestimmt wurde,
sollte abgeschatzt werden, welcher Anteil des synthetisierten NO aus dem
Erythrozyten exportiert wird und potentiell bioaktiv sein konnte. Die
Regulationsmechanismen die fur eine endotheliale Isoform der NOS
bekannt sind (siehe 1.1) sollten biochemisch und immunzytochemisch fur

die erythrozytare NOS untersucht werden.
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2. Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgefuhrt, von Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland bezogen.

21 Probenaufarbeitung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde humanes Vollblut
ausschlieBlich von gesunden, nicht-rauchenden, jungen Normalpersonen
entnommen (20-32 Jahre). Alle Proben zur Nitrit- und Nitratbestimmung
mittels Fluss-Injektions-Analyse (FIA) oder Reduktiver-Chemilumineszenz-
detektion (Reduktiver-CLD) wurden als Dreifachbestimmung aufgegeben
und der Mittelwert aus diesen gebildet. Der pH-Wert von
Inkubationsmedien und Vollblutproben wurde nach Ansetzen, vor und
nach der Probenaufarbeitung und Inkubation mittels pH-Meter (WTW
pH522, Wissenschaftlich-technische Werkstatten, Weilheim, Deutschland)
gemessen. Die Validierung des Gerates wurde vor jeder Proben-
bestimmung mit Pufferldsungen der Werte pH 7 und pH 9 (Puffer 7,00,
Puffer 9,00 Riedel-de Haén® RdH Laborchemikalien, Seelze,
Deutschland) durchgefuhrt. Bei allen biochemischen Untersuchungen zur
erythrozytaren NO-Synthese fluhrte weder die Inkubation noch die Zugabe
der verwendeten Reagenzien zum Vollblut zu messbaren Veranderungen
des pH-Wertes.

211 Blutentnahme

Vollblut wurde Uber eine vendse Punktionskanule (Venofix, 0,8 mm, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) aus der gestauten Vena
cubiti unter Vermeidung einer Hamolyse entnommen. Als Antikoagulanz
wurde Heparin eingesetzt (10 IE*ml”, Liquemin 5000 IE, Roche,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland) (1 pl/ml Vollblut). Bei den Proben zur
spateren Nitratbestimmung (siehe 2.1.7) wurde stattdessen Lepirudin
verwendet (62,5 upg*ml™?, Schering, Berlin, Deutschland) (0,25 pl/ml
Vollblut).
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21.2 Aufarbeitung der Blutproben zur Erythrozytenseparation

Eine Herstellung von Erythrozytenkonzentrat kam im OxyHamoglobin-
Assay (OxyHb-Assay; siehe 2.5.1), bei der Nicht-reduktiven-CLD (siehe
2.5.2) und dem Versuch zum immunzytochemischen Nachweis einer
Phosphorylierung (siehe 2.2) zur Verwendung. Vollblut wurde in einer an
der Spitze verschlossenen Spritze ohne Kolben 20 min bei 800 xg und
4°C zentrifugiert. Der plasmatische Uberstand wurde zu 2/3 abgenommen
und je nach Versuchsaufbau bei 4°C bis zur weiteren Verwendung
gelagert (siehe 2.2.) oder verworfen (siehe 2.5.1, 2.5.2). Nach Losen des
Verschlusses wurden ca. 2/3 der sedimentierten Erythrozyten durch
vorsichtiges Abtropfen gewonnen, ohne dabei die leukozytare
Grenzschicht zu beschadigen. Bei der Erythrozytenseparation wurde ein

Reinheitsgrad von >99% erreicht ®°.

213 Aufarbeitung der Blutproben zur Separation von

Erythrozytenmembranen

Zur Praparation der Erythrozytenmembranen (Ghosts) fur den Citrullin-
Assay (siehe 2.1.10) wurden reine Erythrozytenfraktionen (siehe 2.1.2.)
mit hypotonem Lysepuffer 60 min auf Eis lysiert (Buffer EL Erythrocyte
lysis buffer, QUIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland). Durch eine
Ultrazentrifugation (SORVALL® SUPER T21, Du Pont de Nemours GmbH,
Bad Homburg, Deutschland) wurden die Membranen von Zytosol und
Lysepuffer getrennt (15 min, 27000 xg, 4°C). Das Membransediment
wurde durch wiederholtes Waschen mit phosphatgepufferter
Kochsalzlésung pH 7,3 (PBS) nahezu vollstandig von Hamoglobin-
Ruckstanden befreit, bis Hamoglobin im Spektrophotometer (Beckman
DU® 7500 Spectrophotometer, Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland) bei 415 nm nicht mehr nachweisbar war. Fur die weiteren
Untersuchungen wurden die Ghosts in der dem Vollblut entsprechenden

Zellzahl in PBS aufgenommen (siehe 2.1.10).

20



214 Aufarbeitung der Proben zur Vollblutinkubation

Das Verfahren der Vollblutinkubation wurde fur die Untersuchungen der
NO-Synthese und des NO-Exportes in Erythrozyten in Abhangigkeit der
erythrozytaren NOS verwendet. Untersucht wurde der Export von NO
direkt durch Bestimmung des NO-Radikals via OxyHb-Assay und Nicht-
reduktiver-CLD (siehe 2.5.1, 2.5.2), als auch der Anstieg der oxidativen
Metabolite via FIA, CLD und Nitratreduktase-FIA (NR-FIA) (siehe 2.3-
2.4.1). Interventionen im Vollblut mit L-Arginin, N,-Nitro-_-Arginin (L-NNA)
und Ng-Methyl- -Arginin  (L-NMMA) wurden, wenn nicht gesondert
aufgefuhrt, mit einer Endkonzentration der Substanzen von 3 mM
(Verdinnung 1:100; V/V; Inkubationsmedium:Vollblut) durchgefihrt. Das
Vollblut wurde direkt nach der Entnahme mit einem oder mehreren
Inkubationsmedien (siehe Tab. 2.2) versetzt. Als Kontrolle diente eine
Inkubation der Probe mit PBS. Eine aufgearbeitete Probe wurde zu zwei
Anteilen aliquotiert. Ein Teil wurde als Basalwert direkt vermessen, der
andere zuvor im Schuttelwasserbad bei 37°C flr 30 min lichtgeschutzt
inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine Verdunnung mit PBS (1:5; V/V;
Probe:PBS) gestoppt. Nach Abzentrifugation der korpuskularen
Bestandteile (800 xg, 4°C, 20 min) wurde der plasmatische Uberstand je
nach Bestimmungsverfahren gemessen (hinsichtlich der  Nitrit-
konzentration mittels Reduktiver-CLD siehe 2.3.2) oder weiterverarbeitet
(Nitrit-/ Nitratbestimmung mittels FIA/NR-FIA siehe 2.1.7, 2.3.1, 2.4.1).

Nitrit wurde ebenfalls als Marker verwendet, um die Abhangigkeit der NO-
Synthese von der Substratkonzentration darzustellen (siehe Tab. 2.2).
Vollblut wurde mit aufsteigenden L-Argininkonzentrationen inkubiert (O,
0,3, 3, 30, 300, 3000 uM, Endkonzentration), nach oben genanntem

Protokoll aufgearbeitet und vermessen.

21.5 Reduktion der endogenen L-Arginin-Konzentration

Humanes Vollblut und Erythrozytenmembranen wurden vor der Durch-

fuhrung des Citrullin-Assays (siehe 2.1.10 und Tab. 2.3) und vor der
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Untersuchung zur  Abhangigkeit der NO-Synthese von der
Substratkonzentration (siehe 2.1.4) mittels Arginase an endogenem L-
Arginin verarmt. Zur Kontrolle der Funktionalitat der L-Argininverarmung
wurde Vollblut nach Blutentnahme und Antikoagulation mit Arginase (1
Unit (U) Arginase setzt 1 yM L-Arginin/min um) versetzt und bei 37°C 5
min im Schuttelwasserbad inkubiert. Zur Gegenuberstellung wurden
Vollblutproben nach gleichem Protokoll ohne Zugabe von Arginase
hinsichtlich ihres Nitritgehaltes via Reduktiver-CLD (siehe 2.3.2)
vermessen. Durch Zugabe des Arginase-Inhibitors L-Valin (30 mM) wurde
das Enzym nach Argininverarmung der Probe inhibiert. Somit wurde die
endogene L-Argininkonzentration maximal vermindert und die Zugabe von
exogenem L-Arginin standardisiert. Zur Kontrolle wurde neben der
Nitritbestimmung an einem  Subkollektiv die plasmatische L-

Argininkonzentration bestimmt (siehe 2.6.1).

2.1.6 Protokoll zur Untersuchung von Regulationsfaktoren der

erythrozytaren NOS

Vollblut wurde neben L-Arginin mit jeweils einem oder mehreren
Inkubationsmedien (Ca-lonophor und Ethylendiamtetraessigsaure (EDTA),
Konzentrationen siehe Tab. 2.1) versetzt. Nach Inkubation und Zentri-
fugation (siehe 2.1.4) erfolgte die direkte Nitritmessung des plasmatischen
Uberstandes mittels Reduktiver-CLD (siehe 2.3.2). Als Kontrolle wurde
PBS-inkubiertes Vollblut verwendet.

Tab. 2.1: Regulationsmechanismen der NOS und zur Stimulation bzw. Inhibition
eingesetzte Mediatoren in den jeweils zur Inkubation verwendeten Konzentrationen.

Mechanismus Inhibition Stimulation
Fendilin [50 uM]
Ca™*/CaM Calmidazolium [15 uM] Ca-lonophor [50 uM]
EDTA [5 mM]
Proteinkinasen Wortmannin [20 nM] Insulin [27,5 pU]
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21.7 Probenaufarbeitung zur Nitrit- und Nitratmessung mittels
FIA

Zum biochemischen Nachweis einer erythrozytaren NO-Synthese wurde
Vollblut mit L-Arginin, dem Substrat der NOS sowie dem L-Arginin-
Analogon L-NNA, einem Inhibitor des Enzyms, inkubiert. L-NNA wies eine
hohe Kontamination (ca. 400 uM) an Nitrit, dem hier zu bestimmenden
Marker der NO-Synthese, auf. Durch Zugabe von Nitrit (Merck, Darmstadt,
Deutschland) wurden die basalen Nitritkonzentrationen in den Inkubations-
medien initial dem von L-NNA angeglichen. Vollblut wurde nach dem in
2.1.4 beschriebenen Protokoll zur Vollblutinkubation aufbereitet, inkubiert
und zentrifugiert (siehe Tab. 2.2). Der plasmatische Uberstand wurde in
Ultrafiltrationsrohrchen  Centricon® YM 10 (cut off 10 kDa, Millipore
Corporation, Eschborn, Deutschland) uberfuhrt und 2 h, bei 4°C, 4000 xg
ultrafiltriert. AnschlieBend erfolgte die Messung des Ultrafiltrates mittels
FIA und NR-FIA (siehe 2.3.1 und 2.4.1).

