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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  NO, von Endothellzellen freigesetzter vasoprotektier Faktor

Der Pharmakologe Furchgott wies im Jahr 1980 ndahs der Neurotransmitter Acetylcholin
nur dann eine Erweiterung der BlutgefalR3e ausléstan das Endothel gesund war. Er folgerte,
dass die Endothelzellen einen Stoff produzierengdee Entspannung der Muskelzellen in den
Gefallen bewirkte. Diesen Stoff nannte er nach séieekunft EDRF, ,endothelium-derived
relaxing factor‘. 1986 wiesen Furchgott und Ignarmach, dass es sich dabei um
Stickstoffmonoxid (NO) handelte (Furchgott 1995).

In den Endothelzellen der GefalRe wird NO durch Alispg von der Aminosaure L-Arginin
mittels eines Enzyms (NO-Synthase) gebildet (Firsdan et al. 1994). Ausldsende Reize sind
korpereigene Substanzen, wie z.B. Acetylcholin, adognalin oder auch Scherkrafte des
Blutes. Die "Lebensdauer” von NO ist im Korper tisl&urz. Innerhalb von wenigen Sekunden
reagiert es mit Sauerstoff-Molekilen zu Nitrit (NOund Nitrat (NQ). Wegen der

Kurzlebigkeit wird NO immer unmittelbar an seinenirkdrt gebildet.

Im Gefal3system ist NO an zahlreichen regulatorisciergangen beteiligt (Moncada et al.
1993). NO ist in erster Linie ein potenter Vasadiar, zudem wirkt NO als endogener
Thrombozyten-Aggregationshemmer (Radomski et al8719 Es hemmt auch die
Monozytenadhasion am Endothel und die Proliferatitatter GefaBmuskulatur (Garg et al.
1989). Ferner reduziert NO freie Sauerstoffradikedd hemmt die LDL-Oxidation.

Im Nervensystem dient NO als Transmitter. Wéahresdira zentralen Nervensystem an
Gedéachtnisfunktionen beteiligt ist, reguliert NO der Peripherie die gastrointestinalen,

respiratorischen und urogenitalen Funktionen (Mdagcat al. 1993).

In Makrophagen wird NO gebildet, das aufgrund gsestarken ,Reaktionsfreudigkeit” in der

Lage ist, Bakterien zu zerstéren. Angeregt von &admbestandteilen (z.B.

Lipopolysacchariden) produzieren Makrophagen NO hishen Konzentrationen, so dass
lebenswichtige eisenhaltige Enzyme in Zielzelleockiert werden (Tamir et al. 1996). Ferner
ist NO in der Pathogenese des septischen Schoaoisigrt (Moncada et al. 1993).



Einleitung 2

Die Wirkung des NO im Gefal3system beruht im Wessdreh auf der Aktivierung der l6slichen
Guanylcyclase und nachfolgender Bildung von cGMRs sekundarem Botenstoff in den

Zielzellen (Ignarro et al. 1982).

1.2 NO-Synthase

1.2.1 Struktur und Funktion

NO-Synthase (NOS) katalysiert die Oxidation von iAmg zu NO und L-Citrullin, mit der
Beteiligung von NADPH und © NOS besteht aus einer N-terminalen Oxygenase-Demniit
Bindungsstellen fur Ham, Tetrahydrobiopterin (BH4)}Arginin und einer C-terminalen
Reduktase-Doméane mit Bindungsstellen fir FAD, FMhd INADPH (s. Abbildung 1-1).
Zwischen den beiden Domanen liegt die CalmodulimdBngsstelle (Andrew et al. 1999). Drei
Isoformen von NO-Synthasen wurden entdeckt (Ande¢val. 1999). Die endotheliale NOS
(eNOS) wird konstitutiv in vaskularen Endothelzellexprimiert (Wendy K et al. 2001),
wahrend die neuronale NOS (nNOS) Kkonstitutiv im wJdesystem aber auch in
Gefallmuskelzellen exprimiert wird (Papapetropoutvsal. 1999). Die induzierbare NOS
(iNOS) liegt nicht konstitutiv vor, ist aber in wshiedenen Zellen und Geweben durch
bakterielle Endotoxine und Zytokine induzierbarg®aetropoulos et al. 1999). Da die iNOS an
Calmodulin gebunden vorliegt, ist sie von“Gonzentration unabhangig (Pollock et al. 1993).
eNOS und nNOS werden durch erhéhte*@®nzentration und den daraus resultierenden
Ccd*/Calmodulin-Komplex aktiviert (Andrew et al. 199%)er Vorgang lauft wie folgt ab: Die
NOS hydroxyliert den Guanidino-Stickstoff von Argin um ein an das Enzym gebundene
Zwischenprodukt N-Hydroxy-L-Arginin (NOHA) herzudien. NOHA wird dann weiter zu NO
und L-Citrullin oxidiert. Die NO-Synthasen von S&tigren haben ahnliche Strukturen, sie sind
Homodimere, Ham-Gruppe enthaltende Flavoproteires Blavin Ubertragt das von NADPH
ausgegangene Elektron zur Ham-Gruppe. Das ermdglider Ham-Gruppe, ein
Sauerstoffmolekdl in der NO-Synthese zu binden andaktivieren. BH fungiert als ein
Kofaktor, welche in Nachbarschaft zur Ham-GruppeN@S gebunden wird (Crane B et al.
2000). BH agiert wie ein struktureller Bestandteil der NQffl wibernimmt die Redox-Funktion
(Wei et al. 2003). Die Elektronenibertragung derN®@ird vom Calciumbindungsprotein

(Calmodulin) reguliert.
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Abbildung 1-1 Elektronentransfer innerhalb der N@whase

Unter normalen Bedingungen ist NO vasoprotektivnwder NOS-Signalweg dysreguliert ist,
kann die NOS sogar zur vaskularen Pathophysioldggtragen. NOS kann selber
Superoxidanionen bilden. NOS ubertragt Elektronah gen Sauerstoff und erzeugt dabei
Superoxidanionen, wenn die Verflugbarkeit des NOBs8ates L-Arginin oder des BH
herabsetzt ist (Pou et al. 1992, Stroes et al. , 2%@/7et al. 1998, Pritchard et al. 1995, Vasquez-
Vivar et al. 1998).

Méause, die defizient fur alle 3 Isoformen der NO8ds(Tripel-Knockout), zeigen einen
ausgepragten vaskularen Phanotyp, der durch fridizeArteriosklerose und Myokardinfarkte
gekennzeichnet ist (Nakata et al. 2008).

1.2.2  N°®-N®-Dimethyl-L-Arginin (ADMA), ein Inhibitor der NOS

Zu endogenen NOS-Inhibitoren z&hlen®-N°-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) und N°-
Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA). Beide Substanzen kden konzentrationsabhéngig L-
Arginin von seiner Bindungsstelle an NOS verdrang@éallance et al.. 1992). Bei ADMA
handelt es sich um eine Aminoséaure, bei der im Maly zu L-Arginin der Stickstoff der
Guanidinogruppe zweifach methyliert wurde. Es emistabei zwar kein Asymmetriezentrum,
in der medizinischen Fachliteratur wird aber tretrdtraditionell der Begrifhsymmetrisches
Dimethyl-L-Arginin (ADMA) verwendet. Das Strukturisomer von ABYidas an den beiden

unterschiedlichen Stickstoffatomen der Guanidinpgeumit Methylgruppe substituiert wurde,
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wurde in diesem Zusammenhang meist gsnmetrischesDimethyl-L-Arginin (SDMA)
bezeichnet (Abbildung 1-2).

: NH Heans -»': NH
HN

HaN HoN HoN HsN
(e} fo) o
HO 0
HO HO HO
L-Arginin NG—MonomethyI—L—Arginin NG.NG—DimethyI—L—Argiinn NG,N’G—DimethyI—L—Arginin
(L-NMMA) (ADMA) (SDMA)

Abbildung 1-2 Strukturformeln der L-Arginin und dex Analoga

ADMA entsteht grundsatzlich in allen Zellen. Mideldes Enzyms Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH) wird ADMA entweder tiazellular zu L-Citrullin und
Dimethylamin metabolisiert oder aus den Zellen ifdasma mittels Kkationischer
Aminosauretransporter cgtionic amino acid transporter (CAT) exportiert. CAT st
verantwortlich fur die Aufnahme und den Export dd3MA aus den Zellen (Teerlink et al.
2005). ADMA wird vermutlich Gberwiegend in NierendiLeber mittels DDAH metabolisiert,
teilweise aber auch direkt Uber die Nieren ausdedeh. (Teerlink et al. 2005). Daten aus
experimentellen Studien weisen darauf hin, dass ADMe vaskuldre NO-Produktion in
physiologischer und pathophysiologischer Konzemtnahemmt. (Vallance et al. 1992, Faraci
et al. 1995). Die halbmaximale Hemmung g)Cvon ADMA an der NO-Synthese betragt in
zerebellaren Homogenaten von Ratten 1,8 pM (Fartal. 1995). Die Ig-Werte von L-
NMMA liegen fur alle Isoformen der NOS zwischen 281 (Vallance et al. 1992).

ADMA ist ein effektiver Inhibitor der NOS (Vallancet al. 1992), SDMA ist kein Inibitor flr
NOS (Ogawa et al. 1989). Inhibition der NOS-Akttitmittels L-NMMA und ADMA wird
durch Zugabe von Arginin aufgehoben. Die ADMA-Konzation im Blut von gesunden
Menschen liegt zwischen 0,3-1,0 uM (Tabelle 3-Derabei vielen Krankheiten wurde tber
erhohte ADMA-Konzentrationen berichtet (Boger et #8398, 2000, 2003, Achan et al. 2003,
Zoccali et al. 2001, Lin et al.2002).
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1.2.3  Pathophysiologische Bedeutung des ADMA

1.2.3.1 ADMA als mégliche Ursache der Endotheldysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion ist allgemein definieals Einschrankung bzw. Verlust der
endothelvermittelten physiologischen VasodilatatioBie Endotheldysfunktion ist ein
prognostischer Marker fir das Risiko zukunftigerdiavaskularen Ereignisse und den Tod
(Schachigner et al. 2000, Heitzer et al. 2001)rékperimentelle Studien zeigen, dass die
Hemmung der NO-Synthese mittels synthetischer N@@bitoren wie N'Nitro-L-Arginin-
Methylester (L-NAME) die Entstehung arteriosklesotier Plaques beschleunigt, wobei die
Gabe von L-Arginin diesem entgegen wirkt (Cayattale1994, Candipan et al. 1996, Bbger et
al. 1995, Boger et al. 1997). Dies spricht flr sife@mpetitiven Mechanismus aufgrund

reduzierter Aktivitdt des NO-Synthese-Signalweges.

Die endogenen NOS-Inhibitoren ADMA und N-Monometrginin (L-NMMA)
beeintrachtigen die NO-Synthese bedeutsam. WeiA@iI®A-Konzentration in Plasma 5-10-
fach hoher als L-NMMA vorliegt (Vallance et al. 99 haben sich viele Studien auf ADMA

konzentriert.

ADMA wurde von Vallance und Kollegen 1992 erst alsdogener Inhibitor der NOS bei
Patienten mit Niereninsuffizienz beschrieben (Matla et al. 1992). Chronische
Niereninsuffizienz ist mit einer vorzeitigen Artesklerose und mit einem deutlich erhdhten

kardiovaskularen Risiko assoziiert.

Es wurde Uber erhthte ADMA-Konzentrationen im Zusamhang mit Arteriosklerose,
Risikofaktoren wie Alter, Hypertonie, Diabetes, dfisresistenz, Hypercholesterolamie,
Hypertriglyceridamie und Hyperhomocysteinamie imlesichen Veroffentlichungen berichtet
(Boger et al. 1998, 2000, 2003, Achan et al. 2d@8cali et al. 2001, Lin et al.2002).

Hinweise fir einen kausalen Zusammenhang zwisctigiheen ADMA-Werten und Stérungen
der Endothelfunktion ergaben sich aus Probandeiestutlei denen die Infusion von ADMA
unter anderem zu einer Stérung der Endothelfunktiod zu einem Anstieg des Blutdrucks
fuhrten (Vallance et al.1992, Kielstein et al.2Q05)

Koénnte eine erhdhte ADMA-Konzentration die Synthdes vasoprotektiven NO einschranken

und so fur eine Beschleunigung der Arteriosklerasantwortlich sein?

Ein Beweis daflr, dass eine erhéhte ADMA-Konzeirdratm Plasma im Zusammenhang mit

der Hemmung der NO-Synthese steht, zeigt auchridiy&tudie.
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Bei Patienten mit Hypercholesterolamie korreliereehdhte ADMA-Werte umgekehrt mit der
endothelabhangigen Vasodilatation beim Unterarme Entravenése Infusion von L-Arginin
stellte die Endothelfunktion wieder her und erhotite NO-Produktion, welche durch Nitrat-
Exkretion bestatigt wurde (Boger et al. 1998).

1.2.3.2 ADMA beeinflusst die vaskulare Struktur

Erhohte ADMA-Werte stehen im Zusammenhang mit eirefuzierten NO-Synthese und
konnten als eine Verbindung zur Progression vokulasen Krankheiten bei vielen bekannten

kardiovaskularen Risikofaktoren fungieren.

ADMA kann mittels Hemmung der endothialen NOS-Ak&t sowohl die vaskuléare Struktur
als auch die vaskuldre Reaktivitdit reduzieren. afew® und mit Endothelzellen
wiederbeschichtete Blutgefalle wiesen eine erhdtitazellulare ADMA-Konzentration und
eine verminderte endothelabhéangige Vasodilatatidn\&eidinger 1990, Masuda et al. 1999).
In einer klinischen Studie erhielten Patienten, kbienen im Rahmen einer koronaren
Angioplastie Stents platziert wurden, eine intraaeirAbgabe von L-Arginin oder Placebo. Ein
intravaskularer Ultraschall nach 6 Monaten zeigtee 86 %ige Reduktion des neointimalen

Volumens bei den mit L-Arginin behandelten Patiar(t®uzuki et al. 2002).

Wenn Endothelzellen mit einer pathophysiologisclev@anten Konzentration von ADMA
versetzt wurden, konnte eine reduzierte NO-Synthes® erhdhte Superoxidproduktion und

Monocytenadhasion an Endothelzellen beobachtetemgiBioger et al. 2000).

ADMA scheint auch die Interaktion zwischen Endothehd Monozyten zu fdérdern.
Mononukleare Zellen von Personen mit Hypercholegienie erwiesen sich als hyperadhasiv,
dieses Phanomen korrelierte positiv mit der ADMArZentration im Plasma. Durch Gabe von
L-Arginin konnte die Adhé&sionsneigung abgemilderterden (Chan et al. 2000).
Ahnlicherweise waren Blutplattchen von Menschen didren mit Hypercholesterolamie
hyperreaktiv, was durch Zugabe von L-Arginin aufgieén werden konnte (Tsao et al. 1994,
Wolf et al. 1997). Diese Befunde passen zu dererighn Beobachtung, dass bei Tieren und
Menschen mit Hypercholesterolamie eine Zugabe votArdinin die NO-Synthese
wiederherstellt und die Interaktion zwischen Endbtmd Monozyten reduziert wurde (Tsao et
al. 1994, Adams 1997).

Die Intima-Media-Dicke der A. carotis dient als dirsatzmarker fur die Progression der
Arteriosklerose. ADMA-Spiegel korrelierten mit derttima-Media-Dicke in einer Studie von

116 klinisch gesunden Menschen ohne sichtbare A&heri von koronarer oder peripherer
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Arterienkrankheit (Miyazaki et al. 1999). In diesudie waren ADMA-Werte positiv mit dem
Alter, dem Mittelwert des arteriellen Drucks und @ukose-Toleranz korreliert. Eine ahnliche
Beobachtung konnte auch bei einer Gruppe von 9@rRah mit terminaler Niereninsuffizienz
gemacht werden (Zoccali et al. 2002). ADMA war theisen Patienten hoch signifikant mit der
Intima-Media-Dicke der A. Carotis korreliert. Zuslith stellten ADMA und C-reaktives
Protein als unabhangige Risikomarker fir die Pregjom von Intimal&sion bei Patienten mit
anfangs normaler Intima-Media-Dicke dar. In ahrdichVeise korrelierte die Intima-Dicke in

Arterien des Uterus mit ADMA-Konzentration im PlaasifBeppu et al. 2002).

Insgesamt steht die ADMA-Konzentration im Plasnmeih Faktor, der die vaskulare Struktur
nachteilig beeinflusst, im Zusammenhang mit kard#hwlaren Komplikationen sowie

Schlaganfall, kongestiver Herzinsuffizienz oderipieerer Arterienkrankheit (Yoo et al. 2001,
Usui et al. 1998, Boger et al. 1998). Bei periphefaterienkrankheiten korrelierte sich

ADMA-Konzentration im Plasma positiv mit dem Schegrad der Krankheit (Boger et al.
1997, Schulze et al 2006).

1.2.3.3 ADMA als kardiovaskularer Risikomarker

In einer prospektiven Studie an 225 HamodialyséeRtEn mit einer durchschnittlichen
Nachbeobachtungsphase von 33,4 Monaten waren ADMAAlter die starksten pradiktiven
Risikomarker von kardiovaskularen Ereignissen uresaentsterblichkeit. Im Vergleich zum
niedrigsten ADMA Quartil hatten Patienten mit einBDMA-Konzentration im hdchsten
Quartil ein 3-fach erhohtes Sterberisiko (Zoccthle2001).

In einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie von 1%0chtrauchern in Finnland hatten die
Probanden mit Plasma-ADMA-Werten im obersten Quaiti 3.9-fach erhdhtes Risiko fur
akute koronare Ereignisse als die Probanden iraddaren Quartilen (Valkonen et al. 2001). In
einer anderen prospektiven Studie haben Lu eti@Bddeutung von ADMA-Konzentrationen
bei Patienten mit stabiler Anginapectoris nach Karinterventionen untersucht. 153 Patienten
wurden 16 Monate lang beobachtet, 51 gro3e kardiaNare Falle ereigneten sich wahrend der
Nachbeobachtungsphase. In einer multifaktoriellenx”@Regressionsanalyse stellte ein

steigender ADMA-Wert einen unabhangigen RisikomafléeHerzinfarkt dar (Lu et al. 2003).

In einer Multizenter-Fall-Kontroll-Studie mit 816akenten mit koronaren Arterienkrankheiten
und Kontrollen, haben unsere Arbeitsgruppe ADMAalssagekraftigsten Marker identifiziert,

um zwischen Fall und Kontrolle zu unterscheidengd@det al. 2004).
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Nijveldt et al. haben ADMA als den starksten préiddn Marker der Todesrate von Patienten
auf Intensivstationen identifiziert. Eine 17-fachéhere Mortalitat lag bei Patienten mit
ADMA-Konzentrationen im héchsten Quartil im Vergleizu Patienten im niedrigsten Quartil
vor (Nijveldt et al. 2003).

Schnabel et al. haben eine Studie mit 1874 Patient# koronarer Herzkrankheit (KHK)
veroffentlicht. Patienten mit ADMA-Konzentrationean Plasma im hochsten Quartil hatten im
Vergleich zu Patienten im niedrigsten Quartil eja8fach hoheres Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse und Tod. Insgesamt war ADMA der starksegliktive Risikomarker. Diese Studien
deuten darauf hin, dass ADMA als ein neuer kardikukirer Risikomarker angesehen werden

kann.

1.2.4  Entstehung von ADMA mittels Protein-Arginin-Methylt ransferase (PRMT)

Eine Methylierung von L-Arginin in basischen Myaditoteinen Hitzeschockproteinen und
nukleolaren Proteinen mittels Protein-Arginin-Mdthgnsferase (PRMT) ist seit einigen Jahren
bekannt (Paik et al. 1968). Proteinmethylierung deurals analoges Phé&nomen zur
Proteinphosphorylierung in der Regulierung von &irdunktion angedeutet (Clarke 1993). Die
Methylierung von Proteinen ist allgemein ein eitiger Prozess und methyliertes Arginin
bleibt als Bestandteil der Proteine, bis es mitiisteolyse freigesetzt wird (Kakimoto et al.
1970). Die Proteinmethylierung ist ein hoch regitdie Prozess. Pawlak et al. demonstrierten
die embryonale Letalitat von der PRMT-1-Knockoutudén, dies zeigt die Wichtigkeit von
PRMT1 im friihen Entwicklungsstadium der Mausen (R&wet al. 2000). Heutzutage geht man
von mindestens 7 PRMT-Genen aus. Man unterschard&esentlichen zwei Subtypen der
PRMT, Typ I-PRMT und Typ II-PRMT. Beide Typen derRMT verwenden S-
Adenosylmethionin als Methylspender. Als Folge deertragung der Methylgruppe bleibt S-
Adenosylhomocystein tbrig (Abbildung 1-3). Typ IRMT katalysieren die Entstehung von L-
NMMA und SDMA, wahrend Typ I-PRMT die EntstehungnvdADMA und L-NMMA
katalysieren. PRMT 1-4 sind Typ |- und PRMT 5 undiidd Typ ll-Enzyme. PRMT 1,2,4,6
befinden sich Uberwiegend im Zellkern, wéahrend RPIRMT 3 und 5 Uberwiegend in Zytosol
vorhanden sind. Die interzelluldaren Lokalisationemn PRMT-Isoformen werden je nach der
Lokalisation der Substratproteine und als Antwaoiftextrazellulare Anreize reguliert (Lin et al.
1996). Viele nukleare Proteine wurden als Subsftat@yp I-PRMT identifiziert. Sie enthalten
vermehrte Methylarginin. Zum Beispiel enthalten leake Proteinfibrillen etwa 4 % ADMA

und ,heterogeneous ribonucleoprotein particles* (hnRNPs)-Komplex etwa 1 % ADMA.



