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Kurzfassung

Die Isoprostane entstehen durch die von freen Radikden katadyserte Endocycliserung der
Arachidonsture in Lipiden in Andogie zu der durch die Prostaglandin Hy-Synthase katdy-
Serten Bildung der Prostaglandine aus freler Arachidonsiure. Von den Prostaglandinen unter-
scheiden gch die Isoprostane durch ihre Regio- und Stereochemie. Es sind vier Regioisomere
mit jewells 64 Sterecisomeren moglich. Unter den Isoprostanen nehmen 8-iso-Prostaglandin
Foa und 8-iso-Progaglandin E; eine Sondersellung ein, da se ene Uber den Thromboxan
Rezeptor vermittelte biologische Aktivitst aufweisen. Auch wurde die enzymatische Bildung
dieser beiden Isoprostane als Nebenprodukt der Prostaglandin H,-Synthase nachgewiesen. Im
Gegensatz zu 8-iso-Progaglandin Fp; unterliegt 8-iso-Prostaglandin E; jedoch der Epimeri-
serung zu Progaglandin E;. Nachdem der Metabolismus von 8-iso-Prostaglandin Fo, in der
Zdlkultur von Schweinehepatozyten untersucht worden war, wurden sowohl fir 8-iso-Prosta
gandin F,; ds auch fir seinen Hauptmetaboliten, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-Prostaglandin
Foa, auf der Gaschromatographie- Tandem-Massenspekirometrie baserende andytische Me-
thoden zu ihrer Quantifizierung in menschlichem Urin entwickdlt. Die Methoden setzten die
Synthese enes gedigneten internen Standards voraus und wurden in der entsprechenden
Matrix vdidiert. Se wurden in verschiedenen in vivo-Studien eingesetzt und haben gezegt,
dass sch diese Isoprostane als Indexparameter ener in vivo-Lipidperoxidation ausgezeichnet
eignen.

3-Nitrotyrosn entsteht durch die Oxidation und Nitrierung der Aminoséure Tyrosin. Neben
der resktiven Sauerstoffspezies HOC| werden inshesondere die resktiven Stickstoffspezies
Nitrylchlorid (NOCk), Stickstoffmonoxid und —dioxid sowie Peroxynitrit (ONOO') fur die
Bildung von 3-Nitrotyrosn in biologischen Systemen verantwortlich gemacht. Sowohl fur die
frde Aminosaure Tyrosn as auch fur Tyrosn-Reste in Albumin konnte gezeigt werden, dass
der Beitrag von Peroxynitrit unter physologischen Bedingungen zur 3-Nitrotyrosin-Bildung
nur sehr geing is. Als Hauptmetabolit von 3-Nitrotyrosn im Kaninchen wurde 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsdure in  Abhéngigket von den 3-Nitrotyrosn-Plasmaspiegen mit  ener
Habwertszeit von 175 min (3-Nitrotyrosin) in den Urin ausgeschieden. Trotz der langen
Habwertszeit lag die mit der in dieser Arbet entwickelten, auf Gaschromatographie- Tandem-
Massenspektrometrie baserenden und vaidierten andytischen Methode gemessene mittlere
Blutplasma-Konzentration von 3-Nitrotyrosin lediglich bei 1,15 +0,71 nM; be einem Ve-
hétnis von 1,48 +0,65 x10° von 3-Nitrotyrosin- zu Tyrosn-Resten in den Plasmaproteinen.
Somit konnte gezeigt werden, dass sch 3-Nitrotyrosn as Indexparameter des oxidativen
Stresses nur in aullerst geringen Konzentrationen in der humanen Zirkulation findet und seine
Bedeutung in diesem Kompartiment bisher Gberschétzt wurde.

Schlagworte: Isoprostane, 3-Nitrotyrosin, oxidativer Stress



Summary

Progaglandins are formed by prostaglandin Hj-synthase from free arachidonic acid. In
andogy, isoprostanes are formed by a free-radica catdyzed mechanism from arachidonic
acid ederified to lipids. The isoprogtanes differ from their enzyméatic andogues to their regio-
and Sereochemigtry. Four regioisomers and 64 Serecisomers are known. Among the iso-
prostanes, 8-iso-progtaglandin F»; and 8-iso-prostaglandin E; are prominent due to ther
thromboxane receptor-mediated biologica activity. Additiondly, their enzymatic formation
cadyzed by prostaglandin H»-synthase as a minor product is known. Unlike 8-iso-prosta-
glandin F,,, 8iso-progaglandin E; is not stable in agueous buffer and rearranges to form its
epimer prodaglandin  E;. Therefore, only the metabolian of 8-iso-progtaglandin Fo, was
sudied. Two andyticad methods have been developed for 8-iso-progtaglandin F2; and its
mgor urinary metabolite, 2,3-dinor-5,6-dihydro-8-iso-prostaglandin F4 using gas chromato-
graphy-tandem mass spectrometry. For both methods suitable interna standards were synthe-
szed. Both methods were fully vaidated. They were used in severd in vivo experiments and
both isoprostanes have shown their usefulness asindices of in vivo lipid peroxidation.

3-Nitrotyrosin is a product of tyrosne oxidation and nitration. Apart from reactive oxygen
species, eg. HOCI, 3-nitrotyrogne is commonly derived from reactive nitrogen species like
nitryl chloride (NOCL), nitric monoxide, nitric dioxide or peroxynitrite (ONOQO). It was
found out that the contribution of smal, i.e. physologica concentrations of peroxynitrite to
the formation of 3-nitrotyrogne is rather smdl. This was explored for free tyrosne and serum
adbumin. 3-Nitrotyrosin is degraded to 3-nitro-4-hydroxyphenylacetic acid in the rabbit with a
hdf-life period of 175 min and excreted into the urine. An andyticd method for the
guantitetive determination of 3-nitrotyrosn in human plasma was devdoped and fully
vdidated. Despite the long hdf-life of 3nitrotyrosine in blood plasma, only 1.15 £0.17 nM of
3-nitrotyrosne were found in the blood of hedthy human volunteers. The raio of 3-nitro-
tyrosin to tyrosin residues in serum proteins was determined to be 1.48 +0.65 x10°. These
data prove that 3-nitrotyrosne can only be found in vey amdl amounts in the human
circulaion. Therefore, its suitability as a marker of oxidative dress in this compartment may
be limited and was overestimated in the past.

Keywor ds. isoprostanes, 3-nitrotyrosine, oxidative stress
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1. Einfihrung 1

1 EinfUhrung

1.1 Oxidativer Stress[1]

Die Beziehung zwischen Sauerdoff und dem aeroben Leben ig von ambivaentem Charakter.
Molekularer Sauergtoff nimmt die be der Oxidation von Biomolekilen zur Energiegewin-
nung entstehenden Elektronen auf und wird unter Aufnahme von vier Elektronen zu Wasser
reduziert. Diese Uberaus nitzliche Eigenschaft des molekularen Sauerdoffs kann auch von
Nachtell sein. Die in den Mitochondrien kontrolliert ablaufende, von der Cytochrom:-c-
Oxidase katayserte, Vier-ElektronenReduktion des molekularen Sauerdtoffs ist nicht immer
vollstdndig. Nicht nur das Radika Sauerstoff, sondern auch die be der unvollstdndigen
Reduktion des molekularen Sauerdtoffs entstehenden resktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) oxidieren vide Biomolekile und richten so grof¥en Schaden an [2,3].
Als Verursscher des oxidativen Schadens werden neben den ROS auch die resktiven Stick-
doffspezies (reactive nitrogen species, RNS) ausgemacht [4]. Der aerobe Organismus hat
daher Schutzmechanismen gegen die unkontrollierte Oxidation von Biomolekilen, den oxida
tiven Stress, entwickelt. Neben dem reduktiven Potentid der Zele, vor dlem durch Gluta-
thion (GSH) aufrechterhdten, snd es die Antioxidantien, die die resktiven Spezies abfangen
[5,6]. Kommt es dennoch zur Oxidation von Biomolekllen, so trifft der Schaden dle dre
grof3en Klassen von Biomolekilen: Zucker, Lipide und Proteine[7].