21.8 Probenaufarbeitung zur plasmatischen Nitritbestimmung
mittels CLD

Nach den Vollblutinkubationen (sieche 2.1.4) wurden die Proben
grundsatzlich mit PBS (1:5; V/V) verdunnt. Es folgte eine direkte
Zentrifugation bei 800 xg, 4°C fur 20 min. Der plasmatische Uberstand
wurde abgenommen und die Nitritkonzentration im Plasma mittels
Reduktiver-CLD (siehe 2.3.2) bestimmt. Vor jeder Messung erfolgte eine

Aufgabe wassriger Nitritstandards zur Eichung der Anlage.

21.9 Probenaufarbeitung zur Vollblutnitritbestimmung mittels
CLD

Neben der plasmatischen Bestimmung von Nitrit zur Quantifizierung der
erythrozytaren NO-Synthese (siehe 2.1.8) wurde Vollblut hinsichtlich
seines Nitritgehalts vor und nach Inkubation mit verschiedenen
Mediatoren (PBS, L-Arginin und L-NMMA) der NOS mittels Reduktiver-
CLD (siehe 2.3.2) bestimmt™.
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Tab. 2.2: Ubersicht der Probenaufarbeitung

Abschétzung der gesamten Aktivitét

\4

'

I

Regulationsfaktoren der erythrozytaren NOS

biochemisch

immunzytochemisch

| —

i

Nitrit Nitrat VB- NO Substrat - CaM Proteinkinasen
Nitrit Konzentration
Antikoagulanz Lepirudin Lepirudin Heparin Heparin Heparin Heparin Heparin
0,25 pl/ml 0,25 pl/ml Tul/ml Tul/ml Tul/ml Tul/ml Tul/ml
Probenauf- PBS PBS PBS Erythrozyten- +Arginase PBS, Ca- PBS
arbeitung L-Arginin L-Arginin L-Arginin konzentrat lonophor Insulin
L-NNA L-NNA L-NMMA L-Arginin (O, EDTA, Fendilin Wortmannin
Hkt 8% in 0,3, 3, 30, 300, Calmidazolium jeweils
Messkammer 3000 uM) jeweils + L-Arginin
(PBS) + L-Arginin
Inkubation 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
PBS
Verdinnung Verdinnung Verdunnung L-Arginin Verdiinnung 1:5 Verdinnung 1:5 | Verdiinnung 1:4
Probenauf- 1:5 1:5 1:5 L-NMMA Probe:PBS Probe:PBS Probe:PBS
arbeitung Probe:PBS Probe:PBS Probe:PBS direkte
Injektion in die
Zentrifugation 800 xg, 800 xg, 800 xg, Messkammer 800 xg, 800 xg, 800 xg,
4°C, 20 min 4°C, 20 min 4°C, 20 min 4°C, 20 min 4°C, 20 min 4°C, 20 min
Ultrafiltration Ultrafiltration
des des
plasmatischen | plasmatischen
Uberstandes Uberstandes
VB-Nitrit NO Plasma-Nitrit Plasma-Nitrit Plasma-Nitrit
Messmethode Ultrafiltrat Ultrafiltrat mittels mittels mittels mittels mittels
mittels FIA mittels NR-FIA Reduktiver- Nicht- Reduktiver-CLD | Reduktiver-CLD | Reduktiver-CLD
CLD reduktiver 60°C 60°C 60°C
20°C CLD 37°C




21.10 Probenaufarbeitung fiir den Citrullin-Assay

Aus Vollblut wurde nach endogener Argininverarmung (siehe 2.1.5)
Erythrozytenkonzentrat (siehe 2.1.2) hergestellt und die Erythrozyten-
membranen separiert (siehe 2.1.3). Nach Zugabe des Arginase-Inhibitors L-
Valin wurden die Proben in Homogenisierungspuffer solubilisiert. Dieser war
zusammengesetzt aus Tris-HCI pH 7,5 (50 mM), Dithiothreitol (DTT; 0,1 mM)
und Phenylmethylsulfonylfluorid (1 mM). Ein Teil des Proteinextraktes wurde
mit Reaktions-Puffer, bestehend aus Tris-HCI pH 7,5 (50 mM), Flavin-
Adenosin-Dinukleotid (FAD; 2 uM), CaM (1 uM), CaCl, (1,5 mM), DTT (1
mM), BH4 (15 pM), L-Arginin (20 uM) und Proteinase-Inhibitor, ein anderer
als Kontrolle nur mit Homogenisierungspuffer und Proteinase-Inhibitor (siehe
Tab. 2.3) mittels eines Ultra Turrax T25 (lka, Staufen, Deutschland) 30 sek
bei 24000 rpm auf Eis homogenisiert. Jeweils eine Probe wurde mit dem
NOS-Inhibitor L-NNA versetzt. Allen Proben wurde als Stimulanz radioaktiv
markiertes [°H]-L-Arginin (jeweils 2 uCi) hinzu gegeben und diese fiir 30 min
bei 37°C im Heizblock (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Die
Reaktion wurde mit Stopp-Puffer (4°C) beendet und die Proben auf ein
Dowex-Austauscherharz (50X8-400) gegeben. Der Stopp-Puffer setzte sich
zusammen aus 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonat (Hepes) pH 5,5
(20 mM) und EDTA (2 mM). Das wahrend der Inkubation entstandene [°H]-L-
Citrullin wurde auf Grund seiner neutralen Ladung bei einem pH von 5,5 im
Austauscherharz nicht durch dieses zuruckgehalten. Nach einer weiteren
Inkubation konnte es entnommen und die Radioisotope [*H] mittels

Szintillationszahler gemessen werden.
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Tab. 2.3: Probenaufarbeitung fur den Citrullin-Assay

Blutentnahme und Antikoagulation
mit Heparin 5000 IE (1ul/ml)
+ Arginase (siehe 2.1.5)

Herstellung von
Erythrozytenkonzentrat (siehe 2.1.2)

Herstellung von Ghosts (siehe 2.1.3)

+ L-Valin (30 mM)
|

‘— Solubilisierung in Homogenisierungspuffer —\

Reaktionspuffer Homogenisierungspuffer
+ Proteinaseinhibitor + Proteinaseinhibitor
l— Homogenisierung ,
| —

+ [°H]-L-Arginin (20 uM)
+ L-NNA (3 mM)
Inkubation |

Stopp-Puffer und Aufgabe auf ein Austauscherharz
Bestimmung des Uberstandes mittels Szintillationszahler

2.2 Immunzytochemische Untersuchungen der erythrozytaren
NOS

Auf proteinbiochemischer Ebene sollte untersucht werden, ob die im Rahmen
dieser Arbeit gezeigte Steigerung der NO-Synthese der Erythrozyten durch
eine Stimulation mit Insulin ebenfalls zu einer immunzytochemisch
nachweisbaren Phoshorylierung flhrt. Separierte Erythrozyten (siehe 2.1.2)
wurden in den zellfreien Uberstand resuspendiert (1:1) und dem Ansatz L-
Arginin hinzugegeben. Ein Teil der Probe wurde als Kontrolle direkt 1:15 mit
PBS verdunnt. Der weitere Anteil der Probe wurde mit Insulin (27,5 pU)
(Actrapid® NovoNordisc Bagsvaerd, Danemark) 30 min im Schiittelwasserbad
inkubiert (siehe 2.1.4). Die Reaktion wurde bei gleicher Verdinnung mit PBS
gestoppt und die Zellen mit Paraformaldehyd (4%) in PBS fur 30 min fixiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Erythrozyten auf
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Deckglasern (24x32 mm) ausgestrichen und hitzefixiert. Danach wurden sie
in TBS (Tris-Bor-Saure 0,1 M) gewaschen, fur 30 min mit Trypsin (0,1%)
permeabilisiert und fir 20 min in eine Losung, bestehend aus PBS, H,0,
(2%) und Methanol (80%) gegeben. Die Ausstriche wurden mit Milchpulver
(3%), geldst in TPS, fir 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Es folgte
eine Inkubation in TPS mit Milchpulver (0,3%), Tween 20 (0,03%) und dem
priméren polyklonalen Kaninchen Antikdrper gegen P-eNOS (Ser''"") (1:500,
Upstate, Lake Placid, USA). Nach Waschen der Proben mit TPS wurden die
Ausstriche mit dem zweiten Antikérper (goat-anti-rabbit-antibody, Dako,
Glostrup, Danemark) in einer Verdinnung von 1:400 flr 30 min inkubiert. Als
Negativkontrollen wurden Erythrozyten ohne den primaren Antikorper
inkubiert. Ein Streptavidin-Peroxidase-konjugiertes-Antigen (Verdunnung
1:150; Amershan, Buckinghamshire, England) wurde den Ausstrichen fur 30
min hinzugegeben. Die Reaktion wurde mit 3,3’-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid geldst in PBS durchgefuhrt.

Die immunzytochemischen Untersuchungen der Erythrozytenausstriche
wurden von Prof. W. Bloch und seinen technischen Assistenten/-innen an der

Deutschen Sporthochschule Kéln durchgefihrt.

2.3 Methoden zur Bestimmung von Nitrit

Der Nitritgehalt der Proben wurde mittels zwei verschiedener Methoden, der
Fluss-Injektions-Analyse (siehe 2.3.1) und der Reduktiven-Chemilumi-
neszenzdetektion (siehe 2.3.2), mit hoher Sensitivitat und Spezifiat bestimmt.
Die Bestimmung plasmatischen Nitrits mittels beider Verfahren zeigt eine
signifikante Korrelation: FIA/Reduktiver-CLD: r=0,96; p>0.001°C.

2.31 Fluss-Injektions-Analyse

Die Nitritkonzentration wurde vor und nach enzymatischer Reduktion von
Nitrat zu Nitrit der Proben (siehe 2.1.7, 2.4.1) mittels FIA bestimmt. Diese
Technik beruht auf einer Absorptionsénderung bei der Reaktion von Nitrit mit

N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin und Sulfanilamid, der Griess-Reaktion.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Griess-Reaktion

Eine Hochdruckflussigkeitschromatographie-Pumpe (HPLC-Pumpe) (Sunflow
100, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) pumpt mit einer konstanten
Flielligeschwindigkeit von 1 ml/min Griess-Reagenz durch einen Entgaser (2-
Kanal Degaser Populair, SunChrom, Friedrichsdorf, Deutschland) in die
Messkammer eines Photometers (Shimadzu SPD-6AV). Das Griess-
Reagenz setzt sich aus gleichen Teilen Sulfanilamid (Merck, Darmstadt,
Deutschland) mit einer Konzentration von 10 g/l geldost in 1% Salzsaure
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamid mit einer
Konzentration von 0,2 g/l gelést in HPLC-Wasser (LiChrosolv®, Merck,
Darmstadt, Deutschland) zusammen. Ein Autoinjektor (Triathlon, Spark
Holland, Niederlande) injiziert ein Volumen von 20 ul der aufgearbeiteten
Probe (siehe 2.1.7) in das flieRende Griess-Reagenz. Die nun ablaufende
Reaktion geht mit einer Absorptionsanderung bei 545 nm einher. Das
nachgeschaltete Photometer misst diese Absorptionsanderung und
ubermittelt die Messdaten Uber eine Interface-Box (Knauer, Berlin,
Deutschland) an einen handelsublichen Computer. Die Daten werden mit der
Chromatographie-Software Chromgate 2.55 (Knauer, Berlin, Deutschland)

analysiert und die Nitritkonzentration Uber die Peakhohe bestimmt. Vor jeder

28



Analyse wird durch Aufgabe wassriger Nitritstandards eine Eichung der

Anlage durchgefuhrt.