Einleitung 9

Homocysteln -+ — —> — |- Methlonln
s- Adenosylhomocysteln < Adenosylmethlomn
%\\ (’; )\NH
Y\“F\ =\ H2N
\A N \NH
- @ 'BV Proteolyse
N = NN
e “/ Ny
/ Proteolyse
&\*
L-NMMA
SDMA ADMA
L-NMMA
L- Cltrullln
+Dimethylamin L-Citrullin
Exkretion in den Harn +Monomethylamin

Abbildung 1-3 Entstehung von ADMA, L-NMMA und SDM#ittels PRMTs

1.2.4.1 Reversibilitat der Protein-Arginin-Methylierung

Die Protein-Arginin-Methylierung wurde generell aleversiblen Prozess bezeichnet, weil die
demethylierenden Enzyme in eukaryotischen Zellenhwsc fassbar sind. Zwei

Forschungsgruppen haben (ber die hydrolytischetiBgalvon monomethyliertem Arginin

(Deiminierung) in Histonprotein berichtet (Wang at. 2004, Cuthbert et al. 2004).
Monomethylarginin ist ein Zwischenprodukt der ADMBynthese, daher beeintrachtigt die
Deiminierung die ADMA-Synthese. Streng genommendigse Aktion keine Umkehr der

Arginin-Methylierung, weil dessen Produkt L-Citrinllstatt L-Arginin ist.

Mdglichweise handelt es sich bei der Arginin-Metbgiing um sehr dauerhafte Modifikation,
die nur unter speziellen Umsténden durch Abspaltlegy methylierten Guanidino-Stickstoffs

entfernt werden kann.
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1.2.5 Freisetzung des ADMA mittels Proteolyse der methydirten Proteine

ADMA wird bei der Proteolyse von methylierten Pioen ins Zytoplasma freigesetzt.
Proteolyse fuhrt zum vollstandigen Abbau von Pranrizu freien Aminoséauren, die wiederum
fur die neue Proteinsynthese zur Verflgung steheminosduren, die posttranslational
modifiziert wurden, kénnen nicht fir die Proteindygse wieder verwendet werden und werden
entweder ausgeschieden oder metabolisiert. DeeiRurhsatz im Korper wurde auf 300 g pro
Tag geschatzt (Achan et al. 2003). Die einzelnastelifre werden in unterschiedlichem Maflie

abgebaut, die Halbwertszeit betragt wenige Minbisrmmehrere Jahre (Glickman et al. 2002).

1.3  Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)

1.3.1  Entdeckung des DDAH-Enzyms

Es wurde lange angenommen, dass ADMA, L-NMMA undvBDim Korper keinen weiteren
metabolischen Weg durchlaufen und nur renal aubgeaden werden. Man hat postuliert, dass
diese Aminosauren einen Index fur den Abbau sgeri€roteine darstellten (Carnegie et al.
1977, Low. 1979, Yudkoff et al. 1984). Erst im Jah®87 haben Ogawa und seine
Arbeitsgruppe ein Enzym entdeckt, das ADMA und L-MM direkt in L-Citrullin und
Dimethylamin bzw. Monomethylamin umwandelt (Abbitdy1-4). Ein Kofaktor wird fur die
Reaktion nicht benétigt. Im Jahr 1988 hat Ogawa Od&¥AH-Enzym aus Rattennieren
gewonnen, gereinigt und dessen Eigenschaften uctdrsDie natlrliche DDAH hat ein
Molekulargewicht von etwa 33 kDa. Ogawa stelltd,fésss die Reaktion von ADMA zu L-
Citrullin und Dimethylamin irreversibel ist. Knipipat Gber die Zink(ll)-Haltigkeit der DDAH
berichtet, zZn(ll) ist nicht an dem katalytischeno®ss beteiligt, es dient lediglich der
Enzymstabilitédt in einer aktiven Form (Knipp et &001). Vallance und Leiper et al.
veroffentlichten, dass DDAH intrazellular ADMA méialisiert, wahrend SDMA kein Substrat
fur dieses Enzym darstellt (Leiper et al. 1999, Teaal. 2003). Den Grund dafur haben Murray-
Rust et al. beschrieben. Die DDAH-I besitzt einadBingstasche im aktiven Zentrum fur den
nicht methylierten Stickstoff der Guanidinogrup®MA passt wegen seinen Methylgruppen
an den beiden Stickstoffen der Guanidinogruppe tngtrisch bzw. elektrostatisch in die
Bindungstasche (Murray-Rust et al. 2001). Einen esgn Beweis, dass ADMA einer
Elimination mittels DDAH unterliegt, demonstrierterahlreiche Studien mit Hamodialyse-
Patienten. Bei diesen Patienten stiegen die SDMAt&VhoOher als die ADMA-Werte, die
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Variabilitdt des ADMA-Anstiegs lag hoher als diesd8DMA. Diese Beobachtung ist typisch

fur das Vorhandensein alternativer Eliminationswege

Aufgrund der Beobachtung, dass die DDAH-Aktivitaicht immer mit der DDAH-
Proteinexpression ubereinstimmte, wurde postulidess es verschiedene Isoformen des
Enzyms gab. James et al. haben im Jahr 1999 diarfreiDAH cDNA geklont und dabei eine
zweite Isoform der DDAH identifiziert. Diese wurdés DDAH-II bezeichnet, seitdem wird die
urspriinglich entdeckte Isoform der DDAH DDAH-I gen& Die kristalline Struktur der
DDAH-I wurde in 2007 veréffentlicht (Leiper et &2007). Humane DDAH-I und DDAH-II
sind zu 62 % identisch in ihrer Aminosauresequdmarn( et al. 2003). Die Aminosauresequenz
der DDAH-1I von Maus und Mensch sind zu 98 % gleiochi DDAH-I sind es 95 %. Das deutet

auf eine starke Konservierung des Enzyms wahren&sution hin.

N
N HoN
(e}
— NH HN
HN
DDAH
_— + \ /
HoN NH
HoN —0
=0 HO
HO
NG,NG-DimethyI-L-Argiinn L-Citrullin Dimethylamin
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/
HN H2N
—O0
—NH HN
HN
DDAH
o N
HoN NH2
HoN o
O HO
HO
NC-Monomethyl-L-Argiinn L-Citrullin Monomethylamin
(L-NMMA)

Abbildung 1-4 Metabolisierung von ADMA zu L-Citridl und Dimethylamin bzw. von L-
NMMA zu L-Citrullin und Monomethylamin durch das [M-Enzym
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1.3.2  Verteilung der DDAH-Isoformen

DDAH-I wird in Geweben mit Uberwiegender nNOS-Exgzien gefunden, z.B im Gehirn.
DDAH-II befindet sich in Geweben mit eNOS-Expressiwie Endothelzellen (Leiper et al.
1999). Eine Ausnahme gibt es bei Nieren, wo die BBAnd NOS-Isoformen komplex verteilt
sind (Onozato et al. 2007). Die DDAH-Expressiomieren ist in Einklang mit der Expression
verschiedener NOS-Isoformen hoch isoformspezifissie ist mdglicherweise an der
ortsspezifischen Regulation der NO-Synthese bgteibie DDAH-I ist die vorherrschende
Isoform in Nieren und Leber (Nijveldt et al. 200%)ie menschliche Niere und die Leber
nehmen grolle Menge ADMA aus der systemischen zitiul auf (Nijveldt et al. 2003).

DDAH-I wird stark in Pankreas, Vorderhirn, Aorta dimeutrophilen Granulozyten und
Makrophagen exprimiert (Kimoto et al. 1993, Tran att 2000). DDAH-II wird stark in

vaskularen Endothelen, vaskularen Glattmuskelzedtmmie in Herz und Plazenta exprimiert.
DDAH-II wird auch neben induzierbarer NOS (iNOS)limmunzellen nachgewiesen (Tran et
al. 2000). Wabhrscheinlich spielt DDAH-II auch beerd Regulation der Abwehr und

Immuntoleranz im Zusammenhang mit der iNOS eindeRol

1.3.3  Regulation der DDAH-Aktivitat

Leiper und Vallance et al. haben in 2002 tber eaversible Inhibition der DDAH durch NO-
Donatoren berichtet. NO kann das Cystein im Aktintmem von DDAH nitrosylieren (Leiper et
al. 2002). Unter normalen Bedingungen wird DDAH htimennenswert nitrosyliert. Unter
besonderen Bedingungen wie z.B wenn iNOS indumved, wird die DDAH moglicherweise

nitrosyliert und inaktiviert.

L-Citrullin fahrt zu einer Produkthemmung der DDAMIacAllister et al. 1996, Kimoto 1989).
Pentafluorphenylsulfonat (Vallance et al. 2005 #eroacetamidin (Stone et al. 2005) und S-
2-Amino-4 (3-Methylguanidino)-Butansaure (4124Welen mogliche pharmakologische
Inhibitoren fiir die DDAH dar (Rossiter et al. 2008) kultivierten Endothelzellen oder glatten
Muskelzellen wurde beobachtet, dass viele FaktalienTranskription und Translation des
DDAH-Gens regulieren konnen. Bisher wurden nochnéein vivo Versuche hierzu
durchgefuhrt. Viele der initial beschriebenen Altiren sind Antioxidantien. Die Inhibitoren
sind assoziiert mit oxidativem Stress. Die Thiofgpa im katalytischen Zentrum der DDAH

verleint dieser die Sensitivitat gegenliber oxidativStress (Knipp M 2006). Homocystein
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oxidiert z.B die Thiolgruppe der DDAH, es ergibtlsiso eine Disulfidbriicke, wodurch das
Enzym inaktiviert wird (Stuhlinger et al. 2001) nEsuperoxiddonator oder NO-Donator hemmt
die DDAH-Aktivitat in vitro (Tan et al. 2007). Diénhibition der DDAH scheint jedoch
reversibel. In Anwesenheit von reduzierenden Stoffge Dithiothreitol (DTT) wird die
Thiolgruppe von Cystein wieder freigestellt (Leid&®02, Stuhlinger et al. 2001). DTT hat
allein keinen Effekt auf DDAH.

1.3.4 DDAH als Regulator des L-Arginin-NO-Weges

Ein wichtiger Beleg dafir, dass DDAH als ein kdtier Regulator fir den NOS-Signhalweg
fungiert, stammt aus Studien mit dem DDAH-Inhibit24. Zusatz von 4124W zu isolierten
vaskularen Segmenten flihrte zu einer Vasokonsinktidie wiederum durch L-Arginin
aufgehoben wurde (MacAllister et al. 1996). DieskeBntnis ist vereinbar mit der Sicht, dass
ADMA andauernd im Rahmen der Proteinumsetzung miedu wird. Dementsprechend
verursacht die pharmakologische Inhibition der DDAKivitdt die Akkumulation von

ADMA, welches wiederum die NO-Synthese stort uneis@ Vasokonstriktion begunstigt.

Verminderte DDAH-Aktivitdt ist der zentrale Mechamius, durch den kardiovaskulare
Risikofaktoren den NOS-Signalweg stéren kdnnter. \Birminderte DDAH-AKktivitat fahrt zur
Anreicherung von ADMA, welches wiederum die NO-3ege blockiert.

Die Regulation der NO-Synthese durch DDAH wurdevivo anhand der DDAH transgenen
Méausen untersucht (Dayoub et al. 2003). Bei diddénsen war die DDAH-Aktivitat erhoht,
infolgedessen sank die Konzentration von ADMA irmgpha um bis zu 50 %. Diese Reduktion
der ADMA-Konzentration im Plasma war mit einem gfigganten Anstieg der NOS-Aktivitat
einhergegangen, der Nitratgehalt im Plasma und Membei transgenen Mausen um das 2-
fache erhoht. Die Erhohung der NOS-Aktivitat bewarkeine Reduktion des systolischen
Blutdrucks von 15 mHg. Die Untersuchungen der DDA&BInsgenen Mause lieferten den
entscheidenden Hinweis Uber die grof3e BedeutungDdiskH-Aktivitat und der ADMA-

Konzentration im Plasma bei der Regulation der NOt$ese.

1.3.5 Bestimmung der DDAH-Aktivitat

DDAH hydrolysiert ADMA oder L-NMMA in L-Citrullin wnd Dimethylamin bzw.
Monomethylamin. Die DDAH-Aktivititsmessung basiematweder auf der Messung von
Substratabbau oder auf der Bestimmung der Reaktiodgkte (Knipp et al. 2000, Lin et al.
2002).
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Mann kann zwischen Assays, die auf unmarkiertem ADbkw. auf isotopenmarkiertem

ADMA beruhen, unterscheiden.

In Geweben wurde initial {C]-ADMA oder [“C]-L-NMMA eingesetzt. Mittels
Anionenaustauschharz wurde das Reaktionsprodtf@]-Citrullin gebunden. Das starke
Kation, namlich das unverbrauchté(]-ADMA wurde ausgewaschen (MacAllister et al. 1996
Ogawa et al. 1989). Andere Untersucher setzten daentes ADMA als Substrat ein und
bestimmten mit Hochdruckflissigkeitschromatograpti®LC) den Abbau von ADMA oder
die Entstehung von L-Citrullin (Chen et al. 200%d4d et al. 2003, Ito et al. 1999, Siroen et al.
2006, Nonaka et al. 2006). Das L-Citrullin als Realsprodukt wurde auch mittels Bildung
von Diacetylmonoxim mit Oxim photometrisch bestimfinipp et al. 2000). Zu beachten ist,
dass die Farbreaktion auch durch Harnstoff undeprgebundenes L-Citrullin ausgeldst wird.
AuBBerdem kann das L-Citrullin auch aus anderen I®ueitammen wie z.B durch Ornithin-

Carbamoyltransferase und NOS.

Wesentliche Nachteile der bisherigen Verfahren giel Verwendung von unmarkiertem
ADMA (unspezifisch) bzw. die Verwendung von raditek markiertem ADMA
(Strahlenschutz).

1.4  Arginase

1.4.1  Funktion der Arginase

Die Aminoséaure Arginin wird in Sédugertierzellen Wesentlichen auf vier Wegen durch NOS,
L-Arginin-Decarboxylase (ADC), Arginin:Glycin-Amidiotransferase oder Arginase (siehe
Abbildung 1-5) abgebaut.
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NO-Synthase :

Arginin + O, »  Citrullin + NO
Arginase :
Arginin > OrnithinHarnstoff

Arginin:Glycin-Amidinotransferase :
Arginin + Glycin . Ornithin + Guanidinoacetat

Arginin-Decarboxylase :
Arginin > Agtma+ CQO,

Abbildung 1-5 Enzyme mit Arginin als Substrat

Arginase katalysiert die Spaltung von Arginin inni@hin und Harnstoff (Kossel et al 1904). Es
existieren zwei Isoenzymvarianten von Arginase: Bitsolisch gelegene Arginase (Arginase
[) ist hauptsachlich in der Leber als ein Teil desrnstoffzyklus aktiv. Die zweite
Isoenzymvariante: Die mitochondrial lokalisierteghrase (Arginase Il) befindet sich in vielen
extrahepatischen Geweben wie z.B in Makrophagen Nigdenzellen. Sie katalysiert die
gleiche enzymatische Reaktion (Jenkison et al. 1986extrahepatischen Geweben, in denen
kein kompletter Harnstoffzyklus vorhanden ist, wiig¢ Arginase als Lieferant fir Ornithin,
eine biosynthetische Vorstufe von L-Prolin und Rafynen, betrachtet. Polyamine sind von
essenzieller Bedeutung fir die Zellteilung und &iinzierung. Prolin wird im menschlichen
Korper z.B. fur die Bildung von Kollagen, dem Piinteaus dem Bindegewebe und Knochen
bestehen, bendtigt (Lehninger et al. 1993). Einsstéiekte Arginase-Aktivitat kann zu einem
Substrat-Mangel von Arginin fihren, infolgedessan einer Hemmung der NO Synthese
(Corraliza et al. 1995). Eine Hemmung der Argin&tedat hingegen verstarkt die NO-
Produktion (Daghigh et al. 1994).

Bei Patienten mit Sichelzellandmie wird die Freisay von Arginasen aus Erythrozyten fir die
teilweise stark erniedrigten L-Arginin-Konzentratém im Plasma verantwortlich gemacht
(Morris et al. 2005).

Arginin:Glycin-Amidinotransferase stellt aus den bSwaten Glycin und Arginin

Guanidinoacetat her, das weiter zur Kreatin syrgieet wird (Brosnan et al. 2004).
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1.4.2  Aktivitdtsmessung der Arginase
Die Bestimmung der Arginaseaktivitat beruhte bishreWesentlichen auf zwei Ansatzen:

Zum einen basierte die Arginase-Aktivititsmessunfydem Einsatz vor’C markiertem L-
Arginin. Als Produkt wurde“C markierter Harnstoff von dem unverbraucht& markierten
L-Arginin mittels lonenaustauschharz abgetrennt omitiels Szintillationsz&hlung quantifiziert
(Ruegg et al. 1980, Cavalli et al. 1994).

Zum anderen konnten spektrophotometrisch mit ateran Substraten der Arginase, wie 1-
Nitro-3-Guanidinobenzen (NGB) die farbigen Produfgteantitativ bestimmt werden (Baggio
1999). Eine spektrophotometrische Messung von Asgaktivitdt wurde auch mittels
Kopplung des entstandenen Harnstoffs mit UreaseGinthmatdehydrogenase durchgefihrt,
dabei wurde das beteiligte NADPH spektrophotomettrisestimmt (Nazmi Ozer 1984). Die
spektrophotometrische Messung der Arginaseaktiigin nur mit einem reinen Enzym
durchgefiihrt werden und ist nicht sehr empfindlibhgegen ist‘C markiertes L-Arginin auch
im Gewebehomogenat einsetzbar, leider ist das Mexfesehr zeitaufwendig. Shoufa Han et al.
hatten im Jahre 2001 ein empfindlicheres spektrmphetrisches Arginase-Aktivitdtsassay mit
Thioarginin als Substrat entwickelt. Das Produkagierte weiter mit 5,5 -Dithiobis-2-
Nitrobenzoat (DTNB) zu einem farbigem Produkt, dasnen 10-fach ho6heren

Extinktionskoeffizienten als das Produkt von NGBtda

Problem aller dieser Assays ist aber, dass einehgkeitige Bestimmung von ADMA (DDAH-
Aktivitat) und L-Arginin nicht mdglich ist.

1.5  Analytik von ADMA

In dem Mal3e, in dem unser Verstandnis Uber dieeRalh ADMA in der Pathogenesse von
Herz-Kreislauferkrankungen im Verlauf der letzteahi& zunahm, wird ADMA ein Ziel fir

pharmakotherapeutische Interventionen. Weil die Zéotration von anderen Aminoséuren im
Plasma mehrfach hoher als die der methylierten Asd@noren ist, stellt die Quantifizierung der
methylierten Argininanaloga im Plasma eine Herawsung dar. Verfligbare analytische
Methoden zur ADMA-Messung waren bisher die Papmnctatographie (Kakimoto et al.

1970), die Dunnschichtchromatographie (Tyihak e18V4), die Elektrophorese (Reporter et al.
1971) und die lonenaustauschchromatographie (Ra#.€1967, Kakimoto 1971, Zarkadas
1978, Lou et al. 1981). Sie sind in klinisch orierten Laboren nicht sehr weit verbreitet und

ungeeignet fur einen hohen Probendurchsatz.
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Traditionell wird eine Aminosdurenanalyse auch nahenaustauschchromatographie mit
Nachsaulen-Derivatisierung durchgefihrt. Diese Meégheignet sich prinzipiell fir die Analyse
von allen in den Proben enthaltenen Aminoséurendemdn Derivate wie ADMA und SDMA

(Marescau et al. 1997). Der Nachteil dieser Tecligtileine sehr lange Probenlaufzeit fur die

vollstdndige Trennung der Aminosauren.

Eine Laufzeitverkirzung mittels Vorsaulen-Derivesisng und anschlieBender HPLC-
Trennung mit Umkehrphase von Argininanaloga wurda wmehreren Gruppen beschrieben.
Arginin, ADMA und SDMA wurden zwar 1996 von MacAdtier et al. nach HPLC-Trennung
mit UV-Detektion bei einer Wellenlange von 200 nrmagtifiziert, jedoch ist eine UV-
Absorptionsmessung wegen fehlenden chromophorepp@rufir Arginin, ADMA und SDMA
nicht geeignet. Die meisten HPLC-Methoden bezogeh swuf Festphasenextraktion mit
Kationaustauschsaulen, eine Vorsaulen-Derivatisgeru  und anschliel3ender
Fluoreszenzdetektion. O-Phtaldialdehyd (OPA) ists dam haufigsten angewendete
Fluoreszenzreagenz. Die Fluoreszenzdetektion derA-Ddvivate wurde bei einer
Exitationswellenlanger(®) und einer Emissionswellenlange 1) von 340 nm und 455 nm
durchgefuhrt.  Mit AccQ-Fluor (6-Aminoquinolyl-N-hydxysuccinimidylcarbamat) als
Reagenz war die Fluoreszenz des Derivates bei Rauypetratur etwa eine Woche stabil
(Heresztyn et al. 2004), deshalb war es fir groffgbdhmengen und offline-Bearbeitung

geeignet.

Die Auflosung der chromatographischen Trennung Benivaten des L-Arginins und dessen
Analoga ist abhangig von vielen Faktoren wie: HPR&isle, S&ulenofentemperatur,
Elutionszeit, Laufmittelzusammensetzung und pH-Vded Laufmittels. Zahlreiche Variationen
der HPLC-Methoden wurden publiziert. (Petterssoraletl997, Pi et al. 2000, Boger et al.
1998b, Teerlink et al. 2002, Marra et al. 2003).iIWADMA und SDMA strukturell sehr

ahnlich sind, ist die chromatographische Trennupng beiden Argininanaloga schwer zu
bewaltigen. Die Trennung wird mit C18 oder mitHz modifizierten Silica-Normalphasen-
HPLC-Saulen durchgefihrt. Die Laufzeit einer Prdisragt 30-60 Minuten. Die Nachteile
aller HPLC-Methoden liegen in der aufwendigen Aumigung und langer Analysezeit und in

der unspezifischen Detektion.