Das insbesondere von Bary Haliwdl und William A. Pryor in die wissenschaftliche Offent-
lichkeit getragene Biomarker-Konzept sucht gezielt aus jeder diesr Gruppen von Biomole-
kilen exemplarische Vertreter heraus, die ds sabile Endprodukte der destruktiven Verande-
rungen ausgemacht werden konnen [8,9]. Damit werden zwel Mdglichkeiten ertffnet: (1) Die
Vorhersagbarkeit entretender oder bereits eingetretener pathologischer Veranderungen im
Organismus und (2) Aussagen Uber die Wirksamkeit von Gegenmanahmen [5,7-9]. Als
dabile Endprodukte und damit Biomarker des Status des oxidativen Stress (biomarker of
oxidative stress status, BOSS) [9] sollten digenigen Molekile gewdhlt werden, die ener
Andytik mdglichgt leicht, d. h. nicht-invasv zuganglich sind.
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ROSund RNS

Be de Ein-Elektron-Reduktion von molekularem Sauerstoff bilden sch sukzessv die ROS
Superoxid-Anion (02" %), Wasserstoffperoxid (H20) und das Hydroxyl-Radika (HO" ) (zusam-
men mit dem Hydroxid-Anion (HO')). Bei der weteren Reduktion des Sauerstoffs entsteht
Wasser. Neben dem Hydroxyl-Radikad snd auch Superoxid-Anion, atomarer Sauerstoff und
molekularer Sauerstoff im Grundzustand Radikae. Das Superoxid-Anion steht mit der korres-
pondierenden Saure, dem Perhydroxyl-Radikd, im Gleichgewicht (O, ~ + H" = HOy , pKa =
4,8 [2]). Zwe Enzyme dehen dem Organismus zum Abbau der Produkte der unvollsténdigen
Oxidation von Sauergtoff zur Verflgung: die Superoxid-Dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) und
die Katdase (EC 1.11.1.16). Die Superoxid-Dismutase katdysert die Oxidation eines Super-
oxid-Anions zu molekularem Sauerstoff und die Reduktion eines zweiten Superoxid-Anions
zu Wasserstoffperoxid. Eine weitergehende Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser
wird von der Katalase katdysiert. Daneben ist auch die durch Fe** katdysierte Reduktion von
Wassarstoffperoxid zu HO® und HO™ mdglich (FentonRegktion [10]). Abb. 1 zeigt mégliche
Reaktionen des Superoxid-Anions nach W. H. Koppenol [11].

05" ‘NO
2H* + O," 2\
ONOO
Superoxid
Dismutase
A Fe3
0, R
H,0 + /,0,<«—[Katalasd— H,0, > HO + HO

Abb. 1.  Mégliche Resktionen des Metabolismus des Superoxid-Anions (02 ) [11].

Waltere nicht-radikdische ROS snd Ozon, Singulett- Sauerstoff (1Dg -Zustand) und die Hypo-
chlorige Saure. Eine Mdoglichkeit zur Detektion von ROS bieten in der Elektronen-Resonanz-
spektroskopie (ESR) eingesetzte spin traps [12,13].

Zu den RNS zéhlen die Oxide des Stickgtoffs, Stickstoffmonoxid ( NO) und Stickstoffdioxid
( NO). Wird Stickstoffmonoxid reduziert oder oxidiert, so entstehen die nicht-radikalischen
lonen Nitroxyl-Anion (NO) und Nitrosyl-Kation (Nitrosonium-lon, NO") [14]. Wéhrend das
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Nitroxyl-Anion und insbesondere das resktive Nitrosyl-Kation nicht in freer Form in biolo-
gischen Sysemen vorzufinden snd, kdnnen Verbindungen wie S Nitrosothiole diese lonen
Ubertragen [15]. Reagiert das Nitroxyl-Anion mit molekularem Sauerdtoff, so entsteht Peroxy-
nitrit (ONOO') = 5,7 x10" Msec’? [16]). Eine weitere wichtige Quelle fiir Peroxynitrit ist
die Resktion von Stickstoffmonoxid mit dem Superoxid-Anion (k = 6,7 x10° M*sec* [17]).
Das Peroxynitrit-Anion seht mit der Peroxosdpetrigen Sdure (ONOOH) im Gleichgewicht
(PKa = 6,8 [18]). Die Resktion von Peroxynitrit mit Kohlendioxid (CO,) fuhrt zum Tell zur
Erhdhung der Resktivitdt des Peroxynitrits. Auf einen Vorschlag von Uppu et al. zurlickge-
hend [19], soll im Folgenden mit Peroxynitrit die Summe aus ONOO und ONOOH definiert
sain. Desgleichen soll mit Bicarbonat die Summe aus CO,, H,COs, HCOs™ und COs* definiert
sin.

Uber Entstehung, Schaden und Nutzen, den der Organismus aus resktiven Sauerstoffspezies
zieht, sehe M. T. Moden [20]. Eine Bewertung der biologischen Bedeutung von resktiven
Stickstoffgpeziesfindet Sch bel R. P. Patel et al. [21].

Stickstoffmonoxid

Die Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid aus der Aminoséure L-Arginin durch die NO-
Synthase (NOS, EC 1.14.13.39) gebildet wird, und seine Identifizierung as reaxierender
Faktor aus Endothezellen (endothelium-derived relaxing factor, EDRF), erdffneten ein neues
Forschungsgebiet [22,23]. 1998 wurde der Nobel-Pras fir Medizin an drel beteligte Wissen+
scheftler verliehen [24,25,26]. Sticksoffmonoxid vermittet jedoch nicht nur die Reaxation
des Gefdldes, sondern ist ds Radikd auch an pathophysologischen Prozessen wie der Lipid-
Peroxidation beteligt. Stickstoffmonoxid kann sowohl die Lipid-Peroxidetion initiieren ds
auch die Radika-Kettenresktion terminieren [27]. Als "dunkle Seite' von Stickstoffmonoxid
werden jedoch digenigen Resktionen betrachtet, die zur Bildung weitaus resktiverer RNS ds
Stickgoffmonoxid sdbst fuhren, so zB. die Bildung von Peroxynitrit aus Superoxid-Anion
und Stickstoffmonoxid [28]. In welchem Ausmald und unter welchen Umstdnden die NOS
sbg zur Bildung von Superoxid-Anionen beitrégt, i umdritten [29]. Neben der Bildung
von Superoxid-Anionen wurde auch die Bildung von NO™ durch die NOS postuliert [30].
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Per oxynitrit

Die Resktion von Stickstoffmonoxid mit dem Superoxid-Anion zu Peroxynitrit i mit ener
Geschwindigkeitskonstante von 6,7 x10° M™sec! nahezu diffusonskontrolliet [17]. Die
Resktion kann durchaus mit dem durch die Superoxid-Dismutase katalyserten Abbau von
Superoxid-Anionen konkurrieren (k = 1,9 x10° M™sec! [31]). Das gebildete Peroxynitrit
nitriet Proteine, oxidiet und nitriet Aminosduren, DNA und Lipide und wird somit fir
pathologische Veranderungen verantwortlich gemacht [32,33]. Doch bleibt die biologische
Bedeutung von Peroxynitrit nicht unumdritten [34]. Die Ausbeute der Nitrierung von Prote-
inen mit Peroxynitrit i gering. Das Peroxynitrit-Anion (ONOQO) ig im Alkdischen rdativ
dabil, die Peroxosdpetrige Saure (HOONO) ig ingtabil und isomeridert mit einer Habwerts
zait von 0,8 sec bei pH 7 und 37 °C zu Nitrat [18]. Von der Stabilitét des Anions wird bel der
Synthese von Peroxynitrit im Labor Gebrauch gemacht [35]. Fur die Oxidation durch
Peroxynitrit werden zwei Mechanismen diskutiert: (1) der HOONO -Mechanismus und (2)
der "K&ig'-Mechanismus [36]. Der HOONO'-Mechanismus geht von einer angeregten Form
des Peroxynitrits as resktivem Zwischenprodukt aus. Der "K&fig'-Mechanismus poduliert
die homolytische Spdtung von HOONO zum Hydroxyl-Radika (" OH) und Stickstoffdioxid
(' NOy) in éinem L ésemittelk&fig.