Entgaser HPLC-Pumpe

Griess
Reagenz

-

Photometer

Soo-
S50

Interface-Box

Datenaufnahme u.
Datenverarbeitung

Autoinjektor

Abfall

R

Abb. 2.2: Anordnung der Fluss-Injektions-Analyse

2.3.2 Reduktive-Chemilumineszenzdetektion

Die Reduktive-CLD detektiert gasformiges Stickstoffmonoxid. Die Methode
beruht auf der Messung von Lichtquanten, die stdéchiometrisch bei der
Reaktion von NO mit Ozon (O3) frei werden, so dass NO in eine gasformige
Form uUberfuhrt werden muss. Zur Messung wurde eine Anlage der Firma
Ecophysics (Typ CLD 88 NO e, Eco Physics, Schweiz) verwendet. Die
Proben (siehe 2.1.4-2.1.6, 2.1.8, 2.1.9) wurden zunachst mit einer gasdichten
Glasspritze (Typ 1710/50 RN, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) durch eine
Kunststoffmembran in die Reaktionskammer (Verhees, Neuss, Deutschland)
der Anlage injiziert. Das Aufgabevolumen betrug bei den Nitritmessungen je
100 ul. Das Reaktionsgefaly wurde mit 60°C warmem Wasser umspuilt.
Durch eine Glasfritte stromte wahrend der gesamten Messung mit
konstantem Fluss Helium (Linde, UnterschleiRheim, Deutschland). In der
Injektionskammer befanden sich 20 ml iodhaltige-reduktive Reaktionsldsung
(Braun’sche Ldsung). Diese enthielt 3,24 g Kaliumjodid (Merck, Darmstadt,
Deutschland) und 1,14 g lod gelést in 30 ml HPLC-Wasser (Merck,
Darmstadt, Deutschland), versetzt mit 405 ml konzentrierter Essigsaure
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(Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Braun'sche Ldsung diente der
reduktiven Freisetzung von NO aus der Probe, welche nach folgender

Reaktionsgleichung ablauft:

NO; +2H" — NO* + H,O
NO™ + I - ONI
2 ONI — 2NO + 1,

Das auf diese Weise aquimolar aus Nitrit gebildete NO konnte dann mittels
der oben beschriebenen Photoreaktion bestimmt werden. Aufgrund des
hohen Loslichkeitskoeffizienten trat das gebildete NO schnell in die
Gasphase Uber und gelangte so in die Reaktionskammer der Anlage, wo NO
mit O3 detektiert wurde. Os; reagierte dabei spezifisch mit NO zu
Stickstoffdioxid. Zur Datenaufnahme und Integration wurde ein handels-
ublicher PC mit der Software Eurochrom (Knauer, Berlin, Deutschland)
verwendet. Zur Verbindung zwischen Rechner und Anlage diente eine
Interfacebox der Firma Knauer. Die Gro3e des Signals wurde als Flache
unter der Kurve bestimmt. Vor jeder Analyse wurde durch Aufgabe wassriger

Nitritstandards eine Eichung der Anlage durchgefihrt.

NO-Analyzer

°©
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Eis

NaOH-Falle .
Interface
Box

Braun'sche
Lésung

60°C Wasser —
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Verarbeitung
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Chemilumineszenzdetektion
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24 Methode zur Bestimmung von Nitrat

241 Nitratreduktase-FIA (NR-FIA)

Im ersten Schritt wurde Nitrat mittels Nitratreduktase zu Nitrit reduziert. Die
zu untersuchenden Proben wurden mit Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH), gelost in Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen,
Deutschland), sowie einer weiteren Losung bestehend aus Nitratreduktase,
Glucose-6-Phosphat (G6P; Roche Life Sciences, Mannheim, Deutschland)
und Glucose-6-Phophat-Dehydrogenase (G6PDH; Roche Life Sciences,
Mannheim, Deutschland) gelost in Aqua ad injectabilia und TRIS-HCI
(BioRad, Kalifornien, USA) versetzt und in einem Warmeschrank bei 25°C flur
1 Stunde inkubiert. Das in der Probe vorhandene Nitrat wurde so durch die
Nitratreduktase unter Verbrauch von NADPH zu Nitrit reduziert. NADP®,
welches durch den Verbrauch aus der Reaktion entstanden war, wurde durch
die G6PDH zu NADPH reduziert und so permanent dem Gleichgewicht der
Nitratreduktasereaktion entzogen. So wurde eine vollstandige Umwandlung

des Nitrats zu Nitrit gewahrleistet.

Reaktion von Nitrat

durch die NR Griess-Reaktion
[ VW \
NR
NO;s’ / \ » NO; Sulfanilamid
NADP NAD l

“N=N ~ sulfanilamid

>< Naphtylendiamin
G6PD T

6-Phospho- G6P

luconolacton
¢ Naphtylendiamin =~ N=N ~ Sulfanilamid

6 A=540

Abb.2.4: Nitratreduktase- und Griess-Reaktion

Im zweiten Schritt wurde das so zu Nitrit Uberflhrte Nitrat basierend auf der
Griess-Reaktion quantifiziert (siehe 2.3.1). Die Messung des Ultrafiltrats
(siehe 2.1.7) erfolgte mittels NR-FIA.
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25 Methoden zur direkten Bestimmung von Stickstoffmonoxid

251 Der Oxyhamoglobin-Assay

Die Quantifizierung von NO Uber den Oxyhamoglobin-Assay basiert auf der
stdchiometrischen Umwandlung von Oxyhamoglobin (OxyHb; Fe?*) durch
NO zu Methdmoglobin (MetHb; Fe**) und Nitrat’""2.

OxyHb + NO — MetHb + NO3

Die Bestimmung erfolgt Uber die Messung der Differenz zwischen der
Messwellenlange und einer Referenzwellenlange. Die hochste Sensitivitat
wird durch Auswahl einer Messwellenlange erreicht, bei der die
Extinktionsdifferenz zwischen OxyHb und MetHb am groften ist (401 nm).
Die Absorption dieser Wellenlange wird von der Absorption des
isosbestischen Punkt (411 nm) subtrahiert, um somit von apparativen und
zeitlichen  Schwankungen des Photometers und der Messlosung
unbeeinflusst zu bleiben. Dieses Verfahren wird als Differenz-
spektrophotometrie bezeichnet. Als isosbestischer Punkt ist die Wellenlange
definiert, bei der die molaren Extinktionskoeffizienten zweier Substanzen, die
ineinander Uberflhrbar sind, den gleichen Wert besitzen. Die NO-Bildung
kann kontinuierlich durch die zeitabhangige Registrierung der Absorptions-

anderung, ausgeldst durch Oxidation des Hamoglobins, beobachtet werden.

Messung im Durchflussystem

Zur Messung der NO-Freisetzung wurde Erythrozytenkonzentrat (siehe
2.1.2) innerhalb eines Dialyseschlauchs (SpectrumLaboratories, Inc.,
PorengréRe 25-30 A, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland) in eine
auf 37°C temperierte Chromatographiesaule gegeben (Column 10/10 mit
Adapter AC/10; Pharmacia, Freiburg). Die Erythrozyten wurden bei 37°C mit
einem konstanten Fluss von 2 ml/min (ber eine IKA®-Schlauchpumpe (PA-
SF, Janke&Kunkel, IKA-Labortechnik, Stauffen, Deutschland) mit der Oxy-
hamoglobin-Lésung umstromt. Es folgte eine kontinuierliche, zeitabhangige

Registrierung der Extinkionsdifferenz mit Hilfe einer Durchflusskivette
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(Schichtdicke 1 cm, QS 178-010, Hellma, Muhlheim, Deutschland) in einem
Photodioden-Array-Spektralphotometer Beckman DU® 7500 Spectro-
photometer (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Interventionen
mit L-Arginin und L-NMMA wurden mit einem konstanten Volumen von 2 mi/h
mittels einer Spritzenpumpe (Infusomat Precidor; Infors AG, Basel, Schweiz)
in das Schlauchsystem appliziert. Um die NO-Bildung quantitativ bestimmen
zu konnen, wurde vor jeder Analyse der NO-Donator S-Nitrosoglutathion
(GSNO; 100 uM) als Standard infundiert und die erythrozytare NO-Synthese
uber die Flache unter der Kurve berechnet. Zur Kontrolle erfolgte nach einer
ca. 15 minutigen Aufzeichnung des Basissignals eine Perfusion der
Erythrozyten mit PBS fur ca. 20 Minuten. Zwischen den jeweiligen Infusionen
lag eine Pause von 20 Minuten. Nach Erreichen der Basislinie wurden

weitere Interventionen mit L-Arginin und L-NMMA durchgefuhrt.

Erythrozytenkonzentrat
In Dialysemembran

Dreiwegehahn

Computer zu Datenaufzeichnung
Abfall

Rollerpumpe

OxyHb

oooo @

Perfusor mit Original-Perfusor-Spritze

Photometer mit
Durchflusskivette

Abb. 2.5: Schematischer Aufbau des OxyHamoglobin-Assays

25.2 Nicht-reduktive-Chemilumineszenzdetektion

Als zweite Methode zum direkten Nachweis von NO aus Erythrozyten wurde
die Nicht-reduktive-CLD verwendet. In die Injektionskammer wurde
Erythrozytenkonzentrat (siehe 2.1.2) in PBS mit einem Hamatokrit (HKT) von

8% appliziert. Um Schaumentwicklung weitestgehend zu vermeiden, wurde
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Silikon  (Korasilon Entschaumer FT20, Bad Berleburg-Raumland,
Deutschland) hinzugegeben. Das Reaktionsgefal® wurde wahrend des
Versuchszeitraums mit 37°C temperiertem Wasser umspdult. Interventionen
mit L-Arginin und L-NMMA erfolgten nach einer 5 minitigen Aquilibration des
Messvorganges und wurden jeweils mit einem Volumen von 100 ul appliziert

(siehe 2.3.2). Als Standard wurde zur Quantifizierung GSNO hinzu gegeben.