Fluoreszenzdetektion fir Arginin, ADMA und SDMA istufgrund fehlender speziellen
Reagenz nicht spezifisch. Erst mit der Einfihrung Wassenspektrometrie wird eine hdhere
Selektivitat gewahrleistet. Der Analyt wird mittades charakteristischen molekularen Masse-
zu-Ladung-Verhéaltnisses (m/z) selektiv detektiéfierbei erweist sich die mit LC und GC

verbundenen Massenspektrometrie empfindlicher ial&kahventionellen Detektoren. Tsikas et
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al. haben in 2003 die GC-MS/MS-Analytik von ADMAdiArginin im Plasma von Menschen
und in der Zellkultur entwickelt. Die Plasmaprobguarden tber Ultrafiltration gereinigt und
zur Trocknung abgedampft. Zwei Derivatisierungssiehmwurden durchgefiihrt, um fliichtige
Produkte fir die GC-Trennung herzustellen. Nach Derivatisierung waren Arginin und
ADMA fur eine GC-Trennung auf einer Optima-17 Kégitaule (Macherey Nagel,
Deutschland) als scharfe symmetrische Peaks zmsBeeden GC-MS-Chromatogrammen mit
negativ chemischer lonisierung (NICI) waren keinérenden Peaks zu sehen. Aufgrund
anderer Derivatisierungsprodukte und fehlendentriete Standard von SDMA wurde SDMA
nicht mit der Methode erfasst. Albsmeier et al. anserer Arbeitsgruppe hat in 2004 die GC-
MS/MS-Methode nach Tsikas weiter verbessert, indéndie Probenreinigung von Plasma
mittels Acetonfallung durchfiihrte unéHg]-ADMA als internen Standard einsetzte. Gegeniiber
der HPLC-Methode wurde bei der GC-MS-Methode didel8witat erhoht und die
Probenlaufzeit verkirzt. Die Nachteile der GC/MSthele sind die hohen Kosten und

aufwendige Aufbereitung der Proben.

Im Vergleich zur GC-MS sind LC-MS/MS-Methoden h@ufkostengtinstiger und stellen
weniger Anspriche an die Aufarbeitung der Probemed waren viele Untersucher bestrebt,
eine adaquate LC-MS/MS-Methode zu entwickeln. Viashathan et al. haben in 2000 die erste
LC-MS/MS-Methode fir Arginin und dessen methylierkdetabolite beschrieben. Nach
Proteinfallung mit Acetonitril und Abdampfung de$dungsmittels wurden die Aminoséuren
auf einer Silica-Saule isokratisch getrennt. Dieoaiatographische Laufzeit betrug nach
vollstéandiger Trennung von ADMA und SDMA 15 MinuteDas Rauschsignal war in der
Regel aber relativ grof3. Die Quantifizierung erfelgowohl mittels ESI-MS als auch mittels
ESI-MS/MS. Unpassende interne Standards fir ADMAd uBDMA zusammen mit
Hintergrundrausch konnten die relativ niedrigersRiakonzentrationen erklaren, die mit dieser

Methode beschrieben wurden.

Huang et al. haben in 2003 und 2004 das L-Argimd dessen methylierte Metabolite mittels
Umkehrphase C18-Saule sowohl im Urin als auch asfbh gemessen. Als einziger Schritt der
Probenaufarbeitung wurde eine Proteinfallung miSulfosalicysdure durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte mit APCI-MS in dem selektivemémiiberwachungsmodus (SIM). Martens-
Lobenhoffer et al. haben 2003 die Proben nach iafatieing von Plasma und Verdinnung von
Urinproben mit einem OPA-Reagenz derivatisiert umid ESI-MS detektiert. ADMA und
SDMA als OPA-Derivate konnten mit LC-MS nicht urgehnieden werden, deshalb wurden sie

zuvor mit Laufmittelgradient Gber 27 min chromatagjnisch getrennt.



Einleitung 19

Kirchherr et al. haben in 2005 eine LC-MS/MS-Metaadir Quantifizierung von ADMA und
SDMA im Humanplasma mit lediglich 6 min Laufzeitterckelt. ADMA und SDMA werden
auf einer porosen Karbon-Graphit-HPLC-Saule (Hyadyc Thermo Electron) getrennt. Die
Nachteile dieser Methode sind offensichtlich, arstaeurden ADMA und SDMA nicht mittels
MS/MS sondern nur chromatographisch abhangig deerfRenszeit getrennt, zweitens war der
Leucinpeak (interner Standard) sehr deformiertiedrs verursachte die Matrix eine ausgepragte

lonensuppression.

Alle bisherigen LC/MS-Methoden unterscheiden sichihrem Reagenz zur Proteinfallung, in
der Trennsaule und im Laufmittel. AulRer Martens-wmioffer et al. 2003 haben andere
Untersucher keine Derivatisierungsschritte vorgemem Die Probenaufbereitung ist
infolgedessen zu GC/MS-Methoden deutlich vereirifabiie Nachteile aller oben genannten
LC/MS-Methoden liegen in der langen Probenlaufze#iufgrund der nétigen
chromatographischen Trennung von ADMA und SDMA, starken Hintergrundrauschen, in
den ungeeigneten internen Standards und in demnhbbleektionslimit (LOQ = 0,2 uM fir
ADMA und SDMA bei Lan-Fang Huang et al. 2004).
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2 Zielsetzung

NC-NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) ist eine endogen gebiltle Aminosaure, die alle drei
Isoformen der Stickstoffmonoxid-Synthase inhibieRDMA kumuliert in verschiedenen

Krankheitsstadien von chronischer NiereninsuffizieDiabetes mellitus, arterieller Hypertonie
und koronarer Herzkrankheit. Der enzymatische Abtdasi ADMA Uberwiegt dessen renale
Elimination. Das Enzym, das fiur den Abbau von ADM&rantwortlich ist, ist die

Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH). ADMAegt im Plasma neben strukturell
ahnlichen Substanzen wie L-Arginin und SDMA vor.eDBestimmung ist deshalb eine
analytische Herausforderung. Ziel dieser Arbeit was einen Assay mit stabil
isotopenmarkiertem Substrat zur Bestimmung der DBE¥dtvitat in Geweben zu etablieren.

Vorausgesetzt daftir waren

» Synthese und Erprobung von mit stabilen Isotopafaeh bzw. mehrfach markiertem
ADMA als Substrat und Standard fur DDAH-Aktivitassays.

* Optimierung einer LC-MS/MS Methode fur die zuved@ie Bestimmung von
Plasma- und Gewebe- ADMA-, SDMA- und Arginin- Kongetion in einer Probe.
Kriterien der Zuverlassigkeit sollten Reproduzieke#, Interferenzfreiheit und
Genauigkeit der entwickelten Methode sein. Bisleagalytische Methoden erfillen
jedoch nicht die geforderten Kriterien von Selekdityund Genauigkeit bzw. erreichen

diese nur nach zeit- und materialaufwendiger Protdaereitung.

 Anwendung der LC-MS/MS-Methodik um Bildung und Abbaon ADMA und
strukturelle verwandte Substanzen wie SDMA und BiAn parallel in einer Probe

beobachten zu kénnen.
* Validierung des DDAH-Aktivitdtsassays fur Gewebdyao

» Zusatzliche Bestimmung der Arginase-Aktivitat invi&beproben
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3 Methoden

3.1  Synthese von ,N°®-[3,3,4,4,5,5°H¢]-Dimethyl-L-Arginin
([°He]-ADMA) und N ©,N°-[1,1,1,1",1",1"?H¢-Dimethylamino-
1,2,3,4,55Cs]- L-Arginin ([ *H¢"*Cs]-ADMA)

Die Synthese von®flg-ADMA wurde in Anlehnung an einer Arbeit von Putkdat al.
durchgefuhrt (Pundak et al. 1981).

Es wurde 1 g Bromcyan-aktivierte Agarose in 10B@lzsaure (1 mM) suspendiert und 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert, die Mischung wurdiridit. Die abfiltrierte Bromcyan-
aktivierte Agarose wurde 5 Mal mit 5 ml SalzsduteniM) und 5 Mal mit 5 ml Wasser
gewaschen. Fir die Vorbereitung eines Kupfer-OmiKomplexes wurden 10 mg -
OrnithinrHCI in 5 ml Wasser geldst. Eine Spatelspitze vo&Ouwurde zugegeben und 5 min
stehen gelassen, bis eine leichte Blaufarbung ierscKaliumhydroxidldsung (10 N) wurde
dazugegeben bis ein pH-Wert von 10 eingestellt wad abfiltriert. Das Filtrat des Kupfer-
Ornithin-Komplexes wurde mit gewaschener Bromcyiiiveerter Agarose vereinigt und Gber
Nacht bei 4 °C auf den Schiittler gestellt.

Am nachsten Tag wurde diese Suspension filtried tinMal mit 5 ml 1 N Salzs&aure und
mehrmals mit Wasser gewaschen. Der erhaltene Cygana&e-L-fHg]-Ornithin-Komplex
wurde in 6 ml Dimethylaminldsung (20 %) suspendiBiese Suspension wurde verschlossen
fir 24 Stunden bei 50 °C geriihrt, wahrend der &diilgte die Synthese dedHf]-ADMA aus
L-[?H¢]-Ornithin und Dimethylamin. Nach Beendigung demRion wurde das Filtrat inklusive
der 10 ml Waschwasser, die in mehreren Portionegegeben wurden, zur Trocknung
eingeengt. Das synthetisiertéHf]-ADMA wurde in 400 pl Wasser zur Herstellung einer

Stammlésung aufgenommen.

Die Synthese von?HsCs]-ADMA verlief dhnlich wie bei fHg-ADMA mit folgenden
Modifikationen: Statt L-fHg]-Ornithin-HCI wurde L-F3Cg]-Ornithin-HCI fiir die Herstellung
des Kupfer-Ornithin-Komplexes eingesetzt. Infolgesn entstand Uber Nacht ein Cyan-
Agarose-L-f3C¢]-Ornithin-Komplex statt eines Cyan-Agarose?H{]-Ornithin-Komplexes.
Dieser Cyan-Agarose-“JCs]-Ornithin-Komplex wurde in 6 ml einer 20%iger’Hf)-
Dimethylaminldsung statt Dimethylaminlésung susperidDas daraus synthetisierfelf-Cs]-

ADMA wurde auch in 400 pl Wasser zur HerstellungeeiStammlésung aufgenommen.
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Es ist hier zur erwahnen, dass daJ-Dimethylamin gasférmig ist. Es wurde zuvor in @in
Kolben, der in flissigem Stickstoff eingebettet waingeleitet und so verfliissigt. Um eine 20
%ige PHg]-Dimethylaminldésung herzustellen, musste das ftjis§He]-Dimethylamin in der
entsprechenden Menge eiskaltem Wasser geltst usdhessen im Kihlschrank aufbewahrt

werden.

Die Reinheits- und Identitatspriifung von selbsttisgtisierten Hg]-ADMA und [*Hg"*Cs)-
ADMA erfolgte mittels HPLC und LC-MS (siehe 3.2 u8).

3.2 Quantifizierung von [?He]-ADMA und [ ?Hg"*Cs]-ADMA mit
Hilfe der HPLC

Das synthetisierte 2Hg-ADMA und [?Hg"Cg]-ADMA wurde anhand von HPLC-
Chromatogrammen auf Verunreinigungen mit Arginind UBDMA untersucht. Die HPLC-
Messung diente auch als eine Vorquantifizierung [fbigl-ADMA und [Hg"*Cs]-ADMA in der
Stammldsung. Ein externer Standardmix mit L-ArgiriB0 uM), Homoarginin (10uM),
ADMA (1 pM) und SDMA (1 uM) wurde vorbereitet, um die Retentionszeit voremll

Verbindungen zu bestimmen.

[°He]-ADMA und [°Hg"Cs]-ADMA wurden um das 100-fache verdiunnt. Im letzten
Verdunnungsschritt war Homoarginin als internem8gad mit einer Endkonzentration von 10
MM zugegeben worden. Die Messung der Konzentratam ADMA, SDMA und L-Arginin
erfolgte mit Hilfe der Hochdruckflissigkeitschrorogtaphie (HPLC) unter Verwendung einer
Vorsaulen-Derivatisierung mit Orthophthaldialdenf@PA), modifiziert nach einer HPLC-
Methode von Boger et al. (Boger et al. 1998b). EMéreinigung der Proben unter der
Verwendung von CBA (carboxylic acid) Kartuschen wat erforderlich, da es sich nicht um
biologische Proben handelt. Eine 100 pul Probe wumg HPLC-Messung in ein
Autosamplergefall Uberfuhrt. Vor der Injektion eibgul Probe wurde die Probe 30 Sekunden
lang mit OPA-Reagenz inkubiert. Der Probeninhaltdeuisokratisch mit dem Eluenten A bei
einer Flussrate von 1 ml/min auf einer Phenylsaunlaysiert. Die Detektion erfolgte mit einem

Fluoreszenz-Detektor b&?= 340 nm und.*™= 453 nm

Die jeweiligen Konzentrationen vorfHg-ADMA (Abbildung 3-2) und fHe"Cs-ADMA
(Abbildung 3-3) waren anhand der Peak-Hbohen-Venigile zum internen Standard im
Standard-Mix und in der Probe berechnet. Unter #&mntnis der entsprechenden

Retentionszeit wurde auch nach VerunreinigungenArgmin oder SDMA gesucht.
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Abbildung 3-3 HPLC-Chromatogramm des synthetisieftels**C]-ADMA mit Homoarginin

als internem Standard

3.3 Quantifizierung von Arginin, [ *N,]-Arginin, ADMA, SDMA,
[*He]-ADMA und [ “Hg"°C:]-ADMA mit Hilfe der LC-MS/MS

Die Analysen wurden an einem Varian 1200 Tripel-€pupol-Massenspektrometer
ausgestattet mit 2 Varian ProStar 210 HPLC-Pumpeaohdefuhrt. Als Trennséule wurde C18-
Ether, 3 pm Korngrdof3e, 50 x 2.0 mm ID verwendeé Dibbile Phase A bestand aus 0,1 %iger
Ameisensaure in Methanol, Mobile Phase B aus 0,@efbAmeisensadure in Wasser. Die
Chromatographie verlief bei 25 °C mit einem Flusa 9,4 ml/min. Der Gradient lief mit 2 % A
fur 0,5 min und stieg linear tber 1,5 min auf 5% n. AnschlieRend wurde fir 2 min bei 2 %
A reequilibriert. Stickstoff wurde als ZerstauberduTrocken-Gas (380 °C) mit 90 und 180 I/h

verwendet.

Fur die lonisierung wurde der positive Elektrosplayisation-Modus (ESI+) gewahlt. Die
Nadel- und Schildspannung wurden bei 5850 V und M(fingestellt. Das Kollisionsgas im
zweiten Quadrupol war fur LC-MS/MS-Messungen Argoih einem Kollisionsdruck von 2 Pa.

Die folgenden Ubergénge wurden nach der Fragmemniiemit Argon beobachtet.
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Tabelle 3-1 Ubergange der Butylester aller Verbimgn iber Kollision mit Argon Gas

Verbindung Ubergang (m/z) Kollisionsenergie (CE)
Arginin 231->70 -22eV
[*°N,]-Arginin 233->70 -22eV
[°H;]-Arginin 238->77 -22eV
ADMA 259->214 -16eV
[’He]-ADMA 265->220 -16eV
[’Hs"C:]-ADMA 270->219 -16eV
SDMA 259->228 -14eV

Alle Verbindungen wurden als Butylester analysidftd]-ADMA fungierte als interner
Standard fiir ADMA und SDMA. L#H;]-Arginin diente als interner Standard fiir L-Argini
Fir die quantitative Bestimmung von ADMA, SDMA uhéArginin im Plasma wurden zu 50
ul Plasma 5 pl interner Standard aus einem Gemiseh_-[’H;]-Arginin und PHg]-ADMA in
einer Endkonzentration von 50 pM und 2 pM zugegelémmittelbar danach wurde das
Protein in einer Probe mit 100 pl Aceton gefalltduder Uberstand wurde in ein
Autosamplergefal® tberfuhrt. Unter Stickstoff wudie Probe eingeengt. Nach Zugabe von 100
pl 1 mol/l Salzsaure in 1-Butanol derivatisiertea Broben 17 min bei 65 °C im Thermoblock.
Im Anschluss wurde das Losungsmittel unter Stidk&otfernt. Der Ruckstand wurde in 1 ml

Wasser aufgenommen. Zur Messung wurden 20 pl adxeRn die Saule injiziert.

Bei biologischen Proben, welche zuvor nfil{-ADMA versetzt wurden, wurde statfHg)-
ADMA das mit Isotopen markierte’His**Cs]-ADMA als Bestandteil des internen Standards

eingesetzt.

3.4  Verwendung der LC-MS/MS-Methode zur Messung der
ADMA-, SDMA- und Arginin-Konzentration im Rahmen ei ner

klinischen Studie

In die Studie wurden 24 gesunde Probanden eingessdnl, an denen die Wirkung von drei
verschiedenen Fast Food Menls auf das kardiovask8lgstem beobachtet werden sollte. Die
Studie wurde im dreifachen Crossover-Vergleich dgefuhrt, was bedeutete, dass alle 24
Probanden jedes der drei Menls an jeweils unterdlitihhen Untersuchungstagen einnahmen.
Die Beobachter waren bis zum Abschluss der Auswgrtler Daten verblindet. Fur die Studie
lag ein positives Votum der Ethik-Kommission dezt&kammer Hamburg (Aktenzeichen: OB-

053/04) und das schriftliche Einverstandnis all@b@nden vor.
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3.5  Quantifizierung von Arginin, [ *N,]-Arginin, ADMA, SDMA,
[*He]-ADMA und [ “Hg"°Cs]-ADMA in hohem Durchlauf mit
Hilfe der LC-MS/MS

Eine methanolische Lésung vofHf]-Arginin und FHe]-ADMA als interner Standard wurde
zuerst hergestellt. 100 pl von dem methanolisch&rrien Standard wurden auf eine 96-Well
0,2 mm Mikrofilterplatte von der Firma Millipore, iel zuvor auf eine 96-Well
Polypropylenplatte gestellt wurde, pipettiert. ER@ pl biologische Probe wurde dem internen
Standard zupipettiert. Die Proteine wurden geféllem die beiden Platten unter Verschluss
auf einem Plattenschuttler fir 5 min geschittelrden. Danach wurde die Probe durch
Zentrifugation der Mikrofilterplatte bei 4 °C mitO20rpm von Proteinen befreit. Das Filtrat
wurde in der darunterliegenden Polypropylenplatiéggefangen und bei 85 °C fir 30 min
getrocknet. Dann wurde der Rickstand mit 100 ulH® in Butanol unter Verschluss bei 65
°C fur 15 min derivatisiert. Das Reaktionsgemisalrde bei 85 °C zur Trocknung erhitzt. Die
Polypropylenplatten mit den zur Trocknung eingeenddutylestern der Analyten wurden bei -
20 °C aufbewahrt. Vor der Messung wurden die Probezinem 100 pl Acetonitril:wassriges
0,1 % Ammoniumformiat (60:40 v/v)-Gemisch, (pH4 gastellt mit Ameisensaure),

aufgenommen. Ein 10 pl Aliquot wurde in das LC-M&1@erat injiziert.

Die Butylester der Proben wurden isokratisch mit etdaitril:wdssriges 0,1 %

Ammoniumformiat, (60:40 v/v), bei einer Flussraten\0,2 ml/min eluiert.

Die Analyse wurde mit einem Tripel-Quadrupol-Masgerktrometer Varian 1200 ausgestattet
mit 2 Varian ProStar 210 HPLC-Pumpen durchgefulzir Probenaufgabe wurde ein
Autosampler von CTC Analytics verwendet, zur chrtogeaphischen Trennung eine
Chirobiotic Microbore-Vorsaule der Dimension T 20mnx 1,0, gefullt mit Teikoplatnin
kovalent gebunden an spharischer Silica (5um).k&off diente als Verneblungs- und
Trockengas (380 °C) mit einem Fluss von 90 und/h80ladel- und Schild-Spannung wurden
bei 5600 und 400v gehalten. In einem ,Multiple Re&ac Monitoring” (MRM) Modus nach
Fragmentierung mit Argongas (2 Pa) wurden die Iahetektiert (siehe Tabelle 3-1).

3.6  Bestimmung der Aktivitat der Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH) in Gewebehomogenat
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Die Mausniere und -leber sind Organe mit bekarmtkst Expression von DDAH (I und II),

deshalb wurde die DDAH-Aktivitat von Mausnieren webern untersucht.