Peroxynitrit und CO»

Das Peroxynitrit-Anion (ONOQO), die ba physologischem pH-Wert dominierende depro-
tonierte Form der Peroxosalpetrigen Séaure, reagiert mit CO, (k = 5,8 x10* Msec? [37]). Als
intermedidres Produkt wurde Nitrosoperoxocarbonat ([ONOOCO;]) vorgeschlagen [38]. Die
Anwesenheit von CO, hat entscheidenden Einfluss auf die Ausbeute der Nitrierung von
Tyrosin. Als geschwindigkeitsbesimmender Schritt der Reektion wird die Bildung von Nitro-
soperoxocarbonat angesehen [38]. Der Zerfadl von Nitrosoperoxocarbonat verlauft Gber einen
"K&#ig'-Mechanismus, bel dem Sticksoffdioxid und das Carbonat-Radikdanion gebildet
werden (COs 7) [39-41]. Losemittel haben Einfluss auf die Viskostét des K&figs und somit auf
die Zefdlsesktion [39]. Spektroskopische Untersuchungen sprechen ebenfdls fir die
Anwesenheit von Radikden bem Zefdl von Nitrosoperoxocarbonat und bei der Resaktion
von Peroxynitrit mit Tyrosn in der Gegenwat von CO, [40,41]. Mechanigtisch konnte das
Carbonat-Radikdanion fir die Bildung des Tyrosyl-Radikas (Tyr-O' ) und Stickstoffdioxid
fur die anschliel¥ende Nitrierung verantwortlich sain [42].



1. Einfihrung 5

Antioxidantien

Set Uber zwe Jahrzehnten wird der Betrag von oxidaivem Stress zu chronischen
Krankheiten wie Arteriosklerose und Herzerkrankungen, Mutation und Krebs, neurologischen
Erkrankungen und dem Alterungsprozess diskutiert [43,44,45]. Neben Enzymen wie der
Superoxid-Disnutase und Kadase dnd es die klenen molekularen Antioxidantien wie GSH,
Ascorbinsgure (Vitamin C) und die Tocopherole (hauptsachlich a-Tocopherol, Vitamin E),
die den Organismus vor Schéden bewahren [46]. Entscheidend i die richtige Baance
zwischen den Oxidantien und den Antioxidantien. So zeigt en Antioxidans immer auch pro-
oxidative Eigenscheften [47,48]. Die enzenen Antioxidantien unterscheden sch in ihrer
Vertelung in verschiedenen Kompartimenten aufgrund ihrer Lipophilie Das lipidddiche a-
Tocopheral verringert u. a die Nitrierung durch Peroxynitrit [49]. Peroxynitrit verringert auch
den Plasma-Pool an a-Tocopherol und anderen Antioxidantien [50]. Eine Mdaglichkeit, die
antioxidetive Kagpazitdt von biologischen Geweben und Medien zu bestimmen, liegt in der
Anwendung der Zyklovoltammetrie [51].

Veranderungen an Biomolekilen

Modifikationen der DNA und RNA durch ROS und RNS werden fir die Entwicklung von
Krebs mitverantwortlich gemacht. Es entstehen eine Reihe von Oxidationsprodukten, darunter
Nitrierungs- und Hydroxylierungsprodukte, der Nukleinsturen. Die gebréuchlichste Methode,
den entstandenen Schaden dbzuschétzen, it die Quantifizierung von 8-Hydroxyguanin
(8-OHG) oder 8-Hydroxydeoxyguanosin (8-OHdG) in menschlichem Urin [52].

Mehrfach ungesittigte Fettsiuren (PUFAS) werden leicht von freen Radikden angegriffen.
Es efolgt die Abdraktion von dlylischem Wasserdoff an geeigneter Methylengruppe, wenn
das entsehende Radikd mit den Doppebindungen in Resonanz treten kann (Dienyl-Radika).
Der Initigtion folgt die Peroxidatiion durch Anlagerung von molekularem Sauerdtoff und
Umlagerung der Doppdbindungen. Die gebildeten Peroxide dnd gleichzatig Initiatoren
weiterer Radikal-Kettenresktionen (Kettenfortpflanzung). Die entstehenden Hydroperoxide,
Peroxy- und Alkoxy-Radikde unterliegen der Umlagerung, Fragmentierung (b-Spdtung) und
Cydigerung. Die Eigenschaften eniger Zwischen- und Endprodukte der Lipid-Peroxidation
erlauben ihre Erfassung mit gedgneten Methoden [53,54,55]. Konjugierte Diene absorbieren
ba 235 nm [54], kurzkettige Alkane snd in der ausgeaimeten Luft detektierbar [56].
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Madondiddehyd und andere mit der Thiobarbitursiure resgierende Aldehyde (TBARS)
werden mit dem TBA-Test gemessen [57,58]. Die be der Cycliserung von Arachidonsiure
entsehenden Isoprostane konnen as spezifischer Index fur die Lipid-Peroxidation herange-
zogen werden (Sehe 1.2).

Unter den ROS und RNS tragen die radikadischen Moleklle zur Lipid-Peroxidation bei. Fur
die ROS snd dies inshesondere das Hydroxyl-Radikal und Substanzen, die Hydroxyl-
Radikde bilden konnen [59]. Fir die RNS tragen Stickstoffmonoxid und —dioxid zur Lipid-
Peroxidation bel [27]. Die beden Gase haben eine etwa 10-fach hohere Lddichket in den
hydrophoben Bereichen der Lipid-Membran ds im Cytosol. Als m&3g resktives Radikad hat
" NO auch die Eigenschaft die Lipid- Peroxidation zu terminieren [27].

ROS und RNS konnen auf unterschiedliche Art mit Proteinen reagieren. Der Angriff kann auf
das Rickrad der Polypeptidkette gerichtet sein und zur Fragmentierung der Proteine fihren
[60]. Der Angriff kann auch auf die Satenketten der Aminosduren erfolgen [61]. Unterschied-
liche Aminosuren bilden dabe unterschiedliche Oxidationsporodukte. Die Oxidation und
Nitrosylierung von Cydein (und Methionin)-Resten fihrt zur Bildung von Disulfiden, Sulf-
oxiden und S-Nitrososubstanzen [62,63]. Die Oxidation und Nitrierung von Tyrosn-Resten
fuhrt zur Bildung von Dityrosn, 34-Dihydroxyphenyldanin (34-DOPA) und 3-Nitrotyrosin
(Sehel.d).