NO-Analyzer
4°C Wasser —|
0 0
Puffersubstanz o
mit Erythrozyten 60‘?’ ° Eis
HKT 8% ] Q\
NaOH-Falle B
37°C Wasser — Interface
Box
ECW
==
Datenaufnahme und
. Verarbeitun
Helium 9
Abb. 2.6: Schematischer Aufbau zur Nicht-reduktiven-CLD
2.6 Methode zur Bestimmung von L-Arginin

2.6.1 Argininbestimmung im Plasma

Zur Separation und Quantifizierung von L-Arginin im Plasma wurde ein
HPLC-Verfahren angewandt, das mit hoher Sensitivitat L-Arginin nachweisen
konnte. Die HPLC-Anlage bestand aus einer Doppelhubpumpe S 1100 mit
einer aktiven Niederdruckmischkammer S 8110 (Sykam, Gilching,
Deutschland) und einem eingeschleiften Handrheodyne 7125 (Rheodyne,

Cotati CA, USA) mit 20 pl Injektionsschleife sowie einem kuhlbaren
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Probenaufgeber Triathlon (Spark Holland, Emmen, Niederlande). Die
Fluoreszenzdetektion erfolgte mit einem Linear LC 304 (Reno, NE, USA), die
Steuerung der Pumpen und des Ldsungsmittelgradienten, die Datenauf-
nahme sowie die Integration mit dem AXXIOM-System 727 (Moorpark, CA,
USA). Die Messungen wurden bei einer Exzitationswellenlange A=330 nm
und einer Emissionswellenlange A=450 nm unter Verwendung einer 3,1 pl
Durchflusszelle und einer gepulsten Xenon-Lampe (4 W, Lampenfrequenz 20
Hz) durchgefuhrt. Als analytische HPLC-Saule wurde eine Hypersil ODS
125*4,6 mm 3 pym mit einer entsprechenden Vorsaule verwendet (Grom,
Herrenberg, Deutschland). Durch eine Peltier-Kihlung S 4010 (Sykam,
Gilching, Deutschland) wurde die Temperatur der HPLC-Saule konstant auf
20°C gehalten. Zur Elution der Aminosauren von der stationaren Phase
wurde ein bindres Puffersystem verwendet. Der Grundpuffer bestand aus
einem 12,5 mmol/L Natrium-Phosphatpuffer mit pH 7,2. Ein Teil dieses
Grundpuffers wurde mit THF im Verhaltnis 100:1,5 (V/V) vermischt und
diente als Elutionspuffer A. Der restliche Grundpuffer wurde mit Methanol
und ACN im Verhaltnis 50:35:15 (V/V/V) versetzt und diente als
Elutionspuffer B. In dem Verlauf einer HPLC-Analyse wurde der
Elutionspuffer B zeitlich versetzt in prozentualen Anteilen dem Elutionspuffer
A zugemischt. Dies diente der Erhdohung der Anteile organischer
Ldsungsmittel und damit der schnelleren Elution der Aminosauren von der
stationaren Festphase. Zur Detektion der Aminosauren mittels Fluoreszenz
mussten die Proben zunachst mit o-Phthaldialdehyd derivatisiert werden. Die

Proben wurden dann mittels Triathlon aufgegeben und vermessen.

2.7 Mathematisch-statistische Tests

Von allen Daten werden MittelwerttStandardfehler (SE) nebst der Anzahl der
Proben angegeben. Anderungen der biochemischen Parameter wurden
durch den Mann-Whitney-U-Test erfasst (Computerprogramm SPSS® 12.0
fur Windows, Chicago Ill., USA). Als statistisch signifikant galt ein p-Wert
<0,05. Zur graphischen Darstellung der Daten und der linearen Regression,

insbesondere zur Erstellung der Eichgrade der Nitrit- und der
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Nitratstandards, wurde das Computerprogramm MicroCal Origin® (Version
7.0 MicroCal Software Inc., North Hampton, MA, USA) verwendet.

271 Berechnung der NO-Syntheserate der Erythrozyten

Die Berechnung der erythrozytaren Syntheserate basierte auf
physiologischen GréfRen und gemessenene Werten.
Bildung/Zelle= (Bildung)/ (Zellzahl/ml)
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3. Ergebnisse

Um die Bildung erythrozytar gebildeten Stickstoffmonoxid abschatzen zu
kénnen, wurden oxidative Metabolite in Plasma und Vollblut, exportiertes NO

aus Erythrozyten und die enzymatische Aktivitat bestimmt und verglichen.

3.1 NOx Metabolite

Die NO-Bildung aus Erythrozyten wurde uber plasmatisches Nitrit und Nitrat
mit der FIA bestimmt (jeweils n=6). Des Weiteren wurde NO direkt mittels
OxyHamoglobin-Assay und Nicht-reduktiver-CLD gemessen. Nach Vollblut-
inkubation lag die Nitritbildung unter Kontrollbedingungen im Plasma bei
16,3+£0,7 pmol/ml/min (Abb. 3.1a) und die Nitratbildung bei 13,3+10,2
pmol/ml/min (Abb. 3.1b). Sowohl die Nitrit- als auch die Nitratbildung konnten
durch Zugabe von L-Arginin, dem Substrat der NOS, gesteigert werden: die
Nitritbildung um ca. 20% auf 19,3+0,8 pmol/ml/min (Abb. 3.1a) und die
Nitratbildung um ca. 655% auf 100,6£20,6 pmol/ml/min (Abb. 3.1b). Eine
Inkubation mit dem spezifischen NOS-Inhibitor L-NNA hob das basale Signal
im Vergleich zur Kontrolle fast vollstandig auf: Nitrit 0,9+0,8 pmol/ml/min
(Abb. 3.1a), Nitrat 10,6+9,5 pmol/ml/min (Abb. 3.1b).

224 a 110+
20 * b *

T 100+
18 904
16 804

£ =
£ 14 £
= = 704
£ E
2 121 3 604
g_ g 60
= S
8310' o 50_
5 5
he)
3 8] S 401
z 2
Z 64 £ 30-
zZ
44 20
21 *y 10 m#
0- T 0_

Kontrolle L-Arginin  L-NNA

Abb. 3.1: Plasmatisches NO, als auch NO; steigt in Abhangigkeit der erythrozytiren
NOS an. Bildung von Nitrit (Abb.a) und Nitrat (Abb.b), gemessen im Plasma nach humaner
Vollblutinkubation mit PBS (Kontrolle), L-Arginin und L-NNA. * zeigt einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, # einen signifikanten Unterschied zur Inkubation mit L-Arginin.

Kontrolle L-Arginin  L-NNA
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Die in 3.1 dargestellte Syntheserate bezog sich ausschlie3lich auf die NO-
Bildung aus den Erythrozyten gemessen im Plasma. Diese Untersuchungen
schlossen die intrazellulare NO-Bildung in Abhangigkeit der erythrozytaren
NOS nicht ein. Durch die Vollblutnitritbestimmung mittels Reduktiver-CLD
(n=3) konnte neben dem ins Plasma exportierten Nitrit das intrazellulare Nitrit
bestimmt werden. Die PBS-inkubierten Proben ergaben eine Syntheserate
von 30,21+1,2 pmol/ml/min. L-Arginin-Stimulation fuhrte zu einer Steigerung
der Bildungsrate auf 34,06+1,3 pmol/ml/min. Durch die Zugabe von L-NMMA

konnte das basale Signal stark reduziert werden [5,95+3,7 pmol/ml/min].
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Abb. 3.2: Vollblutnitritkonzentration in Abhangigkeit erythrozytarer NO-Bildung.
Bildung von Nitrit gemessen in humanem Vollblut mittels CLD nach Inkubation mit PBS
(Kontrolle), L-Arginin (Substrat) und L-NMMA (als NOS-spezifischer Inhibitor). # zeigt einen
signifikanten Unterschied zur Inkubation mit L-Arginin an.

NO wurde direkt Uber den OxyHb-Assay gemessen (n=4). Die Stimulation
der erythrozytaren NOS mit L-Arginin fuhrte zu einer signifikanten Steigerung
der NO-Bildung (siehe Abb. 3.3a) von basal 1,20 pmol/ml/min auf 2,82
pmol/ml/min. L-NMMA inhibierte die NO-Synthese und diese sank auf 1,54

pmol/ml/min.
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Die Ergebnisse des OxyHb-Assays konnten durch den ebenfalls direkten
Nachweis einer erythrozytaren NO-Synthese mittels Nicht-reduktiver-CLD
bestatigt werden (n=4). Erythrozyten wurden mit PBS, L-Arginin und L-
NMMA versetzt. Durch Zugabe von PBS konnte eine NO-Bildung von
0,3910,06 pmol/ml/min detektiert werden. Die L-Arginin-Stimulation flhrte zu
einer signifikant gesteigerten NO-Bildung von 1,58+0,16 pmol/ml/min im
Gegensatz zu einer Inkubation mit L-NMMA mit einer verminderten NO-

Synthese von 0,59£0,15 pmol/ml/min.
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Abb. 3.3: NO-Export aus Erythrozyten. a) Originalregistrierung des OxyHamoglobin-
Assays im Durchflusssystem. Absorptionsanderung der Umwandlung von Oxy- zu MetHb.
Infusionen (2 ml/min) mit PBS (Kontrolle), Stammlésungen mit L-Arginin oder L-Arginin in
Kombination mit dem spezifischen NOS-Inhibitor L-NMMA in den laufenden Fluss flihrten zu
einer selektiven Absorptionsanderung im Oxyhamoglobinsignal. b) NO-Bildung ausgehend
von Erythrozyten wurde mittels Nicht-reduktiver-CLD mit einem HKT von 8% in PBS unter
Zugabe von PBS (Kontrolle), L-Arginin und L-NMMA erfasst. * zeigt einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, # einen signifikanten Unterschied zur Inkubation mit L-Arginin an.

3.2 Charakterisierung der erythrozytaren NOS-Aktivitat

3.21 Substratumsatz

Ein unabhangiger Nachweis einer NOS-Aktivitat im Erythrozyten wurde
zusatzlich durch den Umsatz von L-Arginin zu L-Citrullin dber den Citrullin-
Assay erbracht. Fur diesen Assay wurden aufgereinigte Erythrozyten-

membranen (Ghosts) verwendet, um Artefakte durch Hamoglobin zu
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vermeiden. Die Messung ergab fiir die [°H]-L-Arginin-stimulierte Probe einen
signifikanten Unterschied von 1473,5+214,9 cpm (Counts Per Minute) zur
inhibierten Probe mit 98,3+90,4 cpm. Dies entsprach einem Umsatz der
stimulierten Probe von 3,76+£0,55 pmol/ml/min und 0,25+£0,23 pmol/ml/min
fur die inhibierte Probe (siehe Abb. 3.4).