Als Vorversuch zur Untersuchung von endogener Bidgduon ADMA und L-Arginin wurde
gefrorenes Gewebe (10-100 mg) auf Eis 1:4 oder(rh/8) mit PBS Puffer homogenisiert,
daraus resultierte eine Protein-Konzentration @9 %/I. Fir die Untersuchung des Einflusses
eines Proteaseinhibitor-Mixes wurde diese im Emdeff um das 20-fache im
Gewebehomogenat verdinnt. Ein Aliquot von 100 pideuin einer 96-Well Platte oder in
einem Eppi fir 60 min bei 37 °C mite-ADMA (1-100 puM) inkubiert. Fir die Bestimmung
von ADMA, L-Arginin und SDMA bei unterschiedlicheteitpunkten wurden 10 pl bzw 20 pl
von dem Reaktionseinsatz abgenommen und zum 1Q0@etHanolischen internen Standard
pipettiert. Infolgedessen wurde die Reaktion ggstoper methanolische interne Standard
enthielt fHs"*Cs]-ADMA (1 pM) und [PH;]-Arginin (50 pM). Basierend auf den Vorversuchen
mit verschiedenen Inkubationszeiten ufidg-ADMA-Konzentrationen wurden die optimalen
experimentellen Bedingungen festgelegt. Es wurde2@umg gefrorenes Gewebe aus einem
einzelnen Organ fur die DDAH-Aktivitatsmessung bégtd Homogenisiert wurde in PBS
Puffer (pH 6,5) mit Proteaseinhibitor-Mix, (um dieeinflussung durch endogen Neubildung
von ADMA zu verhindern). Das Homogenat wurde 5 imén 4 °C und 12000 g abzentrifugiert.
Fur den eigentlichen DDAH-Aktivitatsassay wurdepBQAliquot von dem Uberstand mit 50 pl
PBS Puffer, welcher 20 pM*Hig-ADMA enthielt, fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Bi
Endverdinnung fir Mausnieren- und -leber-Homogenatichte 1:6 und 1:3 (m/m). Zum
Stoppen der Reaktion wurden 100 pl kalter methacioér interner Standard gegeben. Die
enzymatische Aktivitat wurde aus der anfanglichiéty]JADMA-Konzentration abziiglich der
[°H¢]-ADMA-Konzentration nach 60 min Inkubation und dbr 60 min Inkubationszeit
dividiert, berechnet. Die Konzentration wurde aufotBin bezogen angegeben. Die

Proteinkonzentration von Proben wurde nach Bradbietimmt (siehe Kapitel 3.9).

3.7  Arginase-Aktivitatsmessung

Arginase-Aktivitdtsmessung in Nierenhomogenat voauben erfolgte simultan mit DDAH-
Aktivitatsmessung (siehe Kapitel 3.6). Weil die Aa@seaktivitat in einer Mausleber sehr hoch
ist, wurde homogenisiertes Lebergewebe einer Mtark serdiinnt eingesetzt. Ein Stick der
Mausleber (5-10 mg) wurde um das 1:100 mit PBS @B)=in einer Eppendorf-Tube (1,5 ml)
auf Eis verdunnt. Mit einem Tissuelyser wurde @d&8 1 min homogenisiert, zwischendurch
wurde die Eppendorf-Tube auf Eis abgekihlt. Das étggnat wurde mit 12000 rpm fir 15 min
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bei 4 °C abzentrifugiert. Als Reaktionseinsatz vemr@5 pl Uberstand mit 50 ifIN,]-Arginin
(200 pM) und 25 pl PBS pH 6.5 vermischt. Der Remideinsatz wurde bei 37 °C im
Thermoschittler belassen. Zum Zeitpunkt Null undchna30 min wurden von dem
Reaktionseinsatz 20 pl Losung abgenommen, in dérul@nethanolischen internen Standard,
welcher 50 pM 3H]-Arginin enthielt, pipettiert. Der methanolischetérne Standard wurde
zuvor in eine 96-Well-Mikrofilterplatte (0,2 mm) d&irma Millipore, die Uber eine 96-Well
Polypropylenplatte gestellt wurde, pipettiert. Batten wurden fur die LC-MS/MS-Messung

unmittelbar weiter bearbeitet (siehe Kapitel 3.5).

3.8  Bestimmung der Aktivitat der Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH) in menschlichem
Vollblutlysat

Vollblut in EDTA wurde nach Abnahme bei -80 °C aaimhrt. Das Vollblut wurde durch 3
Gefrier-Auftau-Zyklen mit 1 min Gefrieren in fliggm Stickstoff und 5 min Tauen bei 37 °C
lysiert. Das Lysat wurde 15 min mit 12000 g bei @ Zentrifugiert. Zum 1 ml Uberstand
wurden 3,75 pl?Hg]-ADMA-Stammlésung (4 mM) gegeben, um eine 15 uMiEonzentration
zu erreichen. Dieser Reaktionseinsatz wurde aufrenehEppendorf-Tuben zur mehrfachen
Bestimmung verteilt. Die Eppendorf-Tuben wurden®érC geschuttelt. Aus jeder Eppendorf-
Tube wurden zum Zeitpunkt 0 Stunde und 4 Stund@l20ysat abgenommen und in 100 pl
methanolischen internen StandartH{{°C<]-ADMA 1 puM), der sich in einer Eppendorf-Tube
befindet, pipettiert, gevortext und 2,5 min beidbzentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine
96-Well-Mikrofilterplatte (0,2 mm) der Firma Millgre, die Uber eine 96-Well-
Polypropylenplatte gestellt wurde, tberfuhrt. Diatén wurden danach fir die LC-MS/MS-
Messung weiter derivatisiert (siehe Kapitel 3.5)e Proteinkonzentration von Proben wurde

nach Lowry bestimmt (siehe Kapitel 3.10).

3.9  Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Proteinbestimmung von Zelllysatew Gewebehomogenaten erfolgte nach der
Methode von Bradford (1976). Der im Bradford-Reagemthaltene Farbstoff Coomassie-
Brillant-Blau G-250 (CBBG) bildet in saurer Losuagwohl mit den kationischen als auch den
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nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Prot€omaplexe. Durch die Komplexbildung mit
Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen, otgierten, anionischen Sulfatform
stabilisiert, das Absorptionsspektrum verschieti siuf ein Absorptionsmaximum bei 595 nm,
das als Ausmald der Proteinkonzentration mit Phdemgemessen wird. Zur Kalibrierung

wurde Plasma-Globulin (Bio-Rad Protein Standard I) verwendet.

3,58, 7,15, 10,73 und 14,8y Proteinstandardlésungen als Standardreihe wuntderqua

bidest bis auf 0,8 ml erganzt. Die Proben wurdediuent oder unverdiinnt mit Aqua bidest bis
auf 0,8 ml erganzt. Nach 15 min Inkubationszeiteurfusatz von 200 ul Bradford-Reagenz
wurde die Extinktion der Standardreihe bzw. derbBrobei der Wellenlange von 595 nm

bestimmt.

3.10 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry beruht auf zwealRenen. Der erste Schritt beruht auf
der Biuretreaktion, namlich auf der Bildung eindaubvioletten Komplexes zwischen den
Peptidbindungen und den Kupfer(ll)-lonen in alkettisr LOsung. Im zweiten Schritt reduziert
dieser biuretahnliche Komplex das gelbe Folin-CieecaReagenz (Molybdé&n- und Wolfram-
Heteropolysauren). Die resultierende intensive Bldwng wird zur quantitativen Bestimmung
benutzt. 10 pl einer Proteinlosung (Vollblutlysatirden mit 1M Natriumhydroxidlésung in
Klvette auf 200 pl aufgefillt. Dazu wurde 1ml LowRgagenz in jede Klvette zupipettiert.
Dieser Ansatz wurde 10 min stehen gelassen. Naghli#uvon 100 pl Folinreagenz wurde der
Ansatz 30 min im Dunkeln inkubiert und dann im Sn&pecd“3000 (Bio-Rad) die Extinktion
bei der Wellenlange von 750 nm gegen einen Blinthigleicher Ansatz ohne Proteinlésung)
gemessen. Die Ermittlung des Proteingehaltes éefodgnhand einer Eichkurve, die durch
entsprechende Messungen mit 10, 20, 30 undl4&bner Eichlésung (Rinderserumalbumin, 1

mg/ml) erhalten wurde.

3.11 Statistik

Die Verteilung der Daten wurde mittels Kolgomoromighov-Test analysiert. Normalverteilte
stetige Daten wurden mittels t-Test und ANOVA viaigen. T-Test wurde zur Bestimmung
signifikanter Unterschiede zwischen zwei GruppetQVA zur Bestimmung signifikanter

Unterschiede unter mehreren Gruppen eingesetzkdihe nicht gegebener Normalverteilung
ersetzte der U-Test von Mann und Whitney den t-Testh Student. Ein Wert von P<0,05
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wurde als statistisch signifikant angesehen. Dieridifanskoeffizienten wurden als
VK=(Standardabweichung/Mittelwert der Proben)*1@0drhnet. Programme: Prism und SPSS

15.
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4 Ergebnisse

4.1  Entwicklung einer auf der Liquidchromatographie-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-basierenten Methodeur
Analyse des I¥,N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA)

Vorraussetzung fur die Analytik mit Hilfe der LC-WMS war die Verfligbarkeit eines
isotopenmarkierten internen Standards, dessen &mthnter Kapitel 3.1 beschrieben wurde

und auf dessen Charakterisierung im Folgenden Watpitel 4.1.1 eingegangen wurde.

4.1.1  Synthese, Charakterisierung und Quantifizierung desnternen Standards N,N°-
[*H¢l-Dimethyl-L-Arginin ([ *He]-ADMA)

Die Quantifizierung von ADMA mittels LC-MS/MS erfderte einen isotopenmarkierten
ADMA-Standard. Kommerziell war ein isotopenmarkisrtt ADMA nicht zu erwerben. So
erfolgte die Synthese des’ NN®-[?Hg]-Dimethyl-L-Arginins (PHs]-ADMA) in Anlehnung der
Methode von Pundak und Wilchek.

Die Synthese desH-ADMA erfolgte ausgehend von I#lg]-Ornithin, Bromcyan-aktivierter
Agarose und Dimethylamin. Anstelle der Agarose kénrandere unldsliche Polysaccharide,
wie Cellulose oder Dextran, die mit Bromcyanid wunBldung eines Cyanesters (REN)
aktiviert wurden, zum Einsatz kommen. Diese Grukpente unter milden Bedingungen mit
primarem Amin, in diesem Fall namlich mit dem Kupfe[?Hg]-Ornithin-Komplex durch
nukleophile Addition substituierten PseudoharnstBfOC(=NH)NR1R2) bzw. N-substituierten
Isoharnstoff bilden. Der Einsatz eines Kupferkompke verhinderte die Reaktion der Cyan-
Agarose mit des-Aminogruppe des L2Hg]-Ornithins. Das Dimethylamin reagierte schlieRlich
in saurem Milieu in Form einer nukleophilen Subsgign mit dem Isoharnstoff zur

entsprechend substituierten Guanidinogruppe (Abbid4-1).
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Die absolute Ausbeute der Synthese lag bei 0,5Higolsotopenreinheit wurde mittels LC-MS-
Scan Programm untersucht. In LC-MS-Spektren desngan fHgs]-ADMA-Butylesters (m/z
265) war keine Spur von ADMA-Butylester (m/z 25%9) gehen (Abbildung 4-2). Anhand der
Angabe des Herstellers Uber die Isotopenreinheit ger Ausgangssubstanz der Synthese
errechneten wir die Isotopenreinheit vAH{-ADMA mit 99%.
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Abbildung 4-2 ESI+ Massenspektren der ADMA-Butysest(Oben) und “Hg]-ADMA-
Butylester (Unten)
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4.1.2 Die Analyse der MS/MS-Spektren der Analyten

Die Tochterspektren (LC-MS/MS) von ADMA,’H¢-ADMA [ *C5°H¢]-ADMA Arginin,
["°N,]-Arginin, [°H;]-Arginin (Butylester-Derivate) unter ESI+ Bedinggem sind in Abbildung
4-3, -4, -5, -6 gegeben. Arginin zeigte Neutrattednverlust (NL) von 161. Weil die doppelte
Isotopenmarkierung de$IN,]-Arginins an der Guanidino-Gruppe lag, ging sie L von 163
wahrend der Fragmentierung verloren (Abbildung 4-Uh Gegensatz dazu blieb der
isotopenmarkierte Wasserstoff vorfH{]-Arginin auf der Hauptkette erhalten, folglich
entstanden Produktionen um 7 Da mehr als die véudinin. Die Produktionen m/z 70 far
Arginin bzw m/z 77 fir JH;)-Arginin entsprachen einer Bildung des Pyrrolinimns
(Abbildung 4-7 A). Die dazwischenlegenden Kompleibbildung 4-7 A) mit m/z 172
entsprechen einem Zyklisierungsprodukt des ButytestNach Verlust der Butylgruppe
entstand Fragmentionen m/z 116 von Arginin, die tevei durch Verlust von
Kohlenstoffmonoxid und Wasser zu m/z 70 gelangt®as Zyklisierungsprodukt als
Pyrrolinium-lonen hat auch Vishwanathan in Jahr ®00 seiner Veroffentlichung zur
Bestimmung von Arginin und dessen Analoga in melictobm Plasma mit Hilfe der LC-
MS/MS-Methode beschrieben.

Zwar haben ADMA- und SDMA-Butylester gleiche Muttaren m/z 259 und ahnliche
Fragmentierungsmuster, dennochist ein Untersch@&ddén Tochterionen des Mutterions zu
sehen. Bei ADMA-Butylester m/z 259 fuhrt NL 45 DarvDimethylamin zu spezifischen
Tochterionen m/z 214 (Abbildung 4-5). Das gleiclie ajch fiir fHg]-ADMA-Butylester. Die
Erhéhung des m/z-Verhéltnisses féH{-ADMA-Butylester-Tochterionen um 6 Da mit 220
trAgt den schweren Isotopen Rechnung (Abbildung. 4A%il die zwei Methylgruppen von
[**Cs°He]-ADMA-Butylester an Guanidinostickstoffatom 6 fachit Deuterium markiert sind,
erhohte der NL mit 51 um 6 Da gegentiber ADMA (Abbilg 4-6). Dieser Befund ist auch ein
Beweis dafir, dass der Verlust von Dimetylamin @& methylierten Guanidinogruppe
stammte. SDMA-Butylester bei m/z 259 erwies NL vBh Da, was einen Verlust von
Monomethylamin bedeutete (Abbildung 4-4). Es isthtig zu erwahnen, dass der NL von 31
Da nicht beim ADMA-Butylester oder beiniHs]-ADMA-Butylester beobachtet wurde. Ein
Verlust von Dimethylamin mit NL von 45 Da war beDMA nicht der Fall. Somit mussten
ADMA und SDMA trotz gleicher Mutterionen nicht chmatographisch aufgetrennt werden,

sondern konnten mittels ihrer spezifischen Fragremen selektiv detektiert werden.
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Tabelle 4-1 Mutterionen und Tochterionen der veestdnen Butylester von Arginin und
dessen methylierten Derivaten

Analyt Elternionen CE (eV) Tochterione
[M+H]* n

L-Arginin 231 -22 70
L-[*H]-Arginin 238 -22 77
L-[**N]-Arginin 233 -22 70

ADMA 259 -16 214
[?He]-ADMA 265 -16 220
[°He]-[°C5]-ADMA 270 -16 219

SDMA 259 -14 228
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Abbildung 4-3 ESI positive MS/MS-Spektren von Befster der L-Arginin (Oben) und L-
[H-]-Arginin (Unten), die Elternionen als Ausgangsiorfér die Kollision werden mit [M+H]

bezeichnet: NL= Neutralteilchenverlust
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Abbildung 4-4 ESI positive MS/MS-Spektren von Bestier der L’N,]-Arginin (Oben) und

SDMA (Unten), die Elternionen als AusgangsionendiérKollision werden mit [M+H]

bezeichnet. NL= Neutralteilchenverlust
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Abbildung 4-5 ESI positive MS/MS-Spektren von Bestier der ADMA (Oben) und

[3,3,4,4,5,52H¢-ADMA (Unten), die Elternionen als Ausgangsionéin diie Kollision werden

mit [M+H] " bezeichnet. NL= Neutralteilchenverlust
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Abbildung 4-6 ESI positive MS/MS-Spektren von

[Dimethylamino-1,2,3,4,53C]-Arginin([*He]-[°C]-ADMA).  Die

Ausgangsionen fur die Kollision werden mit [M+Hilezeichnet. NL= Neutralteilchenverlust

Mutterionen
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Abbildung 4-7 Etablierte Mechanismen fur die Ertsieg der charakteristischen Tochterionen m/z 7@\fginin-Butylester(A), m/z 214 fiur ADMA-
Butylester(B obern), m/z 228 fur SDMA-ButylestengBtern). Alle Mutterionen entstanden durch ESI+ gathngen tber Kollision mit Argon Gas zu

Tochterionen
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4.1.3 Validierung der LC-MS/MS-Methode zur Analyse des N,N®-Dimethyl-L-

Arginins (ADMA) in menschlichem Plasma

Die Eignung von 3H;]-Arginin und FHe-ADMA als internem Standard in der LC-MS/MS-
Analytik wurde mit Verdinnungsreihen tberprift. Darurde eine Kalibrierung fur L-Arginin,
ADMA und SDMA in wassriger Losung durchgefuhrt. Arngn wurde in 6 verschiedenen
Konzentrationen von 0, 25, 50, 100, 250, und 50M@l{lneingesetzt, ADMA und SDMA
wurden in Konzentrationen von 0, 0,25, 0,5, 1, 2urhol/l in funffacher Ausfihrungen
eingesetzt. Die Kalibrierlosungen wurden jeweilst &ipl internem Standard-Mix von 50
umol/l [PH]-Arginin und 2 umol/l fHg-ADMA zu Butylester umgesetzt. Die lineare
Regression des Peakflachenverhéltnisses zwische@@nind m/z 77 und dem Verhaltnis des
Analyten zum internen Standard ergab die Regresgieichung Y=0,94x -0,001%# 0,999)
fur L-Arginin mit LC-MS/MS-Methode, Y=0,98x + 0,0@2= 0,999) fur ADMA (m/z 214 und
m/z 220); Y=2,05x + 0,01{F 0,999) fir SDMA (m/z 228 und m/z 220).

Unter LC-MS Bedingung waren die Regressionskuna@gehde Y=1,003x -0,02{= 0,999)
fur L-Arginin (m/z 228 und m/z 220), Y=1,001x + @, = 0,999) fiir ADMA (m/z 259 und
m/z 265); Y=1,02x + 0,031 0,998) fiir SDMA (m/z 259 und m/z 265).

Nur unter MS-Bedingungen wurde eine Steigung voarrkchnet. Die Unterschiede in der
Steigung zwischen MS-Methode und MS/MS-Methode Hteru auf dem unterschiedlichen
Maf von Fragmentierung der internen Standards uvadyfen. Es war deutlich bei SDMA zu
beobachten, dass dessen Fragment-lon etwa doppeétitensiv war wie das des internen
Standards. Deshalb wurde zwar bei der MS-MethodeStgigung 1, aber bei der MS/MS-
Methode die Steigung 2,05 beobachtet. Die Fragmemg der isotopenmarkierten und
unmarkierten Verbindungen war auch ein wenig unteesllich, zu erkennen an der Steigung <
1 bei der Kalibierkurve fir Arginin und ADMA bei deMS/MS-Methode. Ohne

Fragmentierung mit MS-Methode betrug die Steigurig bei beiden Verbindungen. Die
Kalibierkurven in Wasser mit MS und MS/MS (Tanden$Msind in Abbildung 4-8

nebeneinander graphisch dargestellt.
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Abbildung 4-8 Standardkurven von Arginin, ADMA u@DMA mit MS/MS &MS in Wasser. Zugegeben waren Siniérner Standard mifHlg]-
ADMA (2umol/l)& [*H;]-Arginin (50pmol/l) (Mittelwert+SD, n=5)
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Die LC-MS/MS-Methode wurde weiter in menschlichertagfa validiert. In funffacher
Ausfihrung wurden verschiedene Konzentrationenlv@mginin in 0, 0,5, 1, 25, 50, 100 und
250 umol/l, ADMA und SDMA in 0, 0,05, 0,1, 0,5, 2, und 4 umol/l in menschliches Plasma
zugegeben. Nach Zugabe von 5 pL internem Standatdsh 50 pmol/l fH;]-Arginin und 2
pumol/l [’H¢-ADMA wurde das Plasma wie in Kapitel 3.4 beschee weiter bearbeitet. Ein

typisches Chromatogramm einer Plasmaprobe ist bilding 4-9 dargestellt.
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Abbildung 4-9 LC-MS/MS-Chromatogramm von menschdichPlasma, die Peaks von oben bis
unten sind in der Reihenfolge L- ArginifHp]-L-Arginin (interner Standard), ADMA, SDMA
und PHe-ADMA (interner Standard). Zu 50pl menschlichemagtha wurde 5l interner
Standard, welcher 50umol/l L2H;]-Arginin und 2umol/l fHg-ADMA enthielt, zugegeben.
Alle Verbindungen wurden durch ihre spezifischentidionen und Tochterionen selektiert.
Scanfrequenz war 1 Sekunde, ESI+ (Elektronspraisdtion), MRM (,multiple-reaction
monitoring®)
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Lineare Regressionsanalysen

zwischen

den

gefundefygn und den

zugesetzten

Konzentrationen ergaben die Gleichungen Y=1,010,8 (r’- = 0,999) fur Arginin, Y=1,00x +
0,45 (F = 0,999) fur ADMA und Y=1,01x + 0,42 2(r: 0,999) fur SDMA. Die Daten der

Validierung sind in Tabelle 4-2 aufgefihrt.

Tabelle 4-2Validierung der LC-MS/MS-Methode fiir die quantiteti Bestimmung von L-

Arginin, ADMA und SDMA in menschlichem Plasma.