1.2 |soprostane

Entdeckung der Isoprostane. Die Isoprosane sSnd Regio- und Sterecisomere der Prosta
glandine, zu deren Entdeckung und Charakteriserung Sune Bergsrom und Bengt Samuelsson
entscheidend belgetragen haben (Nobdpreis fir Medizin 1982 zusammen mit Sr John Vane
[64,65]). Grundlage der Forschung war die 1964 gemachte Beobachtung, dass die Inkubation
von mehrfach ungesdttigten Fettsduren mit  verschiedenen Gewebehomogenaten zur  Bildung
von Progtaglandinen fihrte [66,67]. 1968 gelang die Isolation eines Isomers von PGE; aus
eben diesen in vitro-Inkubationen: 8-iso-PGE; [68]. Schon ein Jahr zuvor zeigten Versuche
zur Autooxidation von mehrfach ungesittigten Fettsturen, dass neben geringen Mengen an
Prodaglandinen eine Relhe weterer Regio- und Sterecisomere gebildet werden [69]. Erst
neun Jahre spdter gab die Wiederholung der Autooxidations-Versuche Anlass zu der Speku
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lation, Isoprostane auch in vivo vorzufinden "Thus it is possble that some of the complex
symptoms of lipid peroxidation in vivo could be due to nonenzymaticaly produced
prostaglandins or their sterecisomers™ [70]. P. L. Taylor konnte im Jahr 1979 tatséchlich die
Exigenz von mehreren |soprogtanen in menschlicher  Samenfliissgkeit nachweisen  [71].
Taylor fuhrte die Bildung der Isoprostane jedoch auf die Isomeriserung von Prostaglandinen
zurtick. Ein Zufal kam 1990 Jason D. Morrow und L. Jackson Roberts zu Hilfe, die Hypothe-
e der nichtenzymatischen Bildung der Isoprostane in vivo zu beweisen. Bel der quantitativen
Bestimmung von 9a,11b-PGF,, enes Metaboliten von PGD, in menschlichem Blutplasma,
machten se die Beobachtung, dass be nochmaigem Messen der Proben die Konzentration
von 9a,11b-PGF, etwa 50-fach Uber der zuvor gemessenen lag [72,73]. Zunéchst unbeab-
Schtigt hatten de weitere Isomere des PGF,, mitbestimmt. Sie konnten zeigen, dass die
Isoprostane nicht nur bel unsachgemd3er Probenlagerung ex vivo entstehen, sondern auch in
vivo ds Folge ene durch frede Radikde kadyserten Lipid-Peroxidation gebildet werden
[74]. Die nicht von der Progtaglandin H,-Synthase (PGH,-Synthase, Cyclooxygenase, EC
1.14.99.1) abhéngige Radikaresktion gibt so Aufschluss Uber das Ausmald der in vivo-Lipid-
Peroxidation (Ubersichtsartikel [75,76,77,78]).

S y— COOH
v m/

COOH = = COOH
N~ COOH A
A e

9-Peroxyei cosatetraensiure 12-Peroxyei cosatetraensiure " 0-0 11-Peroxyed cosaetraensiure
0—0 0—0- — — COOH
L ~— — Yo
5-Peroxyei cosatetraensaure 8- Peroxy eicosatetraensaure 15-Peroxy eicosatetraensaure

Abb. 2. Mechanismus der radikaischen Peroxidation von Arachidonsaure,

Mechanismus der Bildung der Isoprostane. Der erste Schritt der Bildung der Isoprostane ist
die Abgraktion eines H-Radikas von der Arachidonsaure durch free Radikde (Abb. 2).
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Pinzipidl ist die Absraktion des H-Radikds an jedem der zwanzig Kohlengsoffatome
moglich. Es efolgt jedoch nur die Abdraktion des H-Radikds an den Kohlengtoffatomen
C(7), C(10) und C(13), da hier durch Resonanz mit den Doppelbindungen das entstehende
Arachidonsdure-Radikd  Uber funf Zentren delokalisert werden kann. Bel Anwesenheit von
molekularem Sauerdtoff i die Entstehung von sechs Isomeren der radikaischen Peroxy-
el cosatetraensdure moglich (Abb. 2).

Nach einem von B. Samudsson vorgeschlagenen Mechanismus entstehen aus vier der sechs
gezeigten Isomeren der Peroxyeicosatetraensaure bicyclische Endoperoxide [79]. Der Mecha-
nisnus der Endoperoxid-Bildung i am Beispid der 11-Peroxyeicosatetraensaure in Abb. 3
dargestelt.

ik COOH FOoH COOH
M — é (CH2)3
(CH2)3 > og : —
G _ C5Hll / — _ C5H11
.0—d

11-Peroxyeicosatetraensaure 1 Endoperoxid 2

Abb. 3.  Mechanismus der radikdischen Cydliserung von 11-Peroxyeicosatetraensiure
zum Endoperoxid 2.

Fur 5 und 15 Peroxyeicosatetraensiure ist die Bildung eines Endoperoxides (andog zu 2,
Abb. 3) nicht moglich, da en zu 1 &uivdentes Intermediat nicht gebildet werden kann. An
die Endoperoxide der verbleibenden vier Isomere der Peroxye cosatetraensaure lagert sich ein
weiteres Molekil Sauerstoff an. Nach Wasserstoffanlagerung entstehen die  entsprechenden
Hydroperoxide (la - IVa), die durch Reduktion in die Hydroxide Ib - Vb Uberfihrt werden
kénnen (Abb. 4. Eine weitere Reduktion der Peroxidbriicke des Bicyclus fihrt zu den Triolen
I -1V.

Der in Abb. 4fir das Regioisomer 1V gezeigte Resktionsweg entspricht der durch die PGH,-
Synthase katdyserten Resktion. Die Bildung des Regioisomers 1Va wird durch die
Cyclooxygenase-Aktivitd unter Abstraktion eines H-Radikdes an C(13) katdysert und die
anchlielfende Reduktion zum Regioisomer 1Vb wird durch die Peroxygenase-Aktivitéat der
PGH,- Synthase kataysert [80,81].
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Ia IVa ©OoH
Red Red
IIb Ib IVb OH

Abb. 4.  Bildung von vier mdglichen Regioisomeen (I — V) be der Peroxidation von
Arachidonsaure ([82] dsModdl fir die Biosynthese von Prostaglandinen).

Ein Unterschied zwischen der enzymatischen Bildung und der Bildung durch freie Radikde
liegt jedoch in der Stereochemie der entstandenen Verbindungen IV, IVa und IVb. Das
Enzym kadysiert lediglich die Bildung des (8R9S11R12S159)-Isomers der Verbindungen
IV, IVa und IVb [83,84,85]. Die be der enzymatischen Katdyse entstehenden Produkte
hellen PGG, (Sterecisomer von 1Va) und PGH, (Sterecisomer von 1Vb) [80]. Durch
Reduktion kann aus PGH, das entsprechende Sterecisomer von IV, PGF,,, gebildet werden.
Jedes der vier Regioisomere, die be der durch free Radikde kadyderten Resktion gebildet
werden konnen, i en Gemisch von theoretisch acht racemischen Diastereomeren. Die
Regio- und Sterecisomeren der Triole | - IV werden ds F-lsoprostane bezeichnet [74].
Einzedne Sterecisomere konnen be der Bildung des Cyclopentanringes bevorzugt sein
[86,87]. Die Ringschlussresktion ist ein disrotatorischer Prozess unter Beachtung der Orbital-
symmelrie [88]. Die Sdtenketten sind cis zum gebildeten Ring orientiert. Der Ringschluss
kann dabel exo,exo oder endo,endo erfolgen. Die exo,exo-Stelung der Seitenketten entspricht
der Bildung des 8-iso-lsomers von PGF», [86]. Die endo,endo-Stellung der Seitenketten
entspricht der Bildung des 12-iso-1somers von PGF2, [87].