4-

NO-Synthese-Aktivitat [pmol/ml/min]

N .

Stimulation Inhibition

Abb. 3.4: NOS-Aktivitit in der Erythrozytenmembran. Enzymatische Umsetzung
gemessen mittels Citrullin-Assay; Stimulation durch Zugabe von [3H]—L—Arginin als Substrat,
Inhibition durch zusatzliche Gabe des spezifischen NOS-Inhibitor L-NNA. # zeigt einen
signifikanten Unterschied der inhibierten zur stimulierten Probe an.

In Abbildung 3.5 erfolgt eine Gegenuberstellung der Aktivitat der
erythrozytaren NOS, ermittelt durch die verschiedenen Bestimmungs-
methoden. Die Aktivitat ist als Differenz zwischen basalen nicht-stimulierten
und stimulierten Proben dargestellt. Die Nitratbildung wurde um 87,2
pmol/ml/min und Nitrit um 3,4 pmol/ml/min gesteigert. Durch die Messung
mittels Nicht-reduktiver-CLD konnte eine Steigerung der NO-Bildung um 1,19
pmol/ml/min und im OxyHb-Assay ein Wert von 1,62 pmol/ml/min detektiert
werden. Die Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin im Citrullin-Assay
ergab nach Stimulation der Probe eine Zunahme der Verstoffwechselung von

3,51 pmol/ml/min im Gegensatz zur inhibierten Probe. Die Inkubation und
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direkte Nitritbestimmung von Vollblut ergab eine Steigerung der Syntheserate

von 3,85 pmol/ml/min.
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Abb. 3.5: Abschidtzung der NO-Synthese des Erythrozyten. NOS-Aktivitat in Erythrozyten
dargestellt als Steigerung der NO-Bildungsrate bzw. Anstieg der NOx-Metabolite in
pmol/ml/min nach Intervention mit L-Arginin.

3.2.2 Einfluss der endogenen Substratkonzentration

In humanem Vollblut ist ein endogener L-Argininspiegel von 91,3£3,5 uM
vorhanden. In diesem Versuchsansatz wurde parallel zur Bestimmung der
Arginase-Aktivitat via NO2 (n=13) die L-Argininkonzentration (n=7) bestimmit.
Die endogene L-Argininkonzentration (Abb. 3.6a) zeigte eine Reduktion von
74,615,6 yM um ca. 75% auf 17+2,3 uyM durch Arginasezusatz. Unter L-
Argininverarmung wurden ca. 32% [Kontrolle: 63,9+7,6 nM; Arginase:
43,4+9,75 nM] (siehe Abb. 3.6b) weniger Nitrit gebildet. Die L-
Argininkonzentration im Erythrozyten ohne Zugabe von Arginase ergab einen
Wert von 133,3+15,2 pM. Im Gegensatz dazu fand eine Reduktion der L-

Argininkonzentration nach Substitution von Arginase auf 9,02+3,3 uM statt.
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Abb. 3.6: Substratreduktion vermindert Syntheseumsatz. a) Bestimmung der L-
Argininkonzentration ohne (-; weil3) und mit (+; grau) Zugabe von Arginase zu Vollblut.
Bestimmung der L-Arginikonzentration im Erythrozyten (schraffiert) und im Plasma mittels
HPLC. * zeigt einen signifikanten Unterschied zum Basalwert (-) an. b) Nitritkonzentration in
humanem Vollblut nach Inkubation ohne (-) oder mit (+) Applikation von Arginase, gemessen
mittels CLD im plasmatischen Uberstand.
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Abb. 3.7: Korrelation zwischen Substratangebot und Syntheserate. Zusammenhang
zwischen Reduktion der endogenene L-Arginin-Konzentration durch Zugabe von Arginase
(A) und resultierender Verminderung von Nitrit, als Marker der NO-Synthese.
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3.2.3 Abhangigkeit der erythrozytaren NOS-Aktivitat von der

Substratkonzentration

Durch eine Variation in der Substratkonzentration sollte eine Dosis-Wirkungs-
Kurve der Syntheseaktivitat untersucht werden (n=10). Nach Verarmung der
endogenen L-Arginikonzentration durch Arginase wurde Vollblut mit L-Arginin
in logarithmisch aufsteigenden Konzentrationen versetzt. Nach einer
geringen Steigerung im Bereich von 0 bis 0,3 uyM von 0,960,216
pmol/ml/min auf 1,070,251 pmol/ml/min folgte ein fast exponentieller
Anstieg der NO-Synthese bis zu einer L-Arginin-Konzentration von 300 uM
und einem daraus resultierenden Anstieg der erythrozytaren Syntheserate
auf 2,050,146 pmol/ml/min. Bei weiterer Erhdhung der Substrat-
konzentration [3000 uM] kam es nur noch zu einer geringen Steigerung der
Aktivitat auf 2,07+0,127 pmol/ml/min (siehe Abb. 3.8). Der Bereich der
physiologischen L-Argininkonzentration lag im Plasma bei 91,3+3,5 yM und

im Erythrozyten bei 133,3 £15,2 pM.
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Abb. 3.8: Aktivititsabhangigkeit von der Substratkonzentration. Bestimmung von Nitrit
im plasmatischen Uberstand mittels Reduktiver-CLD nach Inkubation von humanem Vollblut
mit L-Arginin in aufsteigenden Konzentrationen. Der Bereich der physiologischen L-Arginin-
Konzentration im Plasma und im Erythrozyten ist markiert.
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3.3 Regulationsmechanismen der erythroztaren NOS

Die Ca"*/CaM-abhangige und unabhangige Aktivierung der erythrozytaren
NOS sowie die unabhangige Aktivierung (Phosphorylierung von Ser''”” der
NOS) wurden in dieser Arbeit untersucht. Als Marker der NOS-Aktivitat

wurde Nitrit verwendet.

3.3.1 Aktivitatsabhingigkeit von Ca**/CaM

Die Zugabe von Ca-lonophor (5 yM) flUhrte zu einer zusatzlichen Stimulation
der Nitritbildung um 1,37+0,48 pmol/ml/min. Die Inkubation mit dem Ca™*-
Chelator EDTA (5 pM) reduzierte die Nitritbildung um 2,75+0,86 pmol/ml/min
(siehe Abb. 3.9) im Vergleich zum Basalwert. Eine Inkubation mit den
spezifischen CaM-Antagonisten Fendilin (50 uM) und Calmidazolium (15 pM)
reduzierte die durch Ca-lonophor stimulierte Nitritbildung auf 0,41%0,14
pmol/ml/min und 0,4210,35 pmol/ml/min (n=4).
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Abb. 3.9: CaM-abhangige Regulation im Erythrozyten. Nitritbildung aus einer Inkubation
von Vollblut mit Ca-lonophor oder Ca-lonophor plus EDTA, plus Fendilin oder plus
Calmidazolium. Dargestellt ist die veranderte Syntheserate nach Intervention im Vergleich
zum Basalwert gemessen mittels Reduktiver-CLD im plasmatischen Uberstand. * zeigt einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle, # einen signifikanten Unterschied der inhibierten zur
stimulierten Probe.
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3.3.2 Aktivitat der erythrozytaren NOS in Abhangigkeit von der

Phosphorylierung an Serin'"”’

Die Aktivitatsabhangigkeit der erythrozytaren NOS von einer Phoshorylierung
wurde sowohl durch einen biochemischen als auch durch einen immunhisto-

chemischen Nachweis erbracht.

3.3.21 Biochemischer Nachweis einer Phosphorylierung

Humanes Vollblut wurde, zusatzlich zu L-Arginin, mit Insulin oder Insulin in
Kombination mit Wortmannin inkubiert (n=6). Insulin [27,5 pU], ein Stimulus
der Phosphatidylinositol-3-Kinase (Pls-Kinase) und dort Ausléser der NOS-
Phosphorylierung fuhrte zu einer Steigerung der Nitritsyntheserate um
1,76+0,4 pmol/mi/min im Gegensatz zur basalen Nitritbildung. Der Zusatz
von Wortmannin [20 nM], einem Inhibitor der Pl;-Kinase, fuhrte zu einer

Differenz der Bildung zum Basalwert von 0,34+0,3 pmol/ml/min.
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Abb. 3.10: Abhéngigkeit der erythrozytaren NOS-Aktivitat von einer Phosphorylierung.
Dargestellt ist die verdnderte Syntheserate nach Interventionen mit L-Arginin, dem Substrat
der erythrozytdren NOS, und Zugabe von Insulin oder Wortmannin, gemessen im
plasmatischen Uberstand mittels Reduktiver-CLD. * zeigt einen signifikanten Unterschied zur
Kontrolle, # einen signifikanten Unterschied der inhibierten zur stimulierten Probe.
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3.3.2.2 Immunzytochemischer Nachweis einer Phosphorylierung

Neben dem biochemischen Nachweis einer Stimulierbarkeit der NOS-
Aktivitat durch Insulin wurde in Erythrozyten die NOS-Phosphorylierung von

Ser'"” durch Vollblutinkubation immunzytochemisch untersucht (n=12). Bei

1177

einer Detektion von P-eNOS Ser zeigte sich eine Phosphorylierung der

eNOS an Ser'"” nach Insulinbehandlung im Erythrozyten, wahrend die

Kontrollen negativ waren. Die Insulinstimulation fuhrte durch eine

"7 zu einer Verstarkung des Signals um 175%. Im

116

Phosporylierung an Ser
Vergleich ergab die Darstellung von P-eNOS Ser ™ unter Insulinstimulation

eine Reduktion des Signals um 52% (n=5).

Abb. 3.11: Translokation der NOS nach Phosphorylierung. Eine Phosphorylierung der
endothelialen NOS an Ser''”” wurde nach Inkubation von Erythrozyten mit Insulin zum
Nachweis einer Aktivitdtsabhangigkeit durchgefiihrt. Abbildung a =zeigt die negativen
Kontrollerythrozyten, wohingegen Abbildung b eine Phosphorylierung der eNOS an Ser''’’
nach Insulinbehandlung zeigt.
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4. Diskussion

Im einleitenden Abschnitt erfolgt eine kurze Abhandlung der Literatur zur
erythrozytaren NOS und aktuellen Forschungsergebnissen der eigenen
Arbeitsgruppe, auf die in den jeweiligen Kapiteln spezifisch eingegangen
wird. Diese beinhalten eine quantitative Abschatzung der NO-Synthese im
Erythrozyten, die Regulation der erythrozytaren NOS hinsichtlich bekannter
endothelialer Mechanismen und die Diskussion Uber eine mogliche

physiologische Relevanz.