Analyt

SDMA

L-Arginin

ADMA

Zusatz b
MW(SD) d
pmol/l

0
0,05

0,5
1,0
25
50
100
250

0,05
0,1
0,5

Messung
MW(SD)
pmol/l

0,424 (0,024)
0,479 (0,008)
0,515 (0,013)
0,924 (0,043)
1,449 (0,041)
2,441 (0,070)
4,480 (0,109)

69,4 (1,0)
70,0 (0,6)
70,4 (0,4)
95,5 (1,0)
122 (2,6)
173 (5,5)
320 (8,6)

0,448 (0,007)
0,496 (0,011)
0,553 (0,004)
0,949 (0,012)
1,464 (0,022)
2,422 (0,030)
4,443 (0,104)

Akkuratheit %
MW(SD)
pmol/l

NAa

109 (14,6)
90,8 (11,4)
100 (3,9)
103 (3,7)
101 (3,1)
101 (2,4)

NAa
111 (22)
97,7 (19)
104 (5,5)
105 (2,3)
104 (2,5)
100 (1,5)

NAa

96,9 (10,1)
105 (3,9)
100 (1,1)
102 (1,0)
98,7 (1,4)
99,9 (1,2)

Cv% ¢

5,6
17
2,5
4,7
2,9
2,9
2,4

1,4
0,9
0,6
3,2
21
3,2
2,7

15
2,3
0,8
1,3
15
13
2,3

aNA, Nicht Auswertbar, zugesetzte and gemesseneKonzentration waren in - umol/L (n=5),
b gegeben in fiinffacher Auffiihrung
CCV zeigt die Prazision der Methode

dMW(SD) h, Mittelwert (Standardabweichung)
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Die mittleren gemessenen Konzentrationen von Apalyiiir die verschiedenen zugesetzten
Mengen an Analyten und deren Standardabweichung @&inten als Berechnungsgrundlage
der Prazision und der Akkuratheit der Methode. Bliduratheit der Messung von L-Arginin,
ADMA und SDMA lag bei 97,7 %-111 %, 96,9 %-105 %du®0,8 %-109 %. Die mittlere
Prazision (VK %) fir ADMA, SDMA und Arginin lag beli,57 %, 3,24 % und 2,01 %. Die LC-
MS/MS-Methode in menschlichem Plasma fur den Kotraéionsbereich von 1 pmol/l bis 250
pmol/l Arginin, von 0.05 pmol/l bis 4 umol/l ADMAnd SDMA zeichnete sich durch gute
Prazision und Akkuratheit aus. 1 umol/l dienteQigntifizierungsgrenze fir L-Arginin und 50
nmol/L fir ADMA und SDMA. Das Detektionslimit, defierte als Signal zu Hintergrund-
("Noise")-Verhaltnis von 3:1 mit LC-MS/MS bei Argim ADMA und SDMA betrugen
45nmol/l, 3nmol/l und 2nmol/l. Die Zugabe von L-Amg, ADMA oder SDMA in einer Probe
stérten sich nicht gegenseitig. Der Mittewert (SI2y Retentionszeit des Butylesters von L-
Arginin, ADMA und SDMA waren 1,03 (0,04) min (VK=8%; n=6) 1,84 (0,02) min (VK=1,6
%; n=6), 2,03 (0,02) min (VK=0,8 %; n=6). Unterssité in der Retentionszeit von mit
Isotopen markierten und unmarkierten Verbindungemew nicht statistisch signifikant. Die
instrumentelle Prazision und ReproduziertbarkeitMethode wurden mit 10 Proben an einem
Tag und an 10 verschiedenen Tagen bestimmt. Ameifeg lag die Prazision fur L-Arginin,
ADMA und SDMA bei 3,3 %, 2,6 % und 2,5 %. An 10 seniedenen Tagen lag sie bei 4,7 %,
4,4 % und 3,9 %.

Als praktische Anwendung der Methode wurden in reklmischen Studie, dem ,Hamburg
Burger Trial“ (Rudolph et. al 2008), tUber den Effekrschiedener Fastfood-Mahlzeiten auf die
vaskulare Funktion und auf die kardiovaskularenki@marker Arginin, ADMA und SDMA
von 24 Probanden (Alter 32+11 Jahre) analysiert.di€ Studie lag ein positives Votum der
Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg (Aktenheis: OB-053/04) und das schriftliche
Einverstandnis aller Probanden vor. Die Konzerrah von ADMA, Arginin und SDMA im
ndchternen Zustand am Morgen lagen im Mittelwertt)43 + 0,16, 79 £ 27 und 0,40 £ 0,14
UM (MW + SD). Die Konzentration von ADMA und SDMAagen bei 0,17-0,9 und 0,19-0,65
UM (Tabelle 4-3).
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Tabelle 4-3 Plasma ADMA, Arginin, SDMA Werte aus @dsunden Probanden

Geschlecht ADMA [uM] Arginin [uM] SDMA [uM]
mannlich 0,32 45 0,27
mannlich 0,53 49 0,52
mannlich 0,59 109 0,45
weiblich 0,45 79 0,28
weiblich 0,55 96 0,43
weiblich 0,9 137 0,65
weiblich 0,64 101 0,53
weiblich 0,38 52 0,3
mannlich 0,31 78 0,35
mannlich 0,21 36 0,19
weiblich 0,24 52 0,22
mannlich 0,17 49 0,24
weiblich 0,39 97 0,36
weiblich 0,4 84 0,32
weiblich 0,38 71 0,39
mannlich 0,51 95 0,57
weiblich 0,26 79 0,27
mannlich 0,53 142 0,65
weiblich 0,55 98 0,51
mannlich 0,39 74 0,6
weiblich 0,32 68 0,37
weiblich 0,56 82 0,49
mannlich 0,32 71 0,32
weiblich 0,31 64 0,23

MW=SD 0,43+0,16 79127 0,40+0,14
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4.2  DDAH-Aktivitatsassay in Gewebehomogenat

4.2.1  Synthese, Charakterisierung und Quantifizierung desnternen Standards N’,N°-
[°C15°He]-Dimethyl-L-Arginin ([ °C15°He]-ADMA)

Fir die DDAH-Aktivitatsmessung wurde isotopenmartds N, N°-[*Hg]-Dimethyl-L-Arginin
([°He]-ADMA) statt normales ADMA als Substrat eingesettamit das endogene ADMA die
Untersuchung nicht beeinflusste. UrfH{-ADMA zu quantifizieren, wurde ein zweiter
isotopenmarkierter ADMA-Standard hergestellt.  Firie d massenspektrometrische
Quantifizierung sollte sich dieser zweite ADMA-Stand in der Masse deutlich von
endogenem ADMA und vorfHig-ADMA unterscheiden. Die Synthese dé€f’H¢-ADMA,
erfolgte ausgehend von L-[1,2,3,4%)-Ornithin, Bromcyan-aktivierter Agarose und
[1,1,1,1",1",1H¢]-Dimethylamin in Anlehnung der Methode von Pundaid Wilchek. Der
Reaktionsmechanismus lauft wie in Kapitel 4.1.1digr Synthese’Hs]-ADMA beschrieben ab.
Insgesamt ergab sich bei der in 4.1.1 beschrieBgnthese eine Ausbeute von 0,5 bis 1%. Die

Isotopenreinheit wurde mit LC-MS-Spektren untersuch

In LC-MS-Spektren des wassrigeit];?He-ADMA-Butylesters (m/z 270) war keine Spur von
ADMA-Butylester (m/z 259) zu sehen (Abbildung 4-1@nhand der Angabe des Herstellers
Uber die Isotopenreinheit von Ausgangssubstanzen Simthese errechneten wir die
Isotopenreinheit vorrC,He-ADMA mit 99%.
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Spectrum Plot - 12/12/2006 9:19 AM

14 Sean 36 from civ adma_msxms
[ Jemen

o | »259.0

NERRi i

Pl ) o o] = )

Abbildung 4-10 ESI+ Massenspektren der ADMA-Butges(Unten) und IC,5°He]-ADMA-
Butylester (Oben)

4.2.2  LC-MS/MS-basierente Methode zur Analyse des RIN®-Dimethyl-L-Arginins
(ADMA) in hohem Durchsatz

Wahrend der Dissertation wurde die vorgestellteMIE/MS-Methode zur Analyse des ADMA
optimiert, indem wir die 96-Wellplatten eingefiilivhben. Wir haben die Methode fiir deren
Einsatz in klinischen Studien validiert (E.Schwddhet al. 2006). Die 96-Wellplatten wurden
fur die nachfolgenden Versuche verwendet. Ein Belsipromatogramm aus dem

Nierenhomogenat von Mausen wird unten dargestellt.
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Abbildung 4-11 LC-MS/MS-Chromatogramm von Nierenlog@nat von Mausen, die Peaks
von oben bis unten sind in der Reihenfolge L- Aimi°H;]-L-Arginin (interner Standard),
ADMA, SDMA, [*Hg]-ADMA (10 pM) und [*Cs°H¢]-ADMA (interner Standard). Zu 100 pl
internem Standard, welcher 5 pmol/l EHf]-Arginin und 1pmol/l °Cs’He]-ADMA enthielt,
wurden 20 pl Nierenhomogenat, zugegeben. Alle Welloigen wurden durch ihre spezifische
Mutterionen und Tochterionen selektiert. Scanfrequewar 0,97 Sekunde, ESI+

(Elektronspray-lonisation), MRM (qultiple-reaction monitoring")

4.2.3 Linearitat des LC-MS/MS- Systems

[?He]-ADMA wurde in Konzentrationen von 0,05, 0,1, 055,10, und 50 pmol/l in dreifacher
Ausfiihrung eingesetzt. Der interne Standdf@sfHs-ADMA wurde jeweils von 1 umolll
eingesetzt. Das Peakflachenverhaltnis zwischteg-ADMA und [**Cs?Hg]-ADMA mittels LC-
MS/MS und das Verhaltnis deren Konzentration erdibRegressionsgleichung Y=0,9505x
(Abbildung 4-12). Die Kalibrierkurve von?fig-ADMA und internem Standard™{Cs?Hg]-
ADMA im Konzentrationsbereich, in dem Versuche filen DDAH-Aktivititsassay

durchgefuhrt wurden, zeichnete sich durch eine binearitat aus.
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Abbildung 4-12 Standardkurve’Hs]-ADMA/[ *Cs?Hg]-ADMA mit LC-MS/MS im Wasser
(Mittelwert+SD, n=3)

4.2.4  Ermittlung einer optimalen Inkubationszeit

Unter gleichen Bedingungen wurde Nierenhomogenat Méusen (n=8) untersucht. Wie in
Abbildung 4-13 gezeigt, wurde 15 pNHg]-ADMA nach 10 min um 26,6 + 4,4 (Mittelwert +
SEM) Prozent abgebaut. Nach 60 min erreicht dera&b59,4 + 6,4 (Mittelwert + SEM)

Prozent der urspriinglichen Konzentration.
Untersuchungen zur Hemmbarkeit:

Mit 1000 uM L-Arginin inkubiert reduzierte sich diHg-ADMA-Abbau nach 10 min um

etwa die Halfte im Vergleich zur Kontrolle, p<0,05.

Nach 60 min war’Hg]-ADMA-Abbau mit 1000 und 3000 pM Citrullin sowieitrl000 pM L-

Arginin gehemmt, die Hemmung war jedoch statistisicht signifikant.
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Abbildung 4-13 Abbau®Hg]-ADMA in % der Ausgangskonzentration unter Inkubatmit L-
Citrullin und L-Arginin nach 10 und 60 Minuten (N&twert+SEM), n=8, *P<0,05 vs Kontrolle

4.2.5 Ermittlung einer optimalen Proteinkonzentration

Gewebe von 4 Mauslebern wurde jeweils mit einer(fnén) Verdiinnung homogenisiert. Der
Proteingehalt des Homogenats entsprach ca. 20 mfeiR. Diese wurden weiter zu
Proteinkonzentration von 0,1,1, 3 und 10 g/l mitSPBerdinnt. Alle Verdinnungen des
Homogenats waren mit 60 uM und 20 pfJ-ADMA fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die
prozentuelle Abnahme voriHg-ADMA nahm mit abnehmender Proteinkonzentration Béi
Proteinkonzentrationen von 20 g/l oder 10 g/l dtlmen gute reproduzierbare Ergebnisse. Von
60 uM PHg]-ADMA wurde im Homogenat mit 20 g/l Protein nach fin 31,4 % + 3,3 %
(Mittelwerte £ SEM) (n=4) abgebaut, bei 10 g/l Rintwurde nach 60 min nur 19,56 % + 2,38
% (Mittelwerte + SEM) (n=4) von 60 pMHl-ADMA abgebaut.

Eine Proteinkonzentration von 10-20 g/l wurde d#stels optimale Proteinkonzentration
eingestuft. FUr eine héhere Konzentration von Hretestellte das Kleintier in der Regel nicht

genug Gewebe zu Verfiigung
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Abbildung 4-14 Abbau?He-ADMA (20 und 60 pM) in % der Ausgangskonzentratimn 0,3-
20 g/l Proteinkonzentrationen im LeberhomogenatMaisen , Mittelwerte + SEM (n=4)

4.2.6  Ermittlung der optimalen Konzentration von [?Hg-ADMA

Mausnierenhomogenat in PBS mit einer Proteinkomagah von 20, 2 + 0,7 ug/uL (n=4)
wurde mit 1-300 pmol/L?He-ADMA fiir 60 min mit oder ohne 100 pM L-NMMA aufein
Thermoblock bei 37 °C inkubiert. L-NMMA diente &empetitiver Inhibitor, um festzustellen
in welchem Konzentrationsbereich eine Hemmung deAB besonders gut darzustellen ist.
Der Abbau von JHs]-ADMA (10 pM) stieg bis maximal 43,4 + 3,8 % (Mittverte + SEM,
n=4) des eingesetzten ADMA, die Hemmung der DDAkcHUL-NMMA war nur bei niedrigen
[?He]-ADMA-Konzentrationen bis 30 uM sicher nachweisbBei 3 pM ADMA hemmt 100
UM L-NMMA die DDAH-Aktivitat signifikant (p>0,05).[°H¢-ADMA bei 3 uM hatte zwar
einen hohen Anteil an Abbau nach 60 min, brach&r atehr Schwankung in der Messung
wegen niedriger Konzentration und kleiner DDAH-Aft, deshalb lag die optimaléHg]-
ADMA-Konzentration bei 10-30 pM.
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Abbildung 4-15 Abbau ADMA in % der Ausgangskonzatitn von 1-300 pM?Hg]-ADMA
nach einer Stunde im Maushierenhomogenat unter batian mit 100uM L-NMMA
(Mittelwert+SEM, n=4) *p<0,05

427 Einfluss von Proteaseinhibitoren

Ob die endogen ADMA-, SDMA- und L-Arginin-Konzentianen in Mausnierenhomogenat
1:6 (m:m) in PBS (pH 6,3) von PIK beeinflusst wurdeirde in einem Zeitverlauf von 60 min
bei 37 °C beobachtet. Im Laufe der 60 min wurdeomugeene ADMA, SDMA und L-Arginin
im Protein standig mittels natirlicher Proteolyssdesetzt. Gleichzeitig wurde freies Arginin
durch Arginasen zu Harnstoff und L-Ornithin und ABMurch DDAH zu Dimethylamin und
L-Citrullin umgesetzt. Die Freisetzung von L-Arginund ADMA (berwog deren Abbau. Die
ADMA und L-Arginin-Konzentration stieg bis auf das$,16- und 3,5-fache der
Ausgangskonzentration. Fir SDMA ist aul3er der Awsslting Uber die Niere noch kein
Metabolisierungsweg bekannt, infolgedessen stiegSiIMA-Konzentration am starksten (von
4,8 + 0.39 bis auf 26,5 = 11,2 nmol/g Protein), dastsprach dem 5,8-fachen der
Ausgangskonzentration (Mittelwert + SEM, n=3)(Akhihg 4-16). Zusatz von
Proteaseinhibitoren verminderte die Freisetzung SBMA, L-Arginin und ADMA um 50 %,
56 % und 61 %. Die Proteolyse wurde nicht vollstgmait PIK gehemmt. Wie in

Abbildung 4-19 gezeigt wurde, hatte der Proteagkitan-Mix (PIK) keinen relevanten
Einfluss auf die DDAH-AKktivitat. In
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Abbildung 4-19 lasst sich erkennen, dass der Kwseauf von fHe-ADMA nach 10, 30 und
60 min Inkubation bei 37 °C mit oder ohne PIK s&finlich war.

SDMA —&—oohne PIK

&— mit PIK
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% der Ausgangskonzentration

Abbildung 4-16 Prozentuelle Anderung der Konzeidravon endogen SDMA in Anwesenheit
und Abwesenheit eines Proteaseinhibitor-Cockt&l&) nach 1-60 Minuten (Mittelwert+SD,
n=3)
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Abbildung 4-17 Prozentuelle Anderung der Konzeidravon endogen ADMA in Anwesenheit
und Abwesenheit eines Proteaseinhibotor-Cocktdi3(Rach 1-60 Minuten. (Mittelwert+SD,
n=4)
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Abbildung 4-18 Prozentuelle Anderung der Konzerdratvon endogen L-Arginin in

Anwesenheit und Abwesenheit eines Proteaseinhittoktails(PIK) nach 0-60 Minuten
(Mittelwert+SD, n=6)
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Abbildung 4-19 Prozentuelle Konzentration von exod&Hs-ADMA in Anwesenheit und

Abwesenheit eines Proteaseinhibitor-Cocktails (Pigch 0, 10, 30 und 60 Minuten
(Mittelwert+SD, n=6)
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Welche Einflussnahme L-NMMA als kompetitiver DDAHHSstrat den Abbau von endogen
ADMA bzw von exogen zugegebenemHf-ADMA hatte, wurde in einem weiteren
Experiment untersucht (Abbildung 4-20und Abbildu#@1). 3 mM fHg-ADMA wurde in
Mausnierenhomogenat mit oder ohne 500 pM L-NMMA3&rC in einem Zeitverlauf von 60
min inkubiert. Der absolute Abbau von 3 uf#if~-ADMA nach 60 min betrug 59 + 2,4 nmol/g
Protein (MittelwertxSEM, n=6). Parallel dazu nahia Honzentration von endogenem ADMA
um 102,4 £ 19,3 nmol /g Protein (Mittelwert + SEKE6) zu. Die Zugabe von 500 uM L-
NMMA reduzierte den Abbau vorfHg-ADMA auf 29 + 5.4 nmol/g Protein (p<0,001 vs.
Kontrolle), wahrend die Konzentration von endogddM¥ nun starker anstieg (194,5 £ 21,6
nmol/g Protein). Bereits nach 30 minutiger Inkubativar die Konzentration von endogenem
ADMA in Anwesenheit von 500 uM L-NMMA auf deutlichdhere Werte angestiegen als in
Abwesenheit von L-NMMA (156,3 + 21,3 nmol/g Proteis. 76,3 + 15,8 nmol/g Protein,
Mittelwert + SEM, n=6, p<0,001). In analoger Weisgnnte die Zugabe von unmarkiertem
ADMA zu einer Hemmung des Abbaus v3hif]-ADMA (Abbildung 4-22) fiihren.

—&—  Kontrolle

[ZHS]'ADMA - 500uM L-NMMA

120

; ~—

IS
(=]

% der Ausgangskonzentration

N
(=]

0 :I:O éO ?;0 4"0 E;O éO
Zeit [min]
Abbildung 4-20 Abbau ?H¢-ADMA (3uM) in % der Ausgangskonzentration in Amnd

Abwesenheit des DDAH Substrates L-NMMA (500uM) n&:B0 Minuten (Mittelwert+SD,
n=6), * =P<0,001 vs Kontrolle
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Abbildung 4-21 % Neubildung von ADMA in An- und Alasenheit des DDAH Substrates
500uM L-NMMA (zur kompetitven Enzymhemmung), Mitsedrt=SD, n=6, * =P<0,001 vs

Kontrolle

4.2.8 DDAH-Aktivitat in Mausnierenhomogenat

Mausnierenhomogenaten von 6 Tieren in einer Praeirentration von 10-20 g/l wurden alle
mit 100 pM PHe-ADMA fiir 60 min bei 37 °C mit oder ohne Proteasgbitor-Coctail
(PIK)(1:20) Verdinnung, ADMA 100uM, 300uM, L-Monothglarginin(L-NMMA) 100 uM,
300 pM und 1000 pM inkubiert. Mit oder ohne PlKglielie DDAH-Aktivitat mit 4,2 + 0,3 und
3,9 £ 0,9 nmol/g Protein/min (Mittelwerte £ SD, nN=@he zueinander. Wahrend der Inkubation
mit L-NMMA von 100, 300 und 1000 uM war die DDAH-Aktat auf 2,9 + 0,7, 3,0 + 0,18
und 2,2 =+ 0,9 nmol/g Protein/min (Mittelwerte + SEN=6) (Abbildung 4-22) reduziert. Diese
Reduktion war numerisch zwar konzentrationsabhangigeichte aber aufgrund der grol3en
Heterogenitat der 6 Tiere keine statistische Sigguiiz. Wegen der Konkurrenz von 300 pM
und 1000 uM ADMA reduzierte die DDAH-Aktivitat, dienhand der’H¢-ADMA-Abnahme
berechnet war, statistisch signifikant zur 1,7 # @nd 1,6 £ 0,5 nmol/g Protein/min
(Mittelwerte + SD, n=6).
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Abbildung 4-22 Abbau von “HgADMA pro Minute in An- und Abwesenheit von
unmarkiertem ADMA zum Nachweis einer kompetitivenzgmhemmung, Mittelwert+SEM,
n=6, *P<0.05 vs Kontrolle, KT=Kontrolle

4.2.9 DDAH-Aktivitat in Mausleberhomogenat

Mausleberhomogenat (n=5) in einer Proteinkonzeotraton 20-25 g/l wurde mit 15 pmol/L
[?He]-ADMA fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die DDAH-Aktitéat in Kontrollproben, welche

mit [°He]-ADMA inkubiert wurden, zeigten aus ungeklartemuBd einen niedrigen Wert mit
3,1 £ 0,75 nmol/g Protein/min. Deshalb wurde dierRiMng jeweiliger Substanzen in
verschiedener Konzentration nur unter sich verglich Die DDAH-Aktivitat wurde

konzentrationsabhéngig von 100-3000 pmol/l L-Cltnugehemmt. Wenn mit 100 pM L-
Citrullin inkubiert wurde, betrug die DDAH-Aktivitd3,74 + 0,68 nmol/g Protein/min. Unter
Einfluss von 300, 1000 und 3000 pumol/l L-Citruliurde die DDAH-Aktivitat auf 3,35 + 0,84,
293 + 0,66 und 1,50 £ 1,0 (Mittelwerte + SD, n=&nol/g Protein/min reduziert. Diese
entsprachen einer Reduktion der DDAH-Aktivitat vbh %, 22 % und 55 %, fur die Letzte
(p<0,01) erschien. Die Inkubation von 1000puM L-Awigi schwacht die DDAH-Aktivitat im

Vergleich zu 100puM L-Arginin um 33 %. Welche sicht®,2 + 1,1 und 2,8 + 0,8 pmol/g
Protein/min (Mittelwerte = SD, n=6) in DDAH-AKkt\t in beiden L-Arginin-Konzentrationen

aullert.
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Abbildung 4-23 Abbau von %HgADMA pro Minute im Leberhomogenat in An- und
Abwesenheit von Citrullin und L-Arginin (MittelwetSEM, n=6 oder 5), *P<0.05 vs Kontrolle

4.2.10 Validierung des DDAH-Aktivitdtsassays

Basierend auf den vorherigen Versuchen wurden gigmalen Bedingungen des DDAH-
Aktivitatsassays fur kleine Mengen gefrorener Gespebben etabliert. Jeweils 20 mg
Mausnierengewebe mit PBS (pH 6.3) 6-facher Verdiignueichen fir eine einfache
Bestimmung der DDAH-Aktivitat von Mausnieren. Aukgad von 0,384 + 0,014 pmol/g
Protein reduzierte sicfHi]-ADMA in Mausnierenhomogenat bei 37 °C nach 60 ris zu

0,193 = 0,013 pmol/g Protein. In 6 separaten DDAKPAtatsbestimmungen aus einer

Mausnieren erhielt man einen Inter-Assay-Variatioesfizienten von 9,42 %.