Vorkommen der Isoprostane. Isoprostane konnten in dlen bisher untersuchten Geweben und

biologischen Fiissgkeiten nachgewiesen werden [78]. Werden Ratten mit CCly vergiftet, so
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zeigt Sch die ensetzende Lipid-Peroxidation zunéchst in veresterten Lipiden der Leber [89].
Bestétigt wurde die Beobachtung durch FAB (ast atom bombardment)- M assenspektrometrie
(MS)- und FAB-TandemMS-Messungen an intekten Phospholipiden der Leber [90,91].
Anschlief?end kommt es zur Freisetzung der Isoprostane durch Hydrolyse mit Phospholipasen,
0 dass diee ds frele Fp-lsoprostane im Blutplasma gemessen werden konnen [90]. Damit
snd zwe Paadigmen der Progaglandin-Bildung fir die Isoprostan-Bildung nicht mehr
gultig: (1) Proganoide liegen nicht ds Phospholipid-Ester vor und (2) Prostancide werden
es nach der Hydrolyse durch Phospholipasen aus Arachidonsiure gebildet. Dies hat zum
enen Auswirkungen auf die Huiditd peroxidieter Membranen, zum anderen it es von
Bedeutung fur die biologische Aktivitét der Isoprostane [76,92].

Klassen der Isoprostane. Neben den F,-Isoprostanen ist auch die in vivo Bildung von D-Ring-
und E-Ring-lsoprostanen bekannt [93,94]. Es it nicht zwingend, dass die Isoformen @Abb. 4
des PGH, zu F-lIsoprogtanen reduziert werden. Auch eine Umlagerung der Isoformen des
PGH, zu D»- und E>-lsoprostanen ist moglich. Der Stoffwechsd der Arachidonsiure ist hin-
langlich bekannt [95,96]. Spezifische Enzyme katdyseren die Bildung von PGF»,, PGD» und
PGE,. Ob jedoch die gleichen Enzyme die Bildung von D»-, E- und F-lsoprostanen aus den
Isoformen des PGH, katdyseren, ist fraglich. Die Mechanismen, die das Verhdtnis der Bil-
dung von Dy- und Ep- zu F»-lsoprostanen regulieren, sind bidang unbekannt [93]. Glutathion
it hier moglicherweise eine Rolle [97].

Von Morrow et al. wird ebenfals die in vivo-Bildung von Isothromboxanen berichtet [98].
Wie in vitro-Untersuchungen sainer Arbetsgruppe zeigten, ist zur Bildung der Isothrom-
boxane aus Isoformen (Abb. 4) des PGH, nicht unbedingt die Anwesenheit von Fe-hdtigen
Enzymen wie der Thromboxan Synthase notwendig [98]. Auch Isomere der Leukotriene und
Levuglandine werden ds Produkte der Lipid-Peroxidation von Arachidonsiure diskutiert
[99,100]. Im Tiermoddl der Lipid-Peroxidation durch CClL-Vergiftung von Raten zeigt sch
die Umwandiung von D,/Ex-lsoprostanen in A,/J-lsoprostane. Aa/k-lsoprostane wurden
jedoch nur in veresterter Form nachgewiesen [L01]. Unter den Isomeren der Ap/J-1soprostane
konnte 8-i50-PGA, identifiziert werden [102].

Von besonderer Bedeutung fur den Status der Lipid-Peroxidation in neuronaen Membranen
ig das Vorhandensein von Neuroprostanen, die aus Docosahexaensiure gebildet werden. Es

wurden sowohl F4-lsoprostane  (Neuroprostane) as auch Da/Es-Isoprogtane identifiziert
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[103,104,105]. Fischdle sind eine wetere Quelle der Docosshexaensaure [106]. Neben der
Docosahexaensaure enthdten Fischdle auch die funffach ungestditigte Fettsdure Eicosapenta
ensaure [106]. Wegen der durch se ausgelosten kompetetiven Inhibition der Enzyme PGH,-
Synthase, Lipoxygenase und ThromboxanSynthase wird beiden mehrfach  ungeséttigten
Fettsturen ein podtiver Effekt auf Entzindungs- und Gefél3erkrankungen  zugesprochen
[107,108,109]. Die Autooxidation von Eicosgpentaenséure fuhrt zur Bildung von Fs-lso-
prostanen [110,111].

In hoheren Pflanzen kommt Arachidonsiure nicht vor [112]. a-Linolensiure i hier die
dominierende mehrfach ungesdttigte Fettsiure. Der Mechanismus der Lipid-Peroxidation der
a-Linolensaure findet in Andogie zur Peroxidation der Arachidonsiure gait [113,114]. Die
aus der a-Linolensure entsehenden Fi- und E;-lsoprostane (Phytoprostane) entsprechen
nicht Dinor-dihydro-Derivaten der F,- und E>-lsoprostane (Regioisomere | bis 1V, Abb. 4),
und zwar aufgrund ener anderen Regioisomerie [73,114]. Lipid-Peroxidation von g-Linolen
saure fuhrt im Gegensatz dazu zur Bildung von 23-Dinor-5,6-dihydro-Derivaten der Regio-
isomere |11 und IV (Abb. 4). Dies ist be der Diskusson des Ursprungs von Dinor-dihydro-
Derivaten von F»-1soprostanen von Bedeutung (Sehe 4.1.3.7).

Nomenklatur der Isoprostane. Die Nomenklatur der Isoprogane it zur Zeit nicht einhetlich.
Entsprechende Vorschlage zur systematischen Nomenklatur der Isoprostane wurden jedoch
gemacht [115,116]. Im folgenden Text wird die Nomenklatur der Isoprostane nach [116]
vewandt. Fir 8-iso- und 12-iso-lsomere der Prostaglandine werden die trividen Namen

beibehalten.

1.2.1 F,-lsoprostane

Im Jahr 1990 wurde die Bedeutung der nichtenzymatischen, durch freie Radikde katdy-
Seten Lipid-Peroxidaton der Arachidonséure durch den Nachweis von Isomeren des PGFz,,
den F,-Isoprogtanen, in biologischen Proben erkannt [73]. Mehrere Eigenschaften machen sie
zu ideden Indexparametern des in vivo-Status der Lipid-Peroxidation: (1) F-1soprostane sind
in biologischen Hissgketen gabil [74], (2) F.-lsoprostane sind spezifische Produkte der
Lipid-Peroxidation [117,118] und (3) ihre Bildung is unabhdngig von der Lipidzusammen
setzung der Did [119,120]. F»-lsoprostane werden auch as Marker des oxidativen Stresses
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diskutiert [121]. Einen guten Uberblick Uber die K-lsoprostane geben L. Jackson Roberts und
Domenico Pratico [122,123].