In der Literatur waren widersprichliche Hinweise auf eine NOS im
Erythrozyten zu finden. Deliconstantinos et al. beschrieben als erste eine im
Erythrozyten lokalisierte NO-BiIdung%. Seitdem wurde die Frage nach dieser
vor allem durch Untersuchungen zur Enzymaktivitat kontrovers diskutiert.
Weitere Hinweise, die eine mdogliche Existenz einer erythrozytaren NOS
unterstutzen, lassen sich in der Literatur finden. So konnte im Erythrozyten
ein Enzym identifiziert werden, welches die physiologischen NOS-Inhibitoren
ADMA und L-NMMA durch Hydrolyse abbauen kann. ADMA und L-NMMA
wurden bei vielen pathophysiologischen Prozessen wie essentieller
Hypertonie, Arteriosklerose, chronischem Nierenversagen und anderen

nachgewiesen.

Basierend auf den vorliegenden Daten konnte die in der Literatur kontrovers
diskutierte Expression einer NOS im Erythrozyten in Voruntersuchungen der
Arbeitsgruppe nachgewiesen werden. Die im Erythrozyten identifizierte NOS
wurde durch eine gemessene Ca''-Abhangigkeit als konstitutive NOS
differenziert. In Ubereinstimmung mit den biochemischen Untersuchungen
der eigenen Arbeitsgruppe und am Modell der eNOS-Knock-Out-Maus
konnte die NOS als endotheliale Isoform charakterisiert werden. Durch den
Einsatz Blutzell-spezifischer Antikérper konnte die eNOS-Expression
erstmalig eindeutig den Erythrozyten zugeordnet und der fehlende
Transkriptionsnachweis fir die eNOS im Erythrozyten erbracht werden. Die
katalytische Aktivitat einer konstitutiven NOS wurde durch die extrazellulare

NO-Freisetzung und dadurch bedingte Veranderungen in der Nitrit- und

47



Nitratkonzentration festgestellt. Die NO-Bildung konnte eindeutig einer NOS-
Aktivitdt zugeordnet werden, da diese NOS-spezifisch stimulierbar,
inhibierbar und abhangig von Kofaktoren war. In Untersuchungen von
Kleinbongard et al.”® konnte nachgewiesen werden, dass NO im Blut in Form
von gebundenem NO gespeichert und bioaktiv transportiert wird. Durch die
Inkubation von Erythrozyten mit L-Arginin-haltigem Plasma wurde gezeigt,
dass erythrozytar synthetisiertes NO plasmatische NO-Speicher auffillen

und damit NO bioaktiv konserviert im Plasma zur Verfugung stellen kann.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmalig eine vollstandige quantitative
Abschatzung des, von der erythrozytdren NOS, synthetisierten bioaktiven
NO. Die fur die endotheliale Isoform der NOS bekannten Regulations-
mechanismen konnten durch Untersuchungen der Ca**-Abhangigkeit durch
Regulation Gber CaM, den Ca**-unabhangigen Mechanismus Uber Protein-
modifikationen sowie eine Abhangigkeit von der Substratkonzentration fur die

erythrozytare NOS bestatigt werden.

4.1 Quantitative Abschatzung der NO-Synthese im Erythrozyten
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur quantitativen Abschatzung der
erythrozytaren NO-Synthese die NO-Metabolite Nitrit und Nitrat, der
Substratumsatz und die direkte NO-Synthese bestimmt.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Nitritkonzentration
im Plasma einen Index fiir die NOS-Aktivitit darstellt*’"*"®. Diese These
wurde unterstitzt durch die Beobachtung, dass 70-90% der zirkulierenden
Nitritspiegel humaner eNOS-Aktivitit entstammen®*3'. Zur Charakterisierung
der NOS-Aktivitat des Erythrozyten wurde Nitrit als sensitiver Marker fir die
akute eNOS-Aktivitat herangezogen. Die Bestimmung von plasmatischen
Nitritkonzentrationen zum Nachweis einer erythrozytaren NO-Synthese
wurde in Vorversuchen bereits erbracht und konnte im Rahmen dieser Arbeit
bestatigt werden. Zusatzlich zu der Nitritbestimmung im Plasma wurde
erstmalig die Nitritkonzentration im Vollblut bestimmt. Da die genaue
Lokalisation der NOS bislang noch unbekannt ist und daraus folgend die

Richtung in die das synthetisierte NO abgegeben wird, ist die Bestimmung
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der intrazellularen Nitritkonzentration fur eine quantitative Abschatzung
wichtig. Die Nitritbildung in Vollblut und Plasma unter stimulierten
Bedingungen ist jedoch vergleichbar, so dass eine uneingeschrankten

Nitritdiffusion zwischen Zytosol und Extrazellularraum anzunehmen ist.

In der Literatur wurde eine Stimulation von Erythrozyten mit dem NOS-
Substrat L-Arginin nachgewiesen, unter der die Umwandlung von L-Arginin

zu L-Citrullin zunahm®. Kang et al.?’

interpretierten die Verstoffwechselung
des [°H]-markierten L-Arginins in Erythrozyten als Arginase-Aktivitat, da diese
nicht mit NOS-Inhibitoren, sondern mit dem Arginase-Inhibitor Norvalin zu
unterdricken war. Der Citrullin-Assay wurde im Rahmen dieser Arbeit
ebenfalls als spezifischer Marker fir die NO-unabhangige NOS-Aktivitat
verwendet’®. Unter Arginaseinhibition wurden Erythrozytenmembranen mit
radioaktiv markiertem L-Arginin stimuliert. Nach Substitution des Substrates
L-Arginin war eine deutliche Verstoffwechslung zu L-Citrullin nachzuweisen.
Die Aktivitat konnte durch den NOS-Inhibitor L-NNA signifikant reduziert
werden. Der Nachweis einer spezifischen Synthese-Aktivitat in der
erythrozytaren Membran, |aRt annehmen, dass die NOS im aktivierten
Zustand in dieser lokalisiert ist (siehe 4.2; Translokation durch
Phosphorylierung). Die Interpretation der Ergebnisse von Kang et al.®’
konnten durch die, im Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrten
Untersuchungen, widerlegt werden. Zur Lokalisation der NOS im
Erythrozyten sind aus der bisherigen Literatur folgende Informationen zu
entnehmen: Die Untersuchungen von Chen und Mehta®® wurden sowohl an
homogenisierten Zellfraktionen als auch dem Zytosol durchgefuhrt. Durch die
Lyse der Erythrozyten wurde die Arginase-Aktivitat erhoht und parallel gingen
durch metabolische Prozesse die Kofaktoren verloren’’. Es besteht die
Moglichkeit, dass die fur die NOS bendtigten Kofaktoren, wie FAD und BH4
wahrend der Homogenisierung zerstort’”” und nicht substituiert wurden. Da
aber zum Nachweis der katalytischen Aktivitat der erythrozytaren NOS weder
essentielle Kofaktoren, noch ausreichend Substrat hinzugegeben wurden, ist
eine Lokalisation der NOS im Erythrozyten, im von Chen und Metha

angewandten Versuchsprotokoll, angreifbar.
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Nitrat kann aufgrund von Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe nur unter
kontrollierten Bedingungen (siehe 1.3) und ausschlieRlich als Parameter fir
chronische Veranderungen eingesetzt werden Da es sich bei den in vitro
Versuchen zur erythrozytaren NOS ausschlieBlich um das geschlossene
System Vollblut handelte, welches unabhangig von potentiellen
Einflussfaktoren (siehe 1.3) blieb, ist anzunehmen, dass die Nitratbildung in
diesem System spezifisch fir die NOS-Aktivitat ist. Die Syntheserate von
Nitrat war im Gegensatz zu NO und Nitrit sehr deutlich erhoht (siehe Abb.
3.5), konnte aber durch die Moglichkeit einer spezifische Inhibition der
erythrozytaren Genese zugeordnet werden. Die Nitratbildung nach
Stimulation war ca. 25 fach hoher, als die mittels Citrullin-Assay bestimmte
Syntheserate. Eine Erklarung der erhohten Werte konnte in der
intraindividuellen Variabilitat der Nitratkonzentration begrindet sein. Aus der
Schwankung resultiert eine hohe Standardabweichung, die unabhangig von
der minimalen Aufldsung (100 nM) der Nitratbestimmung zur verminderten

Sensitivitat dieses ,Markers” fuhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde NO aus stimulierten Erythrozyten erstmals
direkt bestimmt um die bioaktiv exportierten Anteile abschatzen zu konnen.
Ausgehend von der erythrozytaren NOS-Aktivitat (detektiert Gber Citrullin-
Assay und Nitritbildung) konnte der Anteil des bioaktiv exportierten NO auf
40% abgeschatzt werden. Der Mechanismus des Exportes von endogen
synthetisiertem NO aus dem Erythrozyten ist unbekannt. Mdglich ware, dass
NO aktiv durch AE1-Transporter’® {ber die erythrozytdre Membran
transportiert wird®. Um den Transport weiter zu untersuchen, konnten
Inhibitoren des AE1-Transporters, DIDS (Disodium 4,4 -diisothio-
cyanatostilbene-2,2"-disulfonate) und BS® (Bis[Sulfosuccinimidyl]suberate),

eingesetzt werden.

4.2 Regulationsfaktoren der erythrozytaren NOS

Die Regulation der erythrozytdaren NOS wurde unter der Annahme einer
endothelialen Isoform untersucht, die in einem Ca**-abhéngigen und einem

Ca'"-unabhéngigen = Mechanismus  unterschieden  wird.  Typische
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Regulationsfaktoren des Ca**-abhangigen Weges sind extrazellulare Signale
oder rezeptorabhangige physiologische Stimulatoren (siehe 1.1)'". Die Ca*™*-
Abhangigkeit konnte bezuglich der erythrozytaren NOS in Vorversuchen
bereits bestatigt werden. Im Folgenden konnte die Regulation Uber CaM
hinsichtlich spezifischer inhibitorischer Faktoren weiter differenziert werden.
Neben einem Ca**-abhangigen Regulationsmechanismus wurde in den
letzten Jahren eine Ca**-unabhangige Regulation der eNOS-Aktivitat tber
eine Phosphorylierung von Ser''”’ festgestellt?>?*"°. Wichtige Stimuli fiir eine
schnelle Aktivierung der eNOS in der Endothelzelle sind shear-stress,
Ostrogen®®, VEGF®?°, Insulin®' oder Bradykinin®. Die Phosphorylierung
wurde ebenfalls biochemisch und immunzytochemisch hinsichtlich einer

erythrozytaren eNOS-Aktivitat untersucht.