Tabelle 4-4 Validierung von DDAH-AktivitatsassayManusnieren-Homogenat

Konzentration des  Proteins

Mausnieren 6-fache Verdiinnung  (n=6) 27g/L
[°Hg]-ADMA 0 min 60min
pumol/g Protein  umol/g Protein umol/g Protein/min
MW 0,384 0,193 0,0032
SD 0,014 0,013 0,0003
VK % 3,62 6,78 9,42
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Mausleber-Homogenat zeigte unter gleichen Assayipedgen eine niedrigere DDAH-
Aktivitdt. In funf unabhangigen Bestimmungen betrdgyr Inter-Assay-Variationskoeffizient
10,89 %.

Tabelle 4-5 Validierung der DDAH-AktivitdtsassayMausleber-Homogenat
Mausleber-Homogenat (n=5)

3-fache Verdiinnung von Gewebe mit PBS (pH 6,5), Kon zentration des Proteins
60g/L

[*Hel-
ADMA 0 min 60 min Abbau
pmol/g Protein pmol/g Protein pmol/g Protein/min
MW 0,1306 0,0618 0,0106
SD 0,0071 0,0024 0,0012
VK % 5,47 3,83 10,89

4.2.11 Praktische Anwendung des DDAH-Aktivitatsassays

DDAH-I-transgene Mause sind das humane DDAH-I-Gbaréxprimierte Mause. Bei diesen

Tieren wird eine gesteigerte DDAH-AKktiviat erwartet

Die DDAH-Aktivitat von DDAH-I transgenen (Gewebejen wurden freundlicherweise von
Dr. Sydow Kardiologie UKE und Dr. Jabobi, Unive#itErlangen-Nurnberg zur Verfigung
gestellt) und Wildtyp-Mausen wurde in deren Lungeleber-, Herzen-, Nieren-, Gehirn-
Homogenaten untersucht (Abbildung 4-24). In Herznd uMuskel-Homogenat fand bei
transgenen Mausen eine signifikant hdhere DDAHMA#EL als bei Wildtypmausen (p<0,005).
In Herz-Homogenat betrug die DDAH-Aktivitat bei msgenen Tieren das 5,3-fache im
Vergleich zu Wildtypmé&usen. In Skelettmuskel-Homuajebei transgenen Mausen betrug die
DDAH-Aktivitat das 2,8-fache im Vergleich mit Wilgbmausen. In Mauslungen-Homogenat
betrug die DDAH-Aktivitat bei transgen Mausen ddafache des Wildtyps.

In Leber- Nieren- und Gehirn-Homogenat unterschregieh die DDAH-Aktivitaten der beiden
Gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 4-24 10 uM?Hg-ADMA in 5-fach verdiinnten Mausgeweben wurde 1n8ii bei
37 °C inkubiert. Die Veranderung deétf]-ADMA-Konzentration wurde proteinbezogen auf

nmol/g Protein/min berechnet.

4.3  DDAH-Aktivitatsmessung in Vollblutlysat

ADMA und SDMA waren im Vollblutlysat in einer Ausggskonzentration von 0,57 + 0,04
und 0,34 = 0,013 umol/l (Mittelwert £ SEM, n=8) wanden. Dies war vergleichbar mit
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normalen ADMA- und SDMA-Werten im Plasma. Wahrerat 4 h Inkubation bei 37 °C fand
eine naturliche Proteolyse statt, der ADMA-Weregtwie in Abbildung 4-25 gezeigt um das 3-
fache. Dieser Neubildung von ADMA war durch Progalibitor hemmbar. Der
Proteaseinhibitor-Cocktail (1:20 verdidnnt) hatteinka Einfluss auf SDMA-Wert im
Vollblutlysat (Abbildung 4-26).
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Abbildung 4-25 Endogenes ADMA in Vollblutblysat ent Inkubation mit und ohne
Proteaseinhibitor-Cocktail (1:20 Verdinnung) nacdtdnden (Mittelwert + SEM, n=8)
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Abbildung 4-26 Endogenes SDMA in Vollblutblysat entInkubation mit und ohne
Proteaseinhibitor-Cocktail (1:20 Verdinnung) nacktdnden (Mittelwert + SEM, n=8)
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In einem Zeitverlauf von 4 Stunden wurde Vollblsty mit 20 uM fHe-ADMA inkubiert.
Nach 0,5, 1 und 4 Stunden wurdbld]-ADMA um 8,5 %, 15 % und 32 % abgebaut (Abbildung
4-27).
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Abbildung 4-27 Prozentueller Abbau von 20pf#d-ADMA in Vollblutlysat nach 0,5, 1 und
4 Stunden (Mittelwert £ SEM, n=8)



Ergebnisse 65

4.4  Arginase-Aktivitdtsmessung in Gewebehomogenaten

In einem ergdnzenden Experiment sollte geklart emrob es prinzipiell mdglich ist, parallel
zur DDAH-AKktivitat auch die Arginaseaktivitat in @&eben zu bestimmen. Dies ist besonders
fur Leber und Nieren mit ihren bekannt hohen Argaektivitdten von Bedeutung. Arginase ist
das letzte Enzym im Harnstoffzyklus. Arginase kgt den Umbau von L-Arginin mit einem
Wassermolekil zu L-Ornithin und Harnstoff (Abbilduri-5). Da L-Arginin wie ADMA
endogen vorkommt, wurde ebenfalls exogen isotopéfiertes L-Arginin eingesetzt. Eine
simultane Bestimmung von DDAH- und Arginase-Akttiin einem Versuchsgefald lie sich
mit Mausleber-Homogenat nicht durchfiihren. Wie wbddung 4-29 dargestellt zeigt Arginase
unter der fir die DDAH-Assays verwendeten 1:3 Verding des Mauslebergewebes eine
solch starke Aktivitat, dass 50 pMPNl;]-Arginin innerhalb von 3 min vollstéandig abgebaut
wurde. Deshalb musste fir die Arginaseaktivitatsbesung starkere Verdinnungen des
Mauslebergewebes eingesetzt werden (Abbildung 4480inem 1:00 mit PBS verdinntem
Mauslebergewebe betrug die Arginaseaktivitat 1,88 04075 umol/g Protein/min
(Mittelwert+SEM, n=17)

Bei einer simultanen Bestimmung von DDAH und Argiedktivitdt mit Mausnieren-
Homogenat in einem VersuchsgefaR mit 500 J-Arginin ergab sich eine Arginaseaktivitét
von 7,88 * 1,21 nmol/g Protein/min (Mittelwert = BE n=6). Der Interassay-

Variationskoeffezient von 6 Experimenten betrughb1%, (Abbildung 4-28).
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Abbildung 4-28 }°NJ-Arginin nach 0, 20 und 60 Minuten in Mausnieremtugenat
(Mittelwert+SEM, n=6)
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Abbildung 4-29 50uM PN,]-Arginin in Mausleberhomogenat (1:6 m/m Verdinnung®BS)
nach 3, 20, 60 Minuten
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Abbildung 4-30 50uM*N,]-Arginin in Mausleberhomogenat (1:400 m/m Verdiingin PBS)
nach 0 und 30 Minuten. (MittelwertSEM, n=17)

5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Assay etabligetr, es erlaubt, die DDAH-Aktivitat in

verschiedenen Gewebehomogenaten zu bestimmen.

Zunachst wurde eine analytische Methode zur Besting von ADMA, SDMA und Arginin
etabliert. (Kapitel 4.1) und zur Quantifizierungkiinischen Studien (Kapitel 4.1.3) eingesetzt.
Im Folgenden wurde diese Methode flr den Einsat26rwell-Format modifiziert (Kapitel 0).
Mit dieser Methode wurde ein DDAH-Aktivitatsassair fNieren- und Lebergewebe von
Mausen entwickelt (Kapitel 4.2) und validiert. Exglarisch wurde mit dem Assay die DDAH-
Aktivitdt bei wildtyp und bei DDAH-I-transgen-Mauseverglichen (Kapitel 4.2.11). Die
DDAH-AKktivitat wurde schlie3lich in menschlichem WMaut untersucht. (Kapitel 4.3)

5.1  Bestimmung von L-Arginin, SDMA und ADMA mittels LC-
MS/MS

Es wurden bisher diverse Methoden zur Bestimmung A®MA in biologischen Proben
publiziert. Ein Vergleich der ADMA-Plasmakonzentoaien von gesunden Probanden, die mit
diesen Methoden ermittelt wurden, zeigt, dass haah deutliche analytische Unsicherheiten
bestehen (Tabelle 5-1).
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Tabelle 5-1 Publizierte Mittelwerte der Konzentativon ADMA in Plasma oder Serum in
gesunden Probanden

Methode ADMA | S.D. N Alter Autoren

(HM) (Jahre)
HPLC/UV 1,15 0,13. 6 22-48 Vallance et al. 1992
HPLC/UV 0,36 0,09 9 24 x4 MacAllister et al. 1996
HPLC/FL/AccQ | 0,36 0,08 7 N.A Anderstam et al. 1997
HPLC/FL/AccQ | 0,44 0,08 12 N.A Heresztyn et al. 2004
HPLC/FL/OPA 0,58 0,02 10 40+ 6 Pettersson et al. 1997
HPLC/FL/OPA 1,03 0,09 31 45 +14 | Boger et al. 1998
HPLC/FL/OPA 1,01 0,05 37 68 7 Kielstein et al. 1999
HPLC/FL/OPA 0,51 0,01 116 | 52 +11 | Mivazaki et al. 1999
HPLC/FL/OPA 11 0,7 11 419 Surdacki et al. 1999
HPLC/FL/OPA | 0,3 0,05 7 25-35 Pi et al. 2000
HPLC/FL/OPA 0,69 0,04 18 54+8 Abbasi et al. 2001
HPLC/FL/OPA 0,73 0,06 22 47+ 8 Fleck et al. 2001
HPLC/FL/OPA 0,93 0,32 35 739 Yoo et al. 2001
HPLC/FL/OPA 0,42 0,06 53 20-40 Teerlink et al. 2002
HPLC/FL/OPA 0,43 0,12 a7 354 Paiva et al. 2002
HPLC/FL/OPA 2,38 0,11 12 69 +7 Kielstein et al. 2003
HPLC/FL/OPA 0,76 0,11 35 ~48 Zhang et al. 2004
HPLC/FL/OPA 1,57 0,85 48 557 Bae et al. 2005
HPLC/FL/OPA 4.02 44 20 222 Cakir et al. 2005
HPLC/FL/OPA 0,40 0,09 8 45+ 6 Perticone et al.200
HPLC/FL/OPA | 0.50 0,06 726| 647 Teerlink 2005
HPLC/FL/NDA | 0.38-1.3 | N.A 50 48 +5 Marra et al. 2003
CEILIF 0,34 0,02 5 N.A Caussé et al. 2000
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GC-MS 0,60 0,76 10 306 Albsmeier et al. 2004

GC-MS-MS 0,39 0,06 12 35+2 Tsikas et al.2003

LC-MS 0,48 0,07 40 15-35 Huang et al. 2004

LC-MS-MS 0,12 0,05 20 N.A Vishwanathan et al. 2000

LC-MS-MS 1,34 0,05 25 47 +10 | Selley 2004

LC-MS-MS 0,46 N.A. 42 43 Kirchherr et al. 2005

LC-MS 0,37 0,06 14 22-32 Martens-Lobenhoffer et |al.
2006

ELISA 0,65 0,13 10 N.A. Schultze et al. 2004

ELISA 0,69 0,2 500 | 41+14| Schultze et al. 2005

ELISA 0,59 0,23 40 63+8 Krempl et al. 2005

ELISA 0,82 0,29 31 31+10| Sirokéa et al.2005

N.A.= nicht auswertbar; FL= Fluoreszenz-DetektidkccQ = AccQ-Fluor-Derivatisierung;
LIF= Laser induzierte Fluoreszenz; OPA= Ortho-Pliiaglehyd-Derivatisierung; NDA=
Naphthalen-2,3-Dicarboxaldehyd-Derivatisierung

2Kein Mittelwert

b3S E.M.

Ein Teil der Unsicherheit der Messung von ArginmdtADMA beruht auf der Tatsache, dass in
vielen Methoden unspezifische Derivatisierungsraaigs, die mit allen endogenen primaren
Aminen reagieren, mit anschlieBender Fluoreszeaktleh mit beschrankter Selektivitat
eingesetzt wurden. Eine andere Quelle fur Messfetde bisher, dass keine analytfreie Matrix
fur die Kalibrierung verfugbar war. Die Kalibriergrerfolgte durch Zugabe von Plasmaproben
zur Kalibrierlésung und es resultierte eine Kurdie, nicht durch den Nullpunkt ging, sondern
den leeren Plasmawert zeigt. D.h, die wahre Komagoh von unbekannten Proben liegt im
niedrigen Kalibrierbereich, wo die statistische igaon am meisten zum Vorschein tritt. Wenn
die Kalibrierung in Wasser durchgefuhrt wurde, vaudker Matrixeffekt nicht bertcksichtigt,
welche zu einer nicht kontrollierbaren Ungenauigkmfihrt haben kdnnte. Das Problem des
Matrixeffekts kann durch isotopenmarkierte intef@&andards und massenspektrometrische

Detektion deutlich reduziert werden. In diesem Kalhn die Kalibriergerade aus Wasser statt
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aus biologischer Fliissigkeit bestehen, weil dieriMam gleichen MalR den Analyten und den

internen Standard beeinflusst.

In bisherigen LC-MS/MS-Methoden wurden keine isetomarkierte interne Standards fur die
Messung von L-Arginin und dessen Analogen eingés&tshwanathan hat bei seiner LC-
MS/MS-Methode in 2000 lediglich L<Cgl-Arginin als internen Standard fur samtliche
Verbindungen wie ADMA, SDMA MMA und Arginin eingetat. (K.Vishwanathan et al.
2000). Huang et al. in 2004 sowie Martens Loberdroffi 2003 haben L-Homoarginin als
internen Standard fur L-NMMA, ADMA und SDMA und Argn Messung angewendet.
Martens Lobenhoffer hat das Problem mit dem inter8&andard erkannt und den Vorteil des
isotopenmarkierten internen Standards bzw. den tdiéckes nicht markierten internen
Standards dargestellt. (Martens-Lobenhoffer e2@D4). Er hat unter anderem gezeigt, dass die
Kalibriergeraden von Arginin und ADMA mit dem jedigen isotopenmarkierten internen
Standard in Wasser oder in Plasma parallel zuearaverlaufen. Der konstante Abstand der
beiden parallelen Geraden reprasentiert nur deagemen Gehalt des Analyten im Plasma. Das
ist der Beweis fir den kompensierten Matrixeffeldinb Einsatz eines isotopenmarkierten

internen Standards.

Aber wenn Homoarginin als interner Standard eingéssurde, resultierten aus gepoolten
Plasma und Wasser zueinander laufenden Kalibrizdger Der Grund dafir ist der
Matrixeffekt, der im unterschiedlichen Maf3 auf demalyten und internen Standard auswirkte.
Daher erschien eine Kalibriergerade in Wasser aocken aktuellen Untersuchungen als

Validierungsmethode wenig geeignet.

Weil der Matrixeffekt in verschiedenen Plasmen tsdkiedlich ist, misste eigentlich fir das
Plasma jedes einzelnen Patienten eine Kalibriedgeeastellt werden, was in der Praxis nicht
moglich ist. Somit wurden die Genauigkeit und Fsi@ri von bisherigen LC-MS/MS-Methoden

ohne isotopenmarkierten internen Standard in Fgageellt.

Flassigchromatographie (LC) kombiniert mit Tanderadgenspektrometrie (MS/MS) gilt als
erste Wahl fur die quantitative Bestimmung von Madienten und deren Metaboliten in

biologischen Proben.

Es wird angenommen, dass die MS/MS-Detektion hebbksy ist, somit kbnnen Storeffekte
durch endogene Verunreinigungen vermieden werdeiet Praxis wird die Selektivitat der
LC-MS/MS aber durch lonensuppression, die von deb&matrix und der Interferenz von
Metaboliten verursacht wird, beeintrachtigt. Dietghiierten Matrixkomponenten kdnnen die
lonenintensitat der Analyten schwachen oder augitkest. Das Ausmald der lonensuppression

fur einen Analyten und einen internen Standard kamrverschiedenem Milieu oder aus
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verschiedenen Subjekten mannigfaltig sein. Das iktekt-Phadnomen war urspriinglich von
Kebarle in Jahr 2000 beschrieben, der zeigte, d@s&lektrospray-Antwort von bestimmten
organischen Basen wegen des Anstiegs der andeganisthen Basen geschwéacht wurde. Der
Mechanismus und Ursprung des Matrixeffekts sindidtizt nicht ganz verstanden. Vermutlich
entsteht er aus Konkurrenz zwischen Analyten undeluierten unentdeckten Matrix-
Komponenten, die mit aus der HPLC-MS/MS-Interfacts&andenen primaren lonen reagieren.
Abhangig der Umgebung, bei welcher der lonisierpnggess und der Evaporationprozess der
lonen stattgefunden haben, kann diese Konkurrefektaf die Effizienz der Entstehung der
gewilnschten Analytionen schwéchen oder starkenseDReduktion, oder der Anstieg der
Analytionen-Intensitat aufgrund von Matrixeffektdreeinflusst die Reproduzierbarkeit und
Richtigkeit des Assays. Leider haben fast alle ffentlichten HPLC-MS/MS-Methoden das
Thema Matrixeffekt nicht angesprochen, obwohl dienlBation von Matrixeffekten kritisch
fur die Etablierung einer zuverlassigen MessungHstist Ublich, dass die Validierung einer
Standardkurve aus demselben Plasma oder aus gapoBlasma durchgefihrt wird, welche
spater fur die Messung der Analyten in groRer Kailken von Patienten den Einwand findet.
Gepoolte Plasmen beinhalten verschiedene endogeri@ndungen, die mit Analyten eluieren
und die lonisierungseffizienz von Analyten erholwewl erniedrigen. Daher ist es zuverlassiger
nach der Elimination von Matrix Plasma von versdbigen Subjekten in die Kalibiergrade

einzubeziehen.

Das Problem des Matrixeffekts beschrankt sich memtauf bioanalytische Methoden mit LC-
MS. Es kann auch in anderen konventionellen bigéisahen Methoden wie HPLC/FLU,

HPLC/UV oder HPLC/EC-Detektion eine Rolle spieldm Gegensatz zu konventionellen
Methoden wird bei der HPLC-MS/MS-Detektion der [Ekitonsvorgang vereinfacht, die
Retention und die Auftrennung von Analyten zu erammn Verbindungen werden verkirzt.
Daher ist der Matrixeffekt in Verbindung mit LC-M85-Methoden manifester als bei weniger

selektiven konventionellen Methoden.

Matuszewki hat in 2003 die Validierung der Analgt/laus 5 verschiedenen Plasmen
durchgefuhrt. Er hat variable Steigungen aus 5chéggdenen Plasmen beobachtet, obwohl
einheitliche Steigungen aus 5 demselben Plasmeiitemhwurden. Das weist darauf hin, dass
die Ursache der Variabilitat nicht aus Systemfebt@rdern aus dem Matrixeffekt stammte. Die
Validierungsmethoden mit nur einem Plasma oder nf®dgeol erscheinen insgesamt nicht

zuverlassig.