Regioisomere der F,-lsoprostane. Vier Regioisomere der Fr-lsoprostane sind méglich. Das
ese in Leberhomogenat von Ratten nach CCl-Vegiftung identifizierte Fo-l1soprostan war
8-i50-PGF4 [124]. Synonyme sind 8-epi-PGFoa, |PFaa-1V, iPFoa-111 und 15-Fp-1soP [115,
116,123]. Ein weteres Fo-1soprosan mit gleicher Regioisomerie wie PGF2, und 8is0-PGF24
ig 9a,11b-PGF,,. Das endogene Vorkommen von 9a,11b-PGF,, is jedoch eher auf die
stereosalektive  Biotrandformation von enzymatisch gebildetem PGD, durch die 11-Keto-
Reduktase zurlickzufiihren [125]. Entsprechend den Mechanismen der durch freie Radikae
katdyserten Lipid-Peroxidation sollten noch andere Regioisomere der F»-lsoprostane
entdehen (dehe 1.2). Tatsichlich konnte ein weteres Regioisomer der F»-1soprostane im
menschlichen Urin nachgewiesen werden, iPRa-VI (IPF2a-1) [126]. Neben iPF2,-VI konnten
auch die Sterecisomere 8,12-is0-iPFya-VI (8,12-i0-1PF25-1) und 5-epi-8,12-is0-1PFa- VI
(5-epi-8,12-i150-1PF2,-1) identifiziert werden [127,128]. Die Ausscheidung von iPFa-VI in
den menschlichen Urin (740 +40 pg/mg Kredtinin, n=6) is etwa 8-fach hoher ds digenige
von &iso-PGF2, (95 £10 pg/mg Kreetinin, n=6) [127]. Bel Rauchern ist die Ausscheidung der
beiden Isoprogtane signifikant erhdht und es bestent eine hohe Korrdation der Konzentration
beider Isomere im menschlichen Urin [127]. Die Bildung von iPF,-VI ig unabhéngig von
der PGH,-Synthase [127].

Totalsynthesen. Nachdem die Bedeutung der F»-1soprostane as Indexparameter der in vivo-
Lipid-Peroxidaton erkannt worden war, wurden in verschiedenen Laboratorien Total synthesen
entwickdt. So konnten grofere Mengen an F-lsoprostanen fur pharmakologische Studien
gewonnen werden. Im Mittelpunkt der synthetischen Arbeten dand neben 12-is0-PGF2,
zunéchst 8-is0-PGF,; [129,130,131,132]. Weltere Totdsynthesen anderer Regioisomere von
F»-1soprostanen folgten: 1996 das Regioisomer iPF2,-VI und 1997 das Regioisomer iPF,-1V
[133,134]. Mittlerweile steht auch ein deuterierter interner Standard fur die massenspektro-
metrische Analyse von iPF2,- VI zur Verfigung [135].

Metabolismus. Der Metabolismus der F-lsoprostane sollte dem Metabolismus der F-Prosta-
glandine entsprechen. Neben der b-Oxidation i die w-Oxidation, Reduktion von Doppe-
bindungen, Oxidation von Hydroxyl-Gruppen und w-Hydroxylierung fir PGF,, beschrieben
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worden [136,137,138]. Tatsachlich findet dch im Urin von Menschen mindestens ein weteres
Steroeisomer von PGD2-MUM (MUM = major urinary metabolite), dessen Existenz nur auf
die b- und w-Oxidation eines F-lsoprostanes zurtickgefiihrt werden kann [139,140]. Weitere
tetranor-Metabolite eines Regioisomers von F»-1soprostanen (iPF2a-111) finden sch im Urin
und Plasma von Raten [140]. Auch snd Metabolite anderer Regioisomere von F;-lso-
prostanen bekannt: Uber 45 Regio- und Stereoisomere von F-lsoprostanen konnten aus dem
L eberhomogenat von Ratten nach CCly-Vergiftung isoliert werden [141].

Biologische Aktivitat. Isoprostane werden auch as Mediatoren des oxidativen Stresses
diskutiert [76,123]. Insbesondere zeigen sch 8-is0-PGF2, und 8-is0-PGE,  ausgesprochen
biologisch &ktiv. Die herausagende Sdlung von 8-is0-PGF,; und 8-iso-PGE, unter den
Isoprostanen mag jedoch zum Tell historisch begrindet sein. Unter den F»-Isoprostanen ist
darlber hinaus nur die biologische Bedeutung von 12-is0-PGF,, erkannt worden [142,143].
Die Aktivitét von 12-is0-PGF,, ist Uber den PGF,5-Rezeptor vermittelt [142]. Ungeklart ist
die Frage, ob die lokale Konzentration der Isoprostane in vivo tberhaupt fir ene Rezeptor-
vermittelte Wirkung ausreicht [123].

1.2.2 8-iso-Prostaglandin F.a, E»-Isoprostane und 8-iso-Prostaglandin E

Die rddiv frihe synthetische Verfigbarkeit von 8-is0-PGF,, erlaubte zum enen die Identifi-
kation als enes der Produkte der durch frele Radikde katdyderten Peroxidation von
Arachidonsdure und zum anderen pharmakol ogische Untersuchungen [78].

Mechanismen der Bildung von 8-is0-PGF2a Fir 8-is0-PGF,,; ig auch die enzymatische
Bildung ads Nebenprodukt der PGH,-Synthase bekannt. Die gleichzetige Bildung anderer
F»-1soprostane tritt dabel nicht auf. In in vitro-Versuchen konnte die Bildung von 8iso-PGF24
durch dimuliete Thrombozyten [144,145], &ktiviete Monozyten [146,147] und Endothe-
zdlen [148] nachgewiesen werden. Die Bildung efolgt dabe abhdngig von der Cydo-
oxygenase-Aktivitde und kann durch Inhibitoren der Cyclooxygenase-Aktivitét  gestoppt
werden. Der Unterschied zwischen Thrombozyten und gimulierten Monozyten liegt  darin,
dass zwe verschiedene Isoformen des Enzyms vorliegen. In Thrombozyten findet sch
auschliedich die PGH,-Synthase-I, wdrend dSch in dimulieten Monozyten die PGH;-
Synthase-11 findet. Die Menge an gebildetem 8-is0-PGF», ig jedoch im Vergleich zu anderen
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Proganoiden nur sehr gering [144-148]. So ist bespidsweise die Produktion von
Thromboxan in aktivierten Plédtchen um mehr ds das Tausendfache grof3er ds die von 8iso-
PGF2a [144]. Der Gehdt an 8-is0-PGF,; im menschlichen Urin Ubergeigt den Gehdt der
wichtigsten Produkte der PGH»-Synthase jedoch um mehr ds eine Grof¥enordnung [L50]. Die
Abhéngigkeit der endogen gebildeten Menge an 8is0-PGF,, von der Aktivitét der Cyclooxy-
genase-Funktion wird kontrovers diskutiet [149-152]. Mdoglicherweise spiden Art und
Doserung der eingesetzten Inhibitoren der Cyclooxygenase-Aktivitdt eine Rolle Wird die
Aktivitdt der PGH»-Synthase durch eher geringe Dosen an Aspirin (Ix 350 mg oder 7 Tage
75 mg) unterdriickt, &ndert sch die Ausscheidung von 8-iso-PGF24 in den Urin nicht [149].
Hohe Dosen an Indomethacin (1,6 bis 22 mgkg/Tag, 2 Tage) fuhren zu einer Sgnifikanten
Abnahme der Ausschedung an 8-is0-PGF,, in den Urin [150,151]. Die Abnahme der Aus-
scheidung an Prostaglandinen ist jedoch wesentlich groRer [151]. Naproxen (1 ¢/1,73 nf/Tag,
2 Tage) verringert die Ausscheidung an 8-i50-PGF24 in den Urin nicht [152].

E>-l1soprostane und 8iso-Prostaglandin E. Das von der PGH,-Synthase gebildete PGH, ist
indabil und lagert Sch mit ener Habwertszait von wenigen Minuten unter anderem in PGD;
und PGE; um [153]. Entsprechend sollten sch radikdisch gebildete 1somere des PGH, auch
in Ex- und D-Isoprostane umlagern. Werden Ratten mit CCly vergiftet, lassen Sch taiséchlich
E>- und D»-lsoprostane nachweisen [03]. Die an F-lsoprostanen gebildetete Menge Ubergteigt
die an E,/D»-lsoprostanen gebildete um ein Mehrfaches [97]. Eines der gebildeten E,-1so-
prostane konnte als 8iso-PGE; identifiziert werden [P4]. 8iso-PGE; reprasentiert etwa 1 — 2
% der an E,/D»-lsoprostanen gebildeten Menge, wahrend 8-is0-PGF,, enen grol¥eren Antell
an den nach CCls-Vergiftung von Ratten in der Leber gebildeten F»-15prostanen hat [94,124].