Die Syntheseaktivitat der NOS ist erheblich von der Substratkonzentration
abhangig. Bei der endothelialen NOS ist eine Stimulation der NO-Synthese
nur nach vorheriger Arginindepletion moglich. Eine Reduktion der endogenen
Argininkonzentration im Vollblut durch exogen hinzugeflgte Arginase fuhrte
zu einer verminderten Synthese von Nitrit. Substitution von Arginin resultierte
in einem deutlichen Anstieg der Enzymaktivitat, gemessen in einer
Korrelation zwischen Substratkonzentration und Produkt. Diese Ergebnisse
konnten weiter durch eine Untersuchung zur Dosis-Wirkungs-Beziehung
differenziert werden. Definitive Mengen exogenen L-Arginins wurden
hinsichtlich einer Aktivitdtszunahme der erythrozytaren NOS untersucht. Es
wurde festgestellt, dass supraphysiologische Konzentrationen von L-Arginin
zu einer weiteren Aktivitatszunahme der NO-Synthese flhrten. Proben, die
zuvor nicht an L-Arginin verarmt wurden zeigten eine weniger deutliche
Aktivitatszunahme (siehe Abb. 3.1a). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
Enzymaktivitat im Erythrozyten von der Substratkonzentration im
umgebenden Medium abhangig ist. Aufgrund dieser Korrelation und der
Madglichkeit einer weiteren Stimulation durch Substitution von L-Arginin ist
davon auszugehen, dass es sich bei diesem Mechanismus um eine weitere

Form der erythrozytaren Regulation der NOS handelt.
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Die L-Argininkonzentration im Erythrozyten entspricht der des Plasmas und
ist geringer als die der Endothelzelle®. Des Weiteren besitzen Erythrozyten
alle wichtigen Enzyme des L-Argininmetabolismus, wie die Arginase,
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (Enzym, welches den endogenen
Inhibitor der NOS metabolisiert)®® und CAT-Transporter®*. Spekulativ kdnnten
Erythrozyten somit in der Lage sein inre NOS-Aktivitat selbst zu regulieren.

Erythrozytare Proteinkinasen

Humane Erythrozyten besitzen Proteinkinasen, die auf Membranproteine
wirken. Diese Proteinkinasen sind ebenfalls in die Regulationswege der
endothelialen NO-Synthese integriert.

Die PKC im Erythrozyten ist Ca**-abhangig®® und wird durch Agonisten
induziert. Der Einfluss einer Erhéhung der intrazellularen Ca**-Konzentration,
z.B. durch Ca-lonophor A23187% bewirkt eine Translokation vom Zytosol hin
zur Plasmamembran. Bei Patienten mit primarem Hypertonus87 war der
zytosolische Gehalt im Erythrozyten an PKC im Gegensatz zu gesunden
Probanden deutlich erhoht. Betrachtet man in diesem Zusammenhang die
Ergebnisse der, von einer Ca**-Erh6hung abhangigen Zunahme der
erythrozytaren NO-Synthese, so stellt sich die Frage, ob eine Erhéhung der
zytosolischen PKC-Konzentration bei Patienten mit Hypertonie eine Reaktion
der Erythrozyten auf die erhdhten Scherkrafte im kapillaren Strombett
darstellt oder sogar die Ursache des primaren Hypertonus in einer

fehlerhaften NO-Synthese zu suchen ist.

Alle bekannten Regulationsmechanismen der eNOS auf Proteinebene durch
posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung, Alkylierung) und
Proteininteraktionen (Caveolin, Calmodulin, HSP 90, NOSIP, G-Protein-

Rezeptor, Dynamin, Kinasen und Phosphatasen)®®°

sind im Erythrozyten
beschrieben®. Ob diese auch bei der Regulation der erythrozytidren eNOS

eine Rolle spielen kdnnten, lield sich jedoch nicht ableiten.
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Ca"*/CaM-vermittelte Regulation

CaM ist ebenfalls im Zytosol von Erythrozyten in mikromolaren
Konzentrationen lokalisiert®"*2. Die Literaturlage zu CaM-Bindungsstellen in
Erythrozyten ist different: Es wird von bis zu 5000 CaM-Bindungsstellen pro
Erythrozyten-Ghost ausgegangen®. CaM-Bindung an Erythrozyten ist Ca**-
abhangig® und liegt maximal bei einer Konzentration von 4x10”" mol/l. Die
erste identifizierte Funktion dieses Proteins im Erythrozyten war die
Regulation der Ca**-ATPase, welche fiir die Aufrechterhaltung der
intrazellularen Ca**-Konzentration verantwortlich ist®®. Aufgrund der
Wichtigkeit dieses Proteins in vielen biologischen Regulationswegen und der
fast 20-fach hoheren Konzentration, als sie fiir die Aktivierung der Ca™-
Pumpen notwendig ware®, wird davon ausgegangen, dass CaM andere

wichtige Funktionen im Erythrozyten Ubernimmt. In der Endothelzelle

vermittelt CaM die stimulatorischen Effekte von Ca™ an die eNOS mit
nachfolgender Aktivierung der Signalkaskade Uber die Pls—Kinase und kann
durch die CaM-Antagonisten Melittin, Mestoparan, Fendilin, Calmidazolium
und Calcineurin® inhibiert werden. Stimulation mit Ca-lonophor A23187
induziert in Anwesenheit von extrazellularem CacCl, eine 9,2 fache Zunahme
der cGMP-Synthese®.

Ubertragen auf den Erythrozyten flhrte eine Stimulation mit Ca**-lonophor
zu einer vermehrten NOS-Aktivitat und Synthese von Nitrit, dem Marker der
NO-Synthese. Die Syntheserate konnte Uber zwei Mechanismen reduziert
bzw. vollstandig inhibiert werden. Ein Mechanismus flhrte durch einen
kompetitiven Antagonismus mittels Calmidazolium und Fendilin zu einer
Reduktion der NO-Synthese, der andere Uber die Applikation des Ca'"-
Chelators EDTA zu einer vollstandigen Unterdrickung dieser. Diese
Ergebnisse lassen einen Regulationsweg der erythrozytaren NO-Synthese
uber CaM als sehr wahrscheinlich annehmen. Der Nachweis einer
Stimulierbarkeit der NOS (iber Ca*'-Substitution, die Reduktion der
Syntheserate durch kompetitiven Antagonismus, die fehlende Bildung von
Nitrit nach Reduktion der Ca'’-Konzentration und die Tatsache einer

Uberexpression von CaM-Protein im Erythrozyten®® (sieche oben), lassen
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annehmen, dass es sich bei diesem Regulationsmechanismus der
erythrozytaren NOS um den endothelialen Ca**-abhéngige Regulationsweg
Uber Ca™/CaM handelt. Weiterer Indikator fir diese Hypothese ist die
Sensitivitat der CaM-Bindung auf Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat
(PIP,) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3)*°.

Regulation uber Proteinmodifikationen

Proteinmodifikationen sind im Rahmen einer Phosphorylierung von Ser'""’,
Ser' Ser®® Thr*®® und Tyrosin und einer Alkylierung im Sinne einer
Myristoylierung, co-translational und irreversibel am terminalen Glycin, und
Palmitoylierung, post-translational und reversibel an Cystein, fur die

Endothelzelle beschrieben. Fur die Regulation der eNOS-Aktivitat scheinen
495
.

vor allem Ser'"”” und Th von Bedeutung zu sein. Dieser Aktivierungsweg
wird vereinfacht als Ca'*-unabhangiger Weg bezeichnet, da die eNOS-
Aktivitat zwar von einer Anderung endothelialer Ca*™*-Level abhangig, der
intrazellulare Ca*"-Anstieg aber nicht ausreichend fiir eine Aktivierung ist,

bzw. Ca™ die durch Phosphorylierung induzierte Aktivitat verstarkt'®.

In eigenen Vorarbeiten konnten im Erythrozyten die unterschiedlichen
Phosphorylierungen der NOS unter Verwendung spezifischer Antikorper
nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden,
ob die Phosphorylierung von G-Protein-regulierten Kinasen abhangig ist.
Dazu wurden die, an der Phosphorylierung/Dephosphorylierung beteiligten

Kinasen spezifisch inhibiert und stimuliert. Die Kinasen, die in diesen

1

Prozess involviert sind, variieren je nach Stimulus. Shear stress'! induziert

1177

eine Phosphorylierung von Ser'"’ iber eine Aktivierung von Akt?26101

Ostrogen und VEGF phosphorylieren die eNOS hauptséachlich via Akt und
die Bradikinin-induzierte Phosphorylierung von Serin wird uUber CaMKI|
vermittelt?®®. Insulin scheint sowohl Akt als auch die AMP-aktivierte Protein-
Kinase (AMPK) zu aktivieren. Studien an Endothelzellen zeigten eine

Aktivierung der eNOS nach Phosphorylierung von Ser'”’

Phosphorylierung an Thr*%®

, wohingegen eine

eine Inhibierung der Aktivitat bewirkte?"*. Die

495

konstitutiv aktive Kinase, die die eNOS an Thr*™ phosphoryliert, ist die
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Proteinkianse C  (PKC)*>%'92 Proteinkinase-Inhibitoren und eine
aktivitatsmindernde Regulation der PKC fiihrte zu einer Zunahme der
endothelialen NO-Produktion'®'%.  Die Phosphatase, die Thr*® de-
phosphoryliert, ist wahrscheinlich PP1. Eine Inhibierung dieser resultiert in
einer Hyperphosphorylierung von Thr*®®, welche die eNOS-Aktivitat inhibiert.
Diese Befunde lassen sich auf den Erythrozyten Ubertragen: Erythrozyten,
die mit Insulin in physiologischen Konzentrationen stimuliert wurden, zeigten
eine Steigerung der Aktivitat, gemessen als Anstieg in der Nitritbildung.
Zugabe des Pls-Kinase-Inhibitors Wortmannin flhrte zu einer, im Gegensatz
zur Stimulation, verminderten Nitritbildung. Diese Ergebnisse erganzen die
Studie von Bhattacharya et al.'"®, in der die Uber eine Saule separierte,
biochemisch aktive NO-synthetisierende Fraktion solubilisierter Erythrozyten-
membranen eine Aktivitdt von 506 pmol/Zelle/min aufwies. Obwohl eine
Steigerung der NO-Bildung des gereinigten Enzyms durch Insulingabe
erreicht wurde, konnte eine NOS-unspezifische Nitritproduktion nicht
ausgeschlossen werden, da keine NOS-spezifische Inhibition oder
Stimulation durchgefihrt wurde. Bei Versuchen zum Nachweis einer in der

Membran lokalisierten NOS fand sich hingegen keine basale Aktivitat'®.

Kahn et al.”®

gingen ebenfalls von einer durch Insulin aktivierbaren,
konstitutiven NOS im Erythrozyten aus. Erythrozyten konnten das wichtigste
Zellkompartiment hinsichtlich einer Insulin-stimulierten NO-Bildung sein, da
sie in ihren Untersuchungen herausfanden, dass Erythrozyten nach
Stimulation mit Insulin eine vier- bis flnffach grélkere Menge an NO
produzierten als Endothelzellen. Kahn et al.” identifizierten die NOS, ebenso
wie Jubelin und Giermann'®, als membrangebundenes Enzym im

Erythrozyten.