Mit isotopenmarkierten internen Standards (IS) kadas Problem des Matrixeffekts

umgegangen werden. Weil der Matrixeffekt die retionisierungseffizienz von Analyten und
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deren stabilen isotopenmarkierten IS gleich beesstl Solange fur einen Analyten ein stabiler
isotopenmarkierter interner Standard vorliegt, maes Matrixeffekt nicht bertcksichtigt
werden. Bei unserer validierten LC-MS/MS-Methodébdra wir fir L-Arginin als internen
Standard ein stabiles isotopenmarkiertes®HzFArginin und fir ADMA ein stabiles
isotopenmarkiertes’fls]-ADMA eingesetzt. In dem Fall wird der Matrixeffekicht mehr als
Storfaktor betrachtet. Fur SDMA war zwar kein ig@omarkierter interner Standard verfligbar,
deshalb wurde der Matrixeffekt wéhrend der Validrey geprift. Die lonensuppression,

berechnet als Peakflache mit oder ohne Matrix,khgner als 10 %.

Mit der in dieser Dissertation weiterentwickeltenC-MS/MS-Methode betragt die

Probenlaufzeit plus Reequilibrierung nur noch 4 ,ndie chromatographische Trennung von
allen Analyten erfolgte innerhalb von 2 min. Deitgarende Effekt im Vergleich zu anderen
LC-MS/MS-Methoden, die eine Probenlaufzeit von malsr20 min erforderten, ist enorm. Die
Reduktion von Analysezeit ist teilweise dem spsglien Fragmentmuster von ADMA- und
SDMA-Butylester zu verdanken. ADMA- und SDMA-Butgter haben zwar @hnliche MS-
Spektren, aber die spezifischen Fragmentionen MOMA- und SDMA-Butylester waren mit

m/z 214 und 218 voneinander zu unterscheiden. Irge@atz zu anderen LC-MS/MS-
Methoden werden SDMA und ADMA zum ersten Mal stdmtomatographisch spektrometrisch

getrennt.

Die Probenaufarbeitung beinhaltet nur eine einrealiroteinfallung mit Aceton und

Derivatisierung mit 1N Salzs&ure in Butanol. Im §leich zu GC-MS-Methoden ist die

Probenaufarbeitung deutlich vereinfacht. Die voikdset al. und Albsmeier et al. entwickelten
GC-MS-Methoden bendtigen einen deutlich groRerahufel Materialaufwand. Dazu gehoren
eine Proteinfallung von Plasmaproben mit Acetoreiziderivatisierungsschritte mit Methanol
und PFPA Uber jeweils eine Stunde, Aufnahme debdtran Toluol und Phosphatpuffer,
Uberfiihrung eines Teils der Toluol-Phase in eino&ampler-GefaR.

Im Rahmen der Validierung der aktuellen LC-MS/MSthmle mit Einsatz von

isotopenmarkierten IS zeigte sich eine groRRe Akkgin und Prazision, hinzu kamen eine
hohere Empfindlichkeit, Interferenzfreiheit, eineringerung des Zeit- und Materialaufwands
fur die Probenaufarbeitung, eine kurze Probenldutmel die spektrometrische Trennung von
ADMA und SDMA. Diese Methode scheint somit allersh®r beschriebenen LC-MS/MS-

Methoden fir die Messung von L-Arginin und desseldga Uberlegen.
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5.2  Applikation der LC-MS/MS-Methode im 96-Wellsystem

Die vorgestellte LC-MS/MS-Methode wurde weiter opert. Mit der verbesserten LC-
MS/MS-Methode kdnnen so 96 Proben auf einmal bé&atheerden und dadurch im Vergleich
zur vorherigen Methode deutlich Laborarbeit gespatden. AuRerdem bendétigt man bei der
optimierten Methode nur 20 pl Plasma (statt 50 fiik)die Probenaufarbeitung. Eine neue mit
Teicoplanin, einem Glykopeptidantibiotikum, gebunee Silica-Saule erlaubt eine
Probenlaufzeit plus Equilibrierung von nur 1.6 nidas Glykopeptidantibiotikum Teicoplanin

ist ein grof3es hydrophiles Molekiil, das mit and&ferbindungen interagiert.

Der Matrixeffekt wurde bei der Validierung der LCSMS-Methode berlcksichtigt. Der
Matrixeffekt wurde Uber ein Spritze-Pumpe-Systemt nostcolumn Infusion" gepruft
(Abbildung 5-1). ADMA, Arginin und SDMA wurden beginem Spritze-Pumpe-System
kontinuierlich hinter der analytischen Saule météhfusion ins LC-MS-Gerat gegeben. Es
resultierte ein konstantes Signal, Als eine 10lasaprobe ins HPLC-System injizierte wurde,
Lief die Probe noch Uber die Saule und ein ES4ater und erzeugte eine Signalveranderung.
Diese Signalveranderung wurde durch die Matrix uhid darin koeluierten Substanzen
verursacht (Abbildung 5-2).

HPLC MS
:(>‘ Saule

Spritze mit
Pumpe

Abbildung 5-1 Infusionssystem nach HPLC-S&ule, neoBhase und Plasmaextrakt wurden in
das HPLC-System injiziert. ADMA, SDMA oder Argininurden kontinuierlich durch Infusion
hinter der Séule zugemischt. Die Mischung wurde gjesam in das Massenspektrometer
(MS)-Gerat eluiert.

Die Matrix des Plasmas unterdriickte das Signaldeni Chromatogramm in den ersten 20 s
Uber 90 % in 5 Experimenten. Nach 45 s war dasabigieder komplett zur Ausgangsintensitét

abgeflacht (Abbildung 5-2). Die lonensuppressiorcdudie Matrix erreichte ein Maximum bis
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15 s und verschwand vollstdndig schon nach 45 s. B@aks von ADMA-, SDMA- und
Arginin-Butylester in menschlichem Plasma erschieme einem normalen Chromatogramm
erst bei 0,83-0,84 min. Das Phanomen legte nalss, dler Matrixeffekt keinen Einfluss auf die
Peaks von ADMA-, SDMA- und Arginin-Butylester inmoalen Probenlaufen hatte.

Relative Haufigkeit

100% -
280,1>214.1 [-16.0V]
75% - 250, 1>220.1 [-14.0V] -
23115700 [22.0W]
50% 4 _
25% A §
0% i

15 30 45 60 76 90
Retentionszeit [s]
Abbildung 5-2 LC-MS/MS Analyse der kontinuierlichérfusion von L-Arginin-, ADMA- und
SDMA-Butylester nach Injektion von 10ul bearbeitetBlasmas zeigte lonensuppression. ( m/z

259>214 fur ADMA-Butylester, m/z 259>228 fur SDMAuB/lester, 231>70 fur Arginin-
Butylester) Nach E. Schwelhelm et al. 2007

Die Derivatisierung von Arginin, ADMA und SDMA zueden Butylester und die durch die

anschlieBende Kollision induzierte Dissoziationrféh zu spezifischen Fragment-lonen von
Arginin, ADMA und SDMA. Die MS/MS-Fragmente der Bilgster erlaubten die simultane

Bestimmung von ADMA, SDMA und L-Arginin in Plasmandi Gewebehomogenaten ohne
chromatographische Trennung. Trotzdem kann man daf Chromatographie nicht ganz

verzichten. Der Infusionsversuch (Abbildung 5-2jgie eine starke lonensuppression auf der
Chromatographie von Plasmamatrix nach 15 s. DieriMatoll vor der Probenmessung

eliminiert werden. Die Elimination der Matrix kannmittels SPE und

flussigkeitschromatographischer Trennung durchgefirerden. Die Chromatographie auf
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einer Umkehrphasen-C18-S&ule wird ublicherweisedfé@rTrennung von Arginin und dessen
Analoga von polarer oder unpolarer Matrix eingesexer Vorteil der Teikoplanin-Saule

gegenuber der Umkehrphase-Saule liegt in derengkéihi polare Aminosauren in einem
organischen Laufmittel wie 60 % Acetonitril zu bamd Auf der Teicoplanin-S&ule verursachten
die Matrixkomponenten eine lonensuppression nuerimab von 45 s, ADMA-, Arginin- und

SDMA-Butylester erscheinen aber erst nach 45 slmo@atogramm. Nach Ablauf einer Probe
kann die nachste Probe ohne weitere Reinigung wehilibrierung der Teicoplanin-Saule
injiziert werden. Im Gegensatz zu anderen LC-MSHdden (Schwedhelm et al. 2005,
Martens-Lobenhoffer et al. 2003 und 2006, Kirchhetr al. 2005), reduziert sich die
Probenlaufzeit der neuen LC-MS/MS-Methode um bis 1z8 min und die vollstandige

Chromatographie um bis zu 1 min. Das 96-Well-Pretgstem besteht aus einer 96-Well-
Filterplatte einer PorengréRe von 0,2 uM und dangastellter 96-Well-Polypropylenplatte.
Die Reduktion des Probenvolumens auf 20 ul ist hdsis geeignet fur die Untersuchung von
Plasma kleiner Tiere oder von Homogenaten der Kéorgane, Plasma oder
Gewebehomogenat werden nur einmal auf die 96-Wikdrplatte pipettiert, dadurch wird der

Verlust von Probenmaterial bei der UberfiihrungRi@ben in neue GefaRe vermieden.

Zusammengefasst zeichnet sich die neue LC-MS/M3$wiet mit 96-Wellplatten durch eine
verkirzte Probenlaufzeit, eine reduzierte Probemgmennd eine reduzierte Probenaufbereitung
gegenuber der bisher von uns verwendeten LC-MS/M#ibtle aus. Das neue 96-Well-
Plattensystem ist vergleichbar mit einem kommerzeehaltlichen ELISA-Kit fur ADMA
(Schulze et al. 2004). Die LC-MS/MS-Methode mit\8&ll-Plattensystem kann aber simultan
ADMA, SDMA und Arginin bestimmen, wahrend der ELIS#ch nur auf ADMA-Bestimmung

beschréankt.

5.3 Die Bestimmung der Dimethylarginin Dimethylaminohydolase
(DDAH)-Aktivitat mittels der stabiler Isotopen-Technik im

Vergleich zu herkdmmlichem Verfahren

Der einfachste Assay fur DDAH-Aktivititsmessung ibesauf unmarkiertem ADMA als
Substrat und misst die verbleibenden ADMA-Konzdmira nach einer vorgegebenen
Inkubationszeit (Billecke et al. 2006, Nonaka ef8l06). Dies wére ideal bei der Untersuchung
von gereinigtem DDAH-Enzym. Ein solches Ergebnisiaard von unmarkiertem ADMA in

vivo und in Geweben und in der Zellkultur ist seslchwer zu interpretieren, da die ADMA-
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Konzentration an jedem Zeitpunkt ein Gleichgewidbt Proteinmethylierung, anschlieRender
Freisetzung von ADMA mittels Proteolyse, der Hygsad des ADMA mittels DDAH, dem
zellularen Transport und der Ausscheidung von ADMistellt. Diese Beschrédnkung kann
partiell dann durch einen groRen Uberschuss an ADEsgiebige Verdinnung der Proben
(Reduzierung des Proteingehalts und der vermindéntstehung von endogenem ADMA)
umgegangen werden. DDAH ist ein sehr aktives Enzymd scheint keine Kofaktoren zu
bendtigen (Ogawa 1989,Achan et al. 2003). WenrVeieliinnung nicht moglich ist, kann als
Alternative der Proteaseinhibitor-Cocktail zugegeheerden, welcher die DDAH-Aktivitat
nicht signifikant beeinflusst. Ein Nachteil ist apedass das Ldsungsmittel fr
Proteaseinhibitoren, Dimethylsulfoxid (DMSO), eirllgift darstellt. Daher ist Einsatz von
Proteaseinhibitor-Cocktail nicht geeignet fur dierstiche in vivo, in der Zellkultur und in

Organstudien.

Eine hohere Konzentration von ADMA kann mit dem Ltgiin-Transport mittels Y+
Transporter interagieren und so das Zellwachstuth dia L-Arginin abhangige Physiologie

beeinflussen (Closs et al. 1997).

Die alternative Messung des L-Citrullins, das bekibbau von ADMA gebildet wird, ist
ebenfalls von eingeschrankter Aussagekraft. Vidégraative Signalwege tragen der Entstehung
von L-Citrullin bei. In Geweben mit sehr hoher Argse-Aktivitat, zum Beispiel wie Leber
oder Vollblut, wird endogenes L-Arginin schnell zuxOrnithin metabolisiert, das wiederum
zum L-Citrullin umgewandelt wurde. Aul3erdem koénihe@itrullin und L-Arginin aufgrund der
Strukturahnlichkeit die DDAH-Aktivitdt hemmen (Ogavet al. 1989). Der aktuelle auf stabilen
Isotopen basierte DDAH-Aktivitatsassay erlaubt hegne zuverlassige und reproduzierbare
Bestimmung der DDAH-Aktivitat in kleinen Gewebepesb AuRerdem konnen endogenes
ADMA, SDMA, L-Arginin, exogenes isotopenmarkierta®MA und L-Arginin in einer Probe
bestimmt werden, und so die Entstehung von endo§eihstanzen und der Abbau exogener

Substanzen gleichzeitig tberwacht werden. Diesbigdrer nicht mdglich.

Dank der Isotopen-Technik kénnen Einschréankungetewibisher verwendeter Methoden zur
DDAH-Aktivitatsmessung Uberwunden werden. Mit deotbpen-Technik wird das Problem

weitgehend umgegangen, weil isotopenmarkiertes ADNeAt endogen vorkommt.

In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werdass die Entstehung von freiem ADMA
aufgrund natdrlicher Proteolyse in vitro zum grdfTeeil durch Proteolysehemmung blockiert
werden kann. Das gleiche gilt auch fir SDMA. Digtets der Isotopen-Technik errechnete
DDAH-Enzymaktivitat wird nicht durch Proteolysehemmng beeinflusst. Die Entstehung von
endogenem ADMA wird mittels kompetitiver HemmungsdeDAH von L-NMMA erhoht.
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Besonders in Gewebeproben und in vivo, wo die ADKI#azentration in Plasma und Gewebe
ein Gleichgewicht von dessen Entstehung und Methak darstellt, konnte diese
Beobachtung praktische Anwendung bei der Erforsghuon Arzneimitteleffekten auf die

DDAH oder auf Protein-Arginin-Methyltransferase (RR) finden.

Wenn die zugegebene ADMA-Konzentration in einem BDAktivitatsassay unter der IC50
der NOS-Enzyms oder induzierten NOS-Aktivitat istird in manchen Geweben (wie in
vaskularen, neuronalen oder inflamatorischen Gemjetieht nur NO sondern auch L-Citrullin
produziert. In beiden Fallen kénnte das stabileéoenmarkierte Arginin fir die L-Arginin

Metabolismus eingesetzt werden, um den relativertrd®e dieser Signalwege besser

einzuschatzen (Maas et al. 2007).

Auler dem Einsatz von ummarkiertem ADMA wurde zwsBnmung der DDAH-AKktivitat
auch 'C]-ADMA oder [**C]-L-NMMA eingesetzt. Das starke ADMA- Kation wurdiann mit
Anionaustauschharz von L-Citrullin getrennt. Die sheute von LY'C]-Citrullin als
Reaktionsprodukt reprasentierte quantitativ dieffSienge an TC]-ADMA oder L-[*C]-
NMMA, die mittels DDAH metabolisiert wurde (Ogawa @&. 1989,MacAllister et al. 1996).
Diese Methode galt als ,goldener Standard“. Leidemrde bei dieser Methode endogen
entstandenes ADMA nicht detektiert. Endogen entitaes ADMA kann kompetitiv den
Abbau von f'C]-ADMA iiber die DDAH hemmen. Medikamente, die dieoteolyse oder
Proteinmethylierung hemmen, kénnen die endogenestéining von ADMA reduzieren,
folglich wird die DDAH-Aktivitatshemmung reduziertMit [“C]-ADMA oder L-[**C]-
NMMA-Messung kann man endogenes ADMA nicht in Belttaziehen, daher kénnte man
der falschen Hypothese kommen, dass das Medikadiegitt die DDAH-Aktivitat erhoht,

obwohl es sich nur um einen Nebeneffekt des veréeniendogenen ADMA handelt

Bei in vivo Studien an Menschen oder grof3en Tievemder Einsatz von Proteaseinhibitoren
nicht geeignet ist und stabil isotopenmarkiertesM¥D zu kostenspielig wird, kann die
Bestimmung von ADMA, SDMA und Arginin eine grobenEchatzung des Ausmalies von
endogener Entstehung von ADMA und L-Arginin geb®BDMA wird wahrend der Proteolyse
freigesetzt, es scheint aber nicht aktiv metalalisverden zu kénnen. Die Anreicherung des

SDMAs kann daher helfen, in einem Versuch das Alsd® Proteolyse abzuschatzen.

Eine weitere Mdoglichkeit der DDAH-Aktivitatsmessurigerihrt auf der Entstehung von
Dimethylamin (DMA), das wahrend der Metabolisierumgn ADMA mittels DDAH neben
Citrullin entsteht (Tsikas et al. 2007). Leider AdDMA nicht die einzige Quelle von DMA. In

vivo ist die Nahrung eine zusatzliche Quelle von RAM\DMA und DMA miussen bisher auch
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getrennt bestimmt werden, weil fur die Messung &eidStoffe verschiedene

Aufarbeitungsschritte erfordertlich sind.

5.4  Bestimmung der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH)-Aktivitat mittels stabiler Isotopen -Technik in
menschlichem Vollblutlysat

Die Lokalisation und die Mechanismen von ADMA-Biltyund -Elimination wurden bis jetzt
nicht vollstandig beschrieben. Auch die Blutzellemnten einen Ort der ADMA-Bildung wie
auch des ADMA-Abbaus darstellen.

Die Darstellung des Signalwegs von ADMA in Vollblex vivo ist von Interesse wegen der
Nachbarschaft von Blut zu Endothelzellen und dawuriegenden glatten Muskelzellen.

Vollblut ist ein ideales Milieu fiir die Kontrollean NO-NOS Systemen.

Die DDAH wurde in vielen Organen von Nageltierendudenschen gefunden wie z.B. in
Nieren, Leber, Lungen, Herz, Pankreas, Gehirn umibhelzellen von Arterien (Kimoto et al.
1995). Kang et al. 2001 war der erste, der detdilliber die DDAH-Aktivitat in humanen
Vollblutlysaten berichtete.

In Anbetracht der Tatsache, dass das Blut alle Bew®ntinuierlich durchstromt, ware es
zweifellos eine geeignete Komponente fir ADMA- undNMMA-Abbau. Fir Studien, die
untersuchen in wie weit eine verminderte DDAH-AK&Y zur Erhéhung von ADMA- und L-
NMMA-Konzentration im Plasma beitragen, wirden eitieh Biopsien aus Leber, Nieren,
Herz, Lunge oder Gehirn benotigt. Das Blut istheimugéngig und bote eine ideale Moglichkeit
fur die DDAH-Aktivitatsmessung.

Bis jetzt gibt es nur wenig Daten zu DDAH-Aktivital Blut (Kang et al. 2001). Die Daten von
Kang et al. basieren auf der Methode von Presodttlanes’s photometrischer Messung von L-
Citrullin. Wobei die Harnstoffgruppe des L-Citruf mit Diacetylmonooxim zu einer farbigen
Verbindung derivatisiert. Diese Methode ist zwagigaet fir reines DDAH-Enzym, nicht aber
fir Gewebe oder Blut. In Geweben und Blut existiefgtoffe, die die Farbeentwicklung
erh6hen oder mindern. Es ist besonders zu beaddss,die Farbeentwicklung nicht spezifisch
fur L-Citrullin ist, sondern auch fur Harnstoff (@wll et al. 1941). In Nierengeweben ist der
Harnstoff fir mehr als 92 % des basalen Signalanteiortlich, infolgedessen kann die DDAH
abhéngige Farbentwicklung leicht in Hintergrundsebminden (Tain et al. 2007). Erythrocyten
enthalten nennenswerte Mengen an Arginase, dien#wrgru Harnstoff und L-Ornithin

hydrolysiert (Lin et al. 2005). Der dadurch entskame Harnstoff reagiert auch mit der
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Farbreagenz und verfalscht zuséatzlich das Ergeles konnte erklaren, warum Kang ES
keinen linearen Anstieg von L-Citrullin bei photam&chen Messungen erhalten hatten,
obwohl das Enzym gesattigt war. Der schnelle Agstier Absorption in den ersten Minuten
stammte vermutlich nicht aus L-Citrullin, sondemmsadem Harnstoff, der mittels Arginase

entstanden war.

Unser Ziel war und ist eine zuverlassige DDAH-Aktitsmessung im Vollblut fir die
klinischen Studien zu entwickeln, um einen Zusammeg zwischen erhéhter DDAH-
Aktivitdt und erhohter ADMA-Konzentration im Plasnfastzustellen. Nach erfolgreichem
Einsatz der LC-MS/MS-Methode mit Isotopen-Technik #Messung der DDAH-Aktivitat in
Mausgewebe-Homogenat haben wir diese Methode fér RIDAH-Aktivitatsmessung in

menschlichem Vollblut erweitert.