Metabolismus.  Tetranor-PGF-MUM  (5a,7a -Dihydroxy- 11-keto-tetranorprostan-1,16-dicar-
bonsdure) ist der Hauptmetabolit von PGF,; im menschlichen Urin [154,155]. Im Gegensaiz
dazu wird 8iso-[®H]PGF,, nach Infusion zu 30 % ds 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[H]PGF 2,
in den menschlichen Urin ausgeschieden [156]. Zusétzlich zu 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, it auch 2,3-Dinor-8-iso-PGF2, im menschlichen Urin ads Metabalit von 8-iso-PGF24
identifiziert worden [157]. Neben 2,3-Dinor-8-is0-PGF,; findet dch in der Zdlkultur von
Rattenhepatozyten 2,3,4,5-Tetranor-8-is0-PGF,, ds Metabolit [157]. Eine kingtische Studie
Uber den Metabolismus von 8-iso-[*H]PGF.5 ist von Samar Basu am Kaninchen durchgefiihrt
worden [158]. Die Habwertszeit in der Eliminationsphase betrégt etwa vier Minuten.
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Uber den Metabolismus von Ep-Isoprostanen und 8-iso-PGE, ist bisher nichts bekannt.
Mdglich ig ene Kombination von b- und w-Oxidation mit der Reduktion von Doppelbin-
dungen andlog zum Metabolismus von PGE; [159,160].

Biologische Aktivitat. Die Ausscheidungsate von nichtmetabolisertem 8-iso-PGF», in den
Humanurin ig ungewthnlich hoch. Dies mag zum Teal auf ene lokde Bildung von 8-iso-
PGF2a In der Niere zurickzufihren sein. Interessanterweise igt 8-is0-PGF24 en berats in
nanomolaren Konzentrationen hochpotenter  Vasokongriktor des renden Blutgefél3systems
[161]. Auch 8-iso0-PGE, bewirkt ene Veringerung der glomeruldaen Filtationsrate (GFR) und
des renden Blutflusses (RPF), jedoch setzt der Effekt erst bei hoheren Konzentrationen en
[162]. Die glechgerichtete biologische Aktivitéd von 8-iso-PGF,; und 8-is0-PGE; i erdaun-
lich [161-163,164], da PGF,; und PGE, oft gegentellige Effekte auf das Blutgefélisysem
zdigen [165]. Als Mitogen induziert 8-is0-PGF2, die Zdltalung in vitro und kann die Frei-
stzung von Endothdin-1 simmulieren [166,167]. Endothein-1 und 8-is0-PGF,, ihrersats

kodnnen die vasokondriktive Wirkung von Angiotenan-11 potenzieren [168,169].

Auch der Einflu von 8iso-PGF,, auf andere Gefél3systeme ist untersucht worden [L70-177].
SO zegen in vitro-Untersuchungen, dass 8-iso-PGF,, vasokondriktorisch auf die Lungen
arterie und bronchokongtriktorisch auf die Lungenmuskulatur wirkt [170,171,172]. In vivo-
Untersuchungen Uber die bronchokongriktorische Wirkung von 8-iso-PGF,, snd  wider-
goriichlich.  Inhdation von 8-is0-PGF,, flhrt dossabhéngig zu gedelgertem  Lungenwider-
sand beim Meerschweinchen, jedoch nicht beim Kaninchen [173,174,175]. Ebenfdls zu ener
Reduktion des Blutflusses kommt es in der perfundierten Leber von Ratten und am isolierten
Herzen von Ratte und Meerschweinchen [163,176,177]. Auch hier zeigen 8-iso-PGF2, und
8-iso-PGE, gleichgerichtete Effekte [163]. Interessanterweise zeigt Sch in der Zdlkultur von
Gefalimuskdzellen auch die Bildung von Isoprogtanen. Werden glaite Gefddmuskelzelen mit
Cytokinen gimmuliert, so kommt es zur Bildung von 8-is0-PGF2, [178].

Verschiedene Untersuchungen wurden mit dem Zid durchgefiihrt, die Pharmakologie der
vasokongtriktiven Wirkung der Isoprostane 8-is0-PGF,, und 8-iso-PGE, néher zu charakteri-
seren [179-185]. So wurde zunéchst die gefaldverengende Wirkung von 8is0-PGF,, auf iso-
lierte arteridle Blutgefd3e der Ratte, des Schweins sowie des Rinds untersucht [179,180,181].

Die ECso-Werte (EC = effective concentration, Konzentration bel der die Hafte eines maxi-
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md moglichen Effektes erreicht wird) liegen zwischen 10° und 10° M, abhéngig von Art und
Ursorung des Gefdles. Daneben zeigen sch auch Hinweise auf eine gefdlerweternde
Wirkung von 8-iso-PGF,; [182]. An isolierten Herzen von Meerschweinchen konnte gezeigt
werden, dass neben 8-is0-PGF2, auch 8-is0-PGE, as Vasokongriktor gleicher Potenz wirkt
[163]. Zu dem gleichen Ergebnis kommt auch eine andere Arbeitsgruppe bei Untersuchungen
mit in vivo-Mikroskopie an der Ratte [183]. Die mit Gewebe aus Tieren gewonnenen Erkennt-
nise konnen auch auf den Menschen Ubertragen werden [184,185]. Die vasokongtriktiven
Eigenschaften von 8-is0- PGF2, und PGF24 sind vergleichbar [185].

Eine Relhe anderer Untersuchungen widmete sch der Wirkung von 8-iso-PGF,; und
8-is0-PGE; auf die Pétchenaggregation [164,186-188]. Fur beide Isoprostane, 8-is0-PGF2,
und 8-iso-PGE,, konnte gezeigt werden, dass es sch um schwache Agonisten, aber in erder
Linie um Antagonisten der Plétchenaggregation handdt [164,186]. Die agonisische Wirkung
ig be 8-is0-PGE, ewas sarker ausgeprégt als be 8-iso-PGF,, [164]. Die agonigtische
Wirkung kann nicht durch Indomethacin, wohl aber durch den ThromboxanRezeptor-Anta
gonisten SQ29548 aufgehoben werden [164,186]. Sowohl 8-iso-PGF,, ds auch 8-iso-PGE;
inhibieren zwar die durch Arachidonsture ausgeléste, nicht aber die durch ADP induzierte
Péatchenaggregation [186,187]. Die antiaggregatorischen Effekte von ~ NO konnen durch
beide | soprostane vermindert werden [188].

1.3 Analytik von I soprostanen

Sat der Entdeckung der Bedeutung der Isoprostane as Indexparameter fur die Lipid-
Peroxidation in vivo wurden eine ganze Reihe von andytischen Methoden zu ihrer quantitati-
ven Bedimmung entwickedt. Die erse andytische Methode zur quantitativen Bestimmung der
Isoprostane nutzte die Massenspektrometrie [189]. Die massenspekirometrische Bestimmung
der Progaglandine hat sch as ene Uberaus zuverldssge und prézise Methode Uber Jahr-
zehnte hinweg eabliert [125,190,191,192,193,194,195]. Die zundchgst eingesstzte lonisaion
durch Elektronenstol? @ectron impact, El) [196] wurde durch die empfindlichere Technik der
negativen chemischen lonistion (negative-ion chemical ionization, NICI) fir die massen
spektrometrische Quantifizierung der Progtaglandine abgddst [197]. Eine Verbesserung der
Spezifitét brachte der Einsatiz der TandemMS-Tecknik [198]. Auf der Grundlage dieses Wis-

sens wurden sowohl Methoden zur Bestimmung von mehreren F»-1soprostanen  unbekannter
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Zusammensatzung as auch zur sdektiven Bedimmung enes enzigen F-lsoprostanes, d.h.
8-130-PGF2,, entwickdt.