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde von einer ausschliellich
membranstandigen Lokalisation der NOS ausgegangen. In Vorversuchen
konnte biochemisch der Nachweis einer Membranstandigkeit durch
Inkubation von Erythrozytenmembranen und proteinbiochemisch durch
Untersuchungen des Proteins in der membrandsen Fraktion erbracht

werden. Das eNOS-Protein konnte ebenfalls in der konfokalen Mikroskopie
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membranstandig dargestellt werden. Die humanen Ergebnisse der
konfokalen Mikroskopie wurden am spezifischen Modell der eNOS-Knock-
Out-Maus versus Wildtyp bestatigt. Diese Lokalisation des Enzyms stellt sich
als eine Voraussetzung fur die Entfaltung biologischer Effekte des
erythrozytar gebildeten NO dar, ohne dass dieses im Zytosol durch
Hamoglobin direkt inaktiviert wurde. Erste Ergebnisse wurden durch weitere
Untersuchungen vervollstandigt. In elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen der Erythrozyten konnte das Enzym vor allem im Zytosol
lokalisiert werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das
erythrozytare Enzym, wie auch die endotheliale Variante, unter basalen
Bedingungen im Zytosol lokalisiert ist und nach Stimulation in die Membran
transloziert wird. Diese These wurde in immunzytochemischen
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit weiter bestatigt. Nach
Insulinstimulation von Erythrozyten konnte eine Phosphorylierung von Ser'"’
hauptsachlich membranstandig dargestellt werden, wohingegen ohne

vorherige Stimulation keine Phosphorylierung detektiert werden konnte.

Die erythrozytdre NOS verfiigt Gber eine Ca™"/CaM-abhangige Regulation
und einen Ca’’-unabhingigen Mechanismus Uber eine Phosphorylierung
und entspricht damit den Regulationskriterien der eNOS. Zusatzlich konnte
eine deutliche Abhangigkeit der NOS-Aktivitat von der Substratkonzentration

festgestellt werden.

4.3 Physiologische Relevanz und Ausblick

Die physiologische Relevanz der erythrozytdren NOS wurde durch das
relative Verhaltnis der NO-Bildung von Erythrozyten zu Endothelzellen
hergeleitet. Dazu wurden die in vitro Daten aus dem OxyHb-Assay, die
Quantifizierung der direkten NO-Bildung und die Messung der NOS-Aktivitat
mittels  Citrullin-Assay verwendet. Interessanterweise lag die NO-
Freisetzungsrate im Bezug auf das Zellprotein im gleichen Bereich wie die
NOS-AKktivitat pro Gramm Protein. Vorrausgesetzt, dass beide Zelltypen eine

vergleichbare NO-Bildung aufweisen, ist es bemerkenswert, dass die
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Gesamtproteinmenge beider Zelltypen in einem vergleichbaren Bereich liegt:
1,1 kg Protein aus Erythrozyten und 1,5 kg Protein aus Endothelzellen bei

einem erwachsenen Mann (70 kg).

Die erythrozytare NO-Synthese kann im Vergleich zur endothelialen NO-
Synthese nicht nur lokal wirken, sondern mit den zirkulierenden Erythrozyten
im gesamten Gefallsystem. Da die endotheliale NO-Synthese nicht in allen
GefaRabschnitten gleich ausgepragt ist'®’, kann die NO-Synthese der
Erythrozyten andere Funktionen einnehmen als die bisher fir das
Gefallsystem als relevant angesehene endotheliale NO-Synthese. Zusatzlich
ist im krankhaft veranderten Endothel im Rahmen beginnender oder
manifester arteriosklerotischer Veranderungen eine geringere oder keine
eNOS-Aktivitdt mehr nachzuweisen'®®. So kénnte in den Arealen, in denen
die endotheliale Synthese von NO deutlich geringer ist, die erythrozytare NO-
Bildung eine bedeutende Funktion in der Homoostase ubernehmen. In der
vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass die NO-Synthese im
Erythrozyten Uber einen Ca''-abhangigen und Ca’"-unabhangigen
Mechanismus und Uber eine Erhdhung der Substratkonzentration
stimulierbar ist. Die aus einer Stimulation der NO-Synthase resultierende
NO-Bildung liegt in einem physiologisch relevanten Bereich und ist ebenfalls

in einer Anhebung plasmatischer NOx-Level wiederzufinden.

Daraus kann geschlossen werden, dass die erythrozytdare NO-Bildung
ebenfalls viele andere NO-vermittelte Prozesse innerhalb der Zirkulation
beeinflussen kann. Bei Gefallerkrankungen konnte schon in der
Vergangenheit die Relevanz von NO-Donatoren, z.B. Nitrosovasodilatatoren,
in der Therapie gezeigt werden. Bei der oralen Applikation wirken die als
Medikament eingesetzten NO-Donatoren nur kurzfristig, so dass haufig eine
kontinuierliche intravendése Gabe ndétig wird. Von Interesse ist also eine
Quelle, die kontinuierlich bioaktives NO freisetzt. Erste Hinweise hierzu
ergeben sich in einer Studie, bei der Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom entweder das NOS-Substrat L-Arginin oder Nitroglycerin

intravends verabreicht wurde. Dabei zeigte sich in vorlaufigen Ergebnissen,

57



dass L-Arginin dem bisherigen Therapiestandard Nitroglycerin hinsichtlich
der Beschwerdefreiheit Uberlegen war. Dieser Effekt kdnnte durch die
gesteigerte endotheliale, aber vor allem auch durch einen Anstieg der
erythrozytaren NO-Synthese und einer resultierende Erhéhung der NO-
Verflgbarkeit erklart werden (siehe 3.2.2). Diese Effekte kdnnen nicht nur
durch die gesteigerte NO-Synthese, sondern ebenfalls durch die Auffullung
zirkulierender NO-Speicher in Plasma oder Erythrozyten bedingt sein.
Ungeklart ist bis jetzt der fehlende Einfluss einer erythrozytaren NO-Bildung
an der Pathogenese arteriosklerotischer Gefaldveranderungen oder ein
Zusammenhang anderer, innerhalb der Arteriosklerose beschriebenen
Prozesse. Bisher wurden pathologische Mikrozirkulationsstorungen zum Teil
auf die veranderte NO-Verfugbarkeit und dadurch entstehende
Verdnderungen der  Erythrozytenverformbarkeit  zuriickgefiihrt'®®'°,
Veranderungen in der Verformbarkeit von Erythrozyten treten bei
verschiedenen Erkrankungen auf, z.B. Arteriosklerose, Bluthochdruck,
Diabetes, aber auch Sepsis'''. Da die Synthese und der Abbau von NO
innerhalb des Erythrozyten die basale Erythrozytenverformbarkeit
beeinflussen, koénnten Mikrozirkulationsstérungen eventuell durch eine
Steigerung der NO-Synthese im Erythrozyten ausgeglichen werden. Sollten
sich in weiteren Untersuchungen die o.g. Ergebnisse zur Relevanz der
erythrozytaren NO-Synthese in vivo bestatigen, kdnnten Therapien, die
dauerhaft die erythrozytare NO-Synthese beeinflussen, entscheidend die

Behandlung vaskularer Erkrankungen verbessern.

In dieser Arbeit konnte eine Abhangigkeit der erythrozytaren NO-Regulation
von Insulin nachgewiesen werden. Durch Stimulation von Erythrozyten mit
Insulin wurden eine deutliche Zunahme der NO-Synthese und eine
Phosphorylierung des eNOS-Enzyms an der erythrozytaren Membran
festgestellt. Wenn man durch diese Ergebnisse von einer Abhangigkeit der
erythrozytaren NO-Bildung von |Insulin ausgeht, den Aspekt eines
verminderten Vorkommens von Endothelzellen in den Kapillaren des
vaskularen Systems betrachtet, konnte vielleicht ein Faktor der Pathogenese

der Mikrozirkulationsstérungen bei Patienten mit Diabetes mellitus erklart
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werden. Eine Abhangigkeit von der Substratkonzentration konnte ebenfalls
klinischen Bezug finden. Diagnostisch konnten L-Argininkonzentrations-
bestimmungen Aufschluss uber das Vorliegen einer Minderfunktion der NO-
Synthese geben, und prophylaktisch bzw. therapeutisch kdnnte eine
Substitution von L-Arginin bis zu physiologischen Werten eine Verbesserung

der Homoostase bewirken.
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5. Zusammenfassung

Stickstoffmonoxid (NO) wird von der NO-Synthase (NOS) aus der Aminosaure L-
Arginin synthetisiert und ist an verschiedenen biologisch relevanten Funktionen
beteiligt. Im kardiovaskularen System reguliet NO unter anderem Gefal3tonus,
Gefalkwachstum, Adhasion von Blutzellen und die Blutgerinnung. Neue
Untersuchungen konnten zusatzlich zum Endothel eine NOS im Erythrozyten
nachweisen. Unbekannt war jedoch, ob die NOS im Erythrozyten NO in
physiologisch relevanten Mengen synthetisiert und exportiert. Des Weiteren waren

die Regulationsmechanismen der erythrozytaren NOS vollstandig unbekannt.

e Die NOS-Aktivitdt der Erythrozyten konnte durch Detektion des
Substratumsatzes, wie der Nitrit und Nitratbildung erstmalig quantitativ

abgeschatzt werden.

e Der bioaktive, aus dem Erythrozyten exportierte, Anteil an synthetisiertem NO
konnte durch Anwendung zwei verschiedener Methoden detektiert werden. 40%

des synthetisierten NO wird von den Erythrozyten als NO exportiert.

¢ Die Regulationsmechanismen der erythrozytdren NOS-Isoform sind mit denen
der endothelialen Isoform der NOS in anderen Zellen vergleichbar. Die
Abhangigkeit der NOS-Aktivitdt durch Ca™/Calmodulin  konnnte in
biochemischen Untersuchungen gezeigt werden. Der Ca'*-unabhangige

"7 und eine damit

Mechanismus Uber eine Phosphorylierung an Serin
einhergehende Steigerung der NO Synthese im Erythrozyten konnte als weiterer

Regulationsmechanismus nachgewiesen werden.

e Die Substratverfligbarkeit ist essentiell fir die NOS Aktivitat im Erythrozyten. Die
nahezu maximale Aktivitat des Enzyms ist bei physiologischer

Argininkonzentration nachzuweisen.

Die Erythrozyten stellen neben dem Endothel eine neue Quelle vaskular
synthetisiertem NO dar und sind damit ein aktiver Teil des zirkulierenden NO-Pools.
Diese Untersuchungen koénnten eine Basis flr die Charakterisierung einer
verminderten NO-Synthese bei pathologisch reduzierter Enzymaktivitat darstellen
und eventuell durch eine Steigerung der Aktivitdt eine mdgliche therapeutische

Relevanz besitzen.
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