Wir haben beispielhaft den Abbau von exogenéi6FADMA und die Bildung von
endogenem ADMA in Vollblutlysat verfolgt. Nach 4utien bei 37 °C Inkubation ist in
menschlichem Vollblutlysat endogenes ADMA bis ums da-fache der urspringlichen
Konzentration gestiegen, trotz Proteaseinhibitockfail total blockiert wurde. Das deutet
darauf hin, dass die Proteolyse flr den Anstieg fleen ADMAs in unserem Versuch
verantwortlich sei. Endogenes SDMA war nach 4 Standei 37 °C mit oder ohne
Proteaseinhibitor-Cocktail konstant geblieben, \wag eine geringe Menge an inkorporiertes
SDMA in menschlichem Vollblut hindeutet. Im Rattéutbbetragt ADMA-Konzentration 0,94
UM, freie SDMA-Konzentration 0,27 pM. Das totale KB entspricht der Summe von Protein
inkorporiertem und freiem ADMA in Rattenblut betté43 uM, das totale SDMA 6,88 uM
(Scott et al. 2006). Al Banchaabouchi et al. haleem ahnliches Verhéltnis von freiem
Dimetylarginin und von in Protein inkorporiertem MA in Rattennieren gefunden. Das
Verhaltnis zwischen ADMA- und SDMA-Konzentration Rattennieren ist auch ahnlich wie im
Vollblut von Ratten. Die freien ADMA- und SDMA-Koentration in menschlichem Plasma
sind vergleichbar mit denen von Ratten. Es gibtideinoch keine Daten Uber in Protein
inkorporiertes  ADMA in menschlichem Blut. Wenn esit ndenen von Rattenblut
Ubereinstimmen wirde, wirde das bedeuten, dasBldigellen ein grol3es Potential haben,
freies ADMA abzugeben. In unserem Experiment Fat fieies ADMA in Vollblutlysat nach 4
Stunden aufgrund der Proteolyse verdreifacht. éseli Geschwindigkeit ohne PRMT-AKktivitéat
ware der Speicher von Proteininkorperiertem ADMAKirzer Zeit erschdpft. Wir wirden in
physiologischem Milieu ein Gleichgewicht unter dédethylierung proteingebundener
Argininreste, dem Proteinabbau, der ADMA-Metabelisng durch DDAH und der renalen

ADMA-Ausscheidung erwarten. Unsere experimentelBedingungen weichen von diesen
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Verhaltnissen ab, beweisen aber immerhin, dasshexhADMA-Werte aus dem Protein

inkorporierten ADMA stammen kénnen.

Scott et al. 2006 haben bei Ratten eine viel starkdAH-Aktivitat im Erythrozytenlysat als
im Vollblutlysat gefunden. lhre Erklarung ist, dasshrscheinlich undefinierte DDAH-
Inhibitoren im Plasma oder in Leukozyten dafir wénsrtlich sind. In unserem Experiment
wurde ein signifikanter Abbau voriH6]-ADMA im Vollblutlysat im Laufe von 4 Stunden
beobachtet, aber keine Unterschiede in der DDAHwdt zwischen menschlichem
Blutkuchenlysat und Vollblutlysat. Das Plasma hatteinserem Experiment keine hemmende
Wirkung auf die DDAH-Aktivitat gezeigt. Um zu zeige dass im Erythrocytenlysat des
menschlichen Blutes tatsdchlich eine starkere DDMMHvitdt vorherrscht, werden weitere

Experimente bendétigt.

Unser Versuch hat gezeigt, dass DDAH und protesdiit Enzyme in Vollblutsystemen in der
Lage sind, ADMA-Werte im Plasma klinisch relevant erhéhen und zu erniedrigen. Das
Vollblut mit etwa 5 kg bei einer 70 kg Person zlikct im Kérper und hat direkten Kontakt zu
Endothelzellen und zur endothelialen NOS. Die DDBhymkapazitat im Vollblut kdénnte
ADMA und infolgedessen die endotheliale NOS-Funktinit beeinflussen.

Die DDAH-Aktivitdtsmessung bedarf weiterer Validimg und Entwicklung, so dass die
DDAH-Aktivitatsmessung empfindlicher wird und inikischen Studien eingesetzt werden

kann.

5.5 Bestimmung der Arginase-Aktivitat mit stabiler Isotopen-
Technik

In S&ugertierzellen ist L-Arginin Substrat zahlrec Stoffwechselwege (Harnstoffzyklus,
Proteinsynthese, NO-Synthese, Decarboxylierung Ttnacisaminierung) (DeDeyn et al. 1992,
Wu et al. 1998, Ignarro et al. 1995). Unter dieSarffwechselwegen spielen die Synthese von
NO und der Harnstoffzyklus die wichtigsten Rollem Metabolismus von L-Arginin. Im
Rahmen des DDAH-Aktivitatsassays haben wir die #age-Aktivitat im Mausnieren-
Homogenat simultan mitbestimmt. Dabei wurde dawmsgagangen, dass der Verbrauch des L-

[**N,]-Arginins fiir die NO-Synthase vernachlassigbar ist

Bis jetzt basiert die Arginase-Aktivitdtsmessungneder auf der Methode niitC- markiertem
L-Arginin als Substrat und die Messung dé€-markiertem Harnstoffproduktes, was sehr

zeitaufwendig ist (Ruegg et al. 1980), oder aufkspphotometrischem Assay, wobei das
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Harnstoffprodukt mit Urease und Glutamatdehydrogengekoppelt wurde (Ozer 1985). Der

spektrophotometrische Assay ist nicht sehr sensitd/nur fir gereinigtes Enzym geeignet.

Der hier entwickelte Arginase-Aktivitatsassay isteeAlternative zu bisherigen Methoden und
erlaubt erstmals den Metabolismus von Substrat rgindn) und Inhibitor der NO-Synthese in

einem Assay zu bestimmen.

Prinzipiell ware allerdings auch bei diesem Assaye eveitere Validierung des Assays mit
spezifischen Inhibitoren fiir die einzelnen Abbaugvelgs L-Arginins notig, um festzustellen,
welcher Anteil von L-Arginin unabhangig von der Argse verbraucht wird. In den hier
exemplarisch untersuchten Leberhomogenaten warAdignaseaktivitat allerdings so grof3,
dass eine bis zu 100-fache Verdiinnung der Prolderderlich war. Dies macht eine relevante

Beeinflussung durch andere Stoffwechselwege desitN@hrscheinlich.
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6 Zusammenfassung

NC-NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) ist ein endogen vorkommeer Hemmstoff der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS). ADMA entsteht béibbau von Proteinen, die
posttranslational methylierte Argininreste enthalt®ei verschiedenen Erkrankungen wurde
eine erhéhte ADMA-Konzentration im Plasma gefunddie, wiederum mit einer unginstigen
klinischen Prognose assoziiert sind. ADMA wird durdas Enzym Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase = (DDAH) abgebaut. Erste Usiehungen an DDAH-
uberexprimierenden bzw. -defizienten M&usen weiaah einen kausalen Zusammenhang
zwischen Stérungen der DDAH-Aktivitat und kardiokaléiren Erkrankungen hin. Die DDAH
konnte somit ein potentielles Ziel fir therapeutesdnterventionen bei einer erhéhten ADMA-

Konzentration darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb ein DDAMKt®tatsassay fur Gewebehomogenat
von Mausen etabliert. Voraussetzung daflr war eimeerlassige analytische Methode zur
Bestimmung von L-Arginin und dessen Analoga. Bigleanalytische Methoden erfillen nicht
die geforderten Kriterien von Selektivitdt und Geigaeit bzw. erreichen diese nur nach zeit-
und materialaufwendiger Probenvorbereitung. Einauend.C-MS/MS-Methode fir die

zuverlassige Bestimmung von ADMA, Arginin,°NN®-Dimethyl-L-Arginin (SDMA) wurde

entwickelt und validiert. In einem weiteren Schwitirde die neue LC-MS/MS-Methode fiir den

Einsatz im 96-Well System optimiert.

Der DDAH-Aktivitdtsassay basiert auf dem Einsatz stabilem Isotopenmarkiertem ADMA.
N®, N°-[?Hg]-Dimethyl-L-Arginin ([°Hg]-ADMA) und N€, N°-[°C,sHg]-Dimethyl-L-Arginin
([°C15He-ADMA) waren kommerziell nicht verfigbar und wurdselbst synthetisiert. Durch
Einsatz von JC,5°He]-ADMA als internem Standard unéHe]-ADMA als Substrat konnte nicht
nur die DDAH-Aktivitat in Gewebehomogenat, sondewrch die Veranderung (Bildung und
Abbau) des endogenen ADMA verfolgt werden. In Mi@ifionen wurde mittels dieses Assays
auch die DDAH-Aktivitat im Vollblut bestimmt, wased Weg zu einer breiteren klinischen

Anwendung ebnet.



Summary 83

7 Summary

NC-NC-dimethyl-L-arginine (ADMA) is an endogenous inhioi of nitric oxide synthase
(NOS). ADMA is released by protein hydrolysis, whicontains posttranslational methylated
arginine residues. An elevated ADMA concentratias been associated with several diseases
and with an unfavourable clinical prognosis in thesnditions. ADMA is metabolized by the
enzyme dimethylarginine-dimethylaminohydrolase (MDA Early investigations in DDAH-
overexpressing or -deficient mice pointed to a ahwssociation between disturbances of
DDAH activity and cardiovascular diseases. Theeef@DAH activity could represent a
potential target for therapeutic intervention imdiions where the ADMA concentration is

elevated.

In the present work a DDAH activity assay in tissummogenate of mice was established.
Prerequisite was a reliable analytical method fi@irene and its analogues. The available
analytical methods did not fulfil the criteria oélsctivity and accuracy or do so only after
extensive time and material consuming sample patipar A new LC-MS/MS-method for
reliable measurement of ADMA, arginine and SDMA wiaseloped and validated. In a further
step the new LC-MS/MS method was adapted to thedbsystem.

The DDAH activity assay is based on the metaboligrstable-isotope-labelled ADMA. &\
NC-[?Hg]-dimethyl-L-arginine  (fHs-ADMA) and N®, N®-[°C.s’H¢]-dimethyl-L-arginine
([°C15°Hs]-ADMA) were not commercially available and had te synthesised. Using
deuterium labelled ADMA {Hg-ADMA) as substrate and the double stable-isotapelled
ADMA ([°C,#He]-ADMA) as internal standard allowed the determio@tnot only of the
DDAH activity in tissue homogenate, but also thithe metabolism of endogenous ADMA.
Modifying this assay allowed the assessment of DBAH activity in whole blood, which

enables its use in a clinical setting
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8 Abkirzungsverzeichnis

A.carotis
AccQ
ADMA
APCI
BHT

°C

13C

Yc

CaM
CAT

cv
DDAH
DMA
DMSO
eNOS
ESI

FAD

Flu

FL

FMN

g, mg,ug
GC-MS
GC-MS/MS
h

’H

Arteria carotis
6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbaraat
Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin
atmosphar pressure chemical ionisation
Butylhydroxytoluol

Grad Celsius

stabiles Isotop des Kohlenstoffs
Radioaktives Isotop des Kohlenstoffs
Calmodulin

cationic amino acid transporter
Variationskoeffizient
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
Dimethylamin

Dimethylsulfoxid

endotheliale NO-Synthase

elektrospay ionisation
Flavinadenindinukleotid

Floureszenz

Fluoreszenz-Detektion
Flavinadeninmononukleotid

Gramm, Milligramm, Mikrogramm
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Gaschromatographie-Tandemmassenspektiemetr
Stunde

stabiles Isotop des Wasserstoffs
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HPLC
INOS

IS

[, ml, ul
LC-MS
LC-MS/MS
LIF

LOD

LOQ

min

mol, mmol, umol
MS

MW

m/z

N

N.A
NADPH
NDA
NICI

NL
nNOS
LIF
L-NMMA
NO

NOHA

high performance liquid chromatography
induzierbare NO-Synthase

interner Standard

Liter, Milliliter, Mikroliter
Flissigkeitschromatographie-Massenspektromet
Flussigkeitschromatographie-Tademmasseddaspaetrie
Laser induzierte Fluorescenz;

limit of detection

limit of quantification

Minute

Mol, Millimol, Mikromol
Massenspektrometrie
arithmetischer Mittelwert

Masse/Ladung

Anzahl der Proben

Normalitat

stabiles Isotop des Stickstoffs

not available
Nicotinamidadenindinukleotidtriphosphat
Naphthalene-2,3-Dicarboxaldehyde
negative-ion chemical ionization
Neutralteilchen-Verlust

neuronale NO-Synthase

Laser induzierte Fluorescenz
N ©-Monomethyl-L-Arginin
Stickstoffmonoxid

N-Hydroxy-L-Arginin
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NOS
N-PLA
OPA
PBS
pH
PIK
PRMT
rpm

RSD

SD
SDMA
SEM
SIM
SPE
SRM
MRM
TFA
uv

VS.

NO-Synthase

N“-Propyl-L-Arginin
Orthophthaldialdehyd
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
negativer dekadischer Logarithmus der H+-Konzgion
Proteaseinhibitor-Cocktall
Protein-Arginin-N-Methyl-Transferase
Umdrehung pro Minute

Relative Standardabweichung

Sekunde

standard deviation (Standardabweichung)

Symmetrisches Dimethyl-L-Arginin

standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)

sel ected-ion monitoring
solid-phase extraction

sel ected-reaction monitoring
multiple-reaction monitoring
Tetrafluressigsaure
Ultraviolett

Versus
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10  Anhang

10.1 Material

10.1.1 Chemikalien

Aceton R:11-36-66-67 Merck ( Darmstadt)
S:9-16-26

Acetonitril R: 11-20/21/22-36 Merck ( Darmstadt)
S:1/2-16-36/37

Acetylchloride R: 11-14-34 Fluka (Seelze)

S:1/2-9-16-26-45

Ameisesaure R:35 Merck ( Darmstadt)
S: 23-26-45
Ammoniak R:10-23-34-50 Merck ( Darmstadt)

S:9-16-26-36/37/39-45-61

Ammonium Formiat R: 36/37/38 Fluka (Seelze)
S:2-26-36
Aqua ad injectabilia Boxter
( UnterschlieZheim)
L-Arginin R:36 S:26 Sigma (Deisenhofen)

L-[**N,]-Arginin
Hydrochlorid

(99 %)

Euriso-top (Saint-Aubin,

Frankreich)

L-[2,3,3,4,4,5,5H]-Arginin

Euriso-top (Saint-Aubin,
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Hydrochlorid

(98 % Isotopen Reinheit)

Frankreich)

Asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA)

hydrochlorid

Sigma Aldrich (Deisenhofen

Bradfordreagenz

Biorad (Munchen)

Bromcyan-aktivierte Agarose

D

R: 26/27/28-32-50/53

S: 7-28-29-45-60-61

Sigma (Deisenhofen)

Butanol

R:10-22-37/38-41-67

S: 2-7/9-13-26-37/39-46

Sigma Aldrich(Deisenhofen)

Butylhydroxytoluol (BHT)

Sigma ( Deisenhofen)

Citronensaure (wasserfrei)

R:36

S:26

Merck (Darmstadt)

L-Citrullin

Sigma (Deisenhofen)

[1,1,1,1,1°,1" 2Hg)- R:11-20/21/22-24 Cambridge

Dimethylamin S:16-26-27-36/37/39-45 Isotope(MA,USA)

Essigsaure R:10-35 Merck (Darmstadt)
S: 23-26-45

Ethanol R:11 Merck (Darmstadt)
S:7-16

L-Homoarginin

Sigma (Deisenhofen)
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Isotonische Kochsalzlésung

Boxter (Unterschlie3heim)

Kaliumhydroxid

R: 22-35

S: 26-36/37/39-45

Merck (Darmstadt)

Kupfercarbonat basisch

R:22-36/37/38

S:26-36

Aldrich (Deisenhofen )

3-Mecaptoethanol

R: 24-20/22-36/37-41

S: 26-36/37/39-45

Sigma (Deisenhofen)

Methanol

R: 11-23/24/25-39/23/24/25

S: 7-16-36/37-45

Merck (Darmstadt)

Modified Lowry Protein
Assay Kit

Perbio Science (Bonn)

N®-Monomethyl-L-Arginin
(L-NMMA)

Sigma (Deisenhofen)

N®,N®~Dimethyl-L-Arginin

(Asymmetrisches Dimethyl-
L-Arginin, ADMA)

Sigma (Deisenhofen)

N®,N® -Dimethyl-L-Arginin
Dihydrochlorid

(SDMA)

Calbiochem (Schwalbach)

L-Ornithinhydrochlorid-
3,3,4,4,5,5H;

Euriso-top (Saint-Aubin,

Frankreich)

L-Ornithinhydrochlorid-
1,2,3,4,5, 2°Cs

Euriso-top (Saint-Aubin,

Frankreich)

ortho-Phthaldialdehyd (OPA

R: 20/21/22-36/37/38

S: 26-36

Sigma (Deisenhofen)
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2-Propanol R:11 S:7-16 Merck (Darmstadt)
Protease-Inhibitor-Cocktalil Sigma (Deisenhofen)
Salzsaure R:34-37 Merck (Darmstadt)

S: 26-36/37/39-45

10.1.2 Puffer

PBS-Puffer

(Biochrom) wird nach Herstellungsangaben in Agiake$t geldst

10.1.3 Lo6sung
HPLC-UV-Vis

Eluent A

Zitronensaure, wasserfrei 11.52 g

Aqua bidest. ad 1000 ml

mit NaOH 2 M auf pH 6.8 einstellen

Aqua bidest. ad 1200 ml

Methanol 600 ml

Eluent B

900 ml Methanol

100 ml Agua bidest.

Ortho-Phthaldialdehyd (OPA)-Reagenz

Ortho-Phthaldialdehyd (OPA) 135 mg

Methanol 2.5 ml

2-Mercaptoethanol 100

0.4 M Boratpuffer ad 25 ml

LC-MS/MS
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Eluent A

Ameisesaure 0.1 % in Methanol
Eluent B

Ameisesaure 0.1 % in Wasser
und
Eluent A

Ammoniumformiat 0,1 % in Wasser
Eluent B

Acetonitril

10.1.4 Tiere
C57BL6 Mause, sechs bis acht Wochen alt, Tiervéashadtung UKE

Dayoub DDAH-transgene Mause (Dayoub et al. 2003)

10.1.5 Plasmaproben
Die Plasmaproben von Menschen stammten von fréeillund gesunden Probanden.

Proben von Mausen wurden im Einklang mit den tlaszrechtlichen Bestimmungen im

Rahmen von Versuchen gewonnen.

10.1.6 Fir LC-MS/MS verwendete Gase

Argon (Air Liquid Hamburg) Stickstoff (Air Liquid Emburg)

10.1.7 Verbrauchsmaterial

Abdeckmatte Sarstedt (NUmbrecht)
Autosamplergefalle mit Rundboden, Abimed (Langenfeld)
Chromacol (HPLC)

Bordelkappen mit geschlitztem Deckel Macherey-Nagel (Duren)
(HPLC)

Dichtscheibe G8-1.0 CS-Chromatographie (Langerwehe)
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Eppendorfgefalie (0.5,1,2 ml) Eppendorf (Hamburg)

Falcon Rohrchen (15, 50ml) Becton Dickinson (Hédddedy)
Filterpapier 3SMM Whatmann (Maidstone, UK)

Flasche G 1, klar CS - Chromatographie (Langerwehe)

HPLC-Saule: CC 250/4 Nucleocil 100-8§45 Macherey-Nagel (Duren)
HPLC-Vorsaule: CC 8/4 Nucleocil 100-8d; Macherey-Nagel (Duren)
Klrvetten 10 x 4 x 45 mm Sarstedt (NUmbrecht)

LC-MS Chirobiotic T 20x1.0mm Teicoplanin-Astec (Whippany NJ,USA)

Silicum

LC-MS Chirobiotic T Guard 20x4 mm Grace/Alltech @Gro
LC-MS Varian Saule C18-Ether 50x2.0mm Varian (Daedy
Monovette NH4-Heparin 5.5ml Sarstedt (NUmbrecht)

Multiscreen HTS 96-Wellplatte Filterplatten Millipore ( Molsheim, Frankreich)
0.22uM

S-Monovette 5ml Sarstedt (NUmbrecht)

PD-Tips 5ml Brand (Wertheim)

pH- Papier pH 1-14 Roth (Karlsruher)

PP-Microplatte 96K Greiner Bio-One (Frickenhausen)

PP- Réhrchen (5ml) Greiner (Frickenhausen)

Pipettenspitze (10,100,1000pl) Sarstedt (NUmbrecht)

Ruhrspatel 120mm Sarstedt (NUmbrecht)

Schraubkappe G8 - L CS-Chromatographie (Langerwehe)

Schraubréhre 13ml mit Verschlul3 Sarstedt (NUmbjecht

Serologische Pipetten (1, 2, 10, 25 ml) Becton Diwén Labware (Franklin Lakes,
USA)

Stericarf- Kaniilen B. Braun (Melsungen)

Trichter Roth (Karlsruher)
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Venofix 0.8 x 20mmx30cm B. Braun (Melsungen)

10.1.8 Laborgerate

Analysenwaage Mettler (Greifensee, Schweiz)
Digitalwaage Mettler (Greifensee, Schweiz)
HPLC (P580 Pumpe, ASI 100 Autosamplddionex Softron GmbH (Germering)
RF 2000 Fluoreszenz-Detektor)

Kuhltruhe (-20 °C, -80 °C) Kryotec (Hamburg)

LC-MS (Varian 1200L Triple Quadrupol MS Varian ( Darmstadt)
Varian ProStar 210 Pumpe)

Magnetrihrer Heidolph (Kelheim)
Multipette plus Eppendorf (Hamburg)
pH-Meter Knick (Berlin)

Power Supply Bio-Rad (Minchen)
Speed-Vac RVC 2-25 Christ (Osterode)
Thermoblock Telex Bioblock 890436 F Bioblock Siént(lllkirch, Cedex, USA)
Thermomixer Compact Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)
Tissuelyser Qiagen (Hilden)
Titramax 101 Heidolph(Schwabach)
Vakuumpumpe Mini-Vac E1 Peglab ( Erlangen)
Vakuumpumpe RZ 5 (4 x 10-4 mbar) Vaccubrand (\\ésnti
Votexer Heidolph (Keilheim)
Wasserdeionisierungsanlage Millipore (Eschborn)
Zentrifuge Rotina 35R Hettich ( Tuttlingen)

Zentrifuge 5810R Eppendorf (Hamburg)
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