1.3.1 F,-lsoprostane

Eine Einflhrung in die quantitative Besimmung von F,-Isoprostanen wird von L. J. Roberts
etal., D. Pratico und J. A. Lawson et al. gegeben [122,123,199].

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS). Die urspringliche Methode von J. D.
Morrow et al. zur massengpektrometrischen Quantifizierung von F»-lsoprostanen beinhatet
zwel  Festphasenextrektionen (SPE), zwe  dinnschichtchromatographische Trennungen (TLC)
und zwe Derivatiserungschritte [189,200]. Das Chromatogramm der anschlielenden GC-
MS-Andyse zeigt diverse Pegks, von denen dejenige, der mit synthetischem 8-iso-PGF2,
coduiet, zur Quantifizierung ausgewdhlt wird. Dabe handdt es sch um ene ganze Rehe
von Fo-lsoprostanen. Die genaue Zusammensgtzung it nicht bekannt [189]. Als interne
Standards wurden zunéchst 9 ,11b-[?H7]PGF2a und [PH4]PGF2a verwendet [189], spater dann
8-i50-[?H4]PGF., [200]. Eine Verdnfachung der Methode besteht in der Elimination eines
TLC-Trennschrittes [201]. Diese Methode fand nur Anwendung zur quantitativen Bedtim-
mung von 8-is0-PGF,, im Blutplasma [202]. Eine weltere Vereinfachung fihrte zum Verzicht
auf jegliche TLC-Trennug der Proben, konnte sich jedoch bisher nicht etablieren [203]. Wird
die TLC-Trennung durch eine HPLC-Trennung ersetzt, hat dies moglicheeweise Vortele in
Bezug auf die Recovery des Andyten [204,205]. Ein Verglech der HPLC- mit der TLC-
Aufrenigung falt schwer, da nicht bekannt ist, welche F,-l1soprostane bel der anschlief3enden
massenspektrometrischen Quantifizierung erfasst werden [189,205].

GC-Tandem-MS Die Technik der TandemMassenspekiroskopie erhdht die Selektivitdt der
massengpektrometrischen Andyse. Daher eignet sch die GC-TandemMS eher zur sdektiven
Quantifizierung enes Fr-lsoprostanes, z.B. 8-is0-PGF,,. Dennoch ig die GC-TandemMS-
Andys von F»-lsoprosanen unbekannter Zusammensetzung nach SPE- und TLC-Aufrani-
gung beschrieben worden [150]. Die gleche Methode mit zusitzlicher HPLC-Aufranigung
der Proben erlaubt die Elimination anderer F,-1soprostane neben 8-iso-PGF2, [150].
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LC-Tandem-MS. Die on-line-Kombination von HPLC mit MS ertbrigt ene vorherige
Deivatiderung. Lediglich en SPE-Schritt ist zur Probenvorbereitung nétig. Die LC-Tandem+
MS-Andyse erlaubt sowohl die Quantifizierung von F,-Isoprostanen integrativ s auch von
diskreten F,-Isoprostanen dler vier moglichen Regioisomere [206,207].

1.3.2 8-iso-Prostaglandin Fza

Die Identifiketion von 8-is0-PGF,, ads en dominierendes F»-1soprostan in Leberhomogenat
der Ratte nach CCly-Vergiftung fuhrte zur Entwicklung von andytischen Methoden, die die
sektive Quantifizierung dieses Isoprogtans ermdglichen [124]. Von Vortel ist dabel, dass
ein definierter Messparameter, ndmlich 8-1s0-PGF2,, erfasst wird.

Massenspektrometrische Bestimmung. Insbesondere fir die sdektive Bestimmung von 8-iso-
PGF,, im Humanurin eignet Sch eine Kombination von SPE, TLC und HPLC mit GC-MS
[208] und GC-TandemM S [150]. Die Methoden sind jedoch aufgrund der Kombination ver-
schiedener chromatographischer Schritte sehr aufwendig. F. Catdla et al. ersetzten die HPLC-
durch ene weitere TLC-Trennung, wenn bel anschliefender GC-MS der tert.-Butyldimethyl-
dlyl- gdatt des Trimethylslyl-Esters des Analyten chromatographiert wird [149]. Mdoglicher-
weise vereinfachen 18% sch die Probenvorbereitung fir die Andytik von 8-is0-PGF2, in
Humanplasma[201].

Immunologische Verfahren. Sowohl en EIA (enzyme immuno assay) ds auch ein RIA (radio-
immunoassay) fur 8iso-PGF,, wurde von Z. Wang et al. entwickelt [209]. Beide immunolo-
gische Vefahren wurden mit GC-MS vdidiet [149,209]. Weitere immunologische Verfahren
snd beschrieben worden [210,211]. Ein kommerzidl erhdtlicher EIA (Cayman, Ann Arbor,
MI, USA) wurde zur quatitativen Bestimmung von 8-iso0-PGF», in unterschiedlichen
Matrices eingesstzt [212,213,214,215]. Ein Vegech dieses Immunoassays mit GC-MS fir
Urinproben zeigt jedoch keine besonders hohe Korrdation zwischen beiden Methoden
(r=0,628 [216])).

Kombination von Immunoaffinitatschromatographie und GC-MS A. Bachi et al. entwickelten
ene schnelle Methode zur quantitativen Bestimmung von 8-iso-PGF2; mit GC-MS und 8iso-
[?H4]PGF24 ds internen Standard [217]. Dabei wird 8-iso-PGF,, in einem Schritt mit gegen
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8-is0-PGF,, gerichtetem Antisssum aus der biologischen Probe extrahiert und aufgereinigt.
Der Vortell der Immunoaffintitdischromatographie liegt in der Ersparnis weiterer chromato-

graphischer Trennschritte.

1.4 3-Nitrotyrosin

Die Nitrierung von Aromaten ig sat langem bekannt [218]. Die Hydroxylgruppe des
Tyrosins aktiviert den Aromaten fur die Nitrierung. Mehrere Synthesen fir 3-Nitrotyrosn mit
Nitriersdure [218,219,220] und Tetranitromethan [221] snd beschrieben worden. 3-Nitro-
tyrosn fand Anwendung ds interner Standard bel der Aminosdure-Sequenzierung [222]. Die
Nitrierung von Tyrosn wurde auch zur Proteinbestimmung eingesetzt [223]. Die Mdoglichkeit
einer endogenen Bildung von 3-Nitrotyrosin wurde 1973 von M. E. Knowles et al. diskutiert
[224]. Ergt debzehn Jahre spater fanden Hiroshi Ohshima und seine Mitarbeiter weitere
Hinweise auf eine endogene Bildung von 3-Nitrotyrosin [225]. Dies fihrte zu einer rasanten
Entwicklung von andytischen Methoden zur quantitativen Bestimmung von 3-Nitrotyrosn in
biologischen Geweben und Flissgkeiten (Sehe 1.5). Be ener Rehe von pathologischen
Veranderungen wurde 3-Nitrotyrosin seither detektiert. Einen Uberblick tber das wachsende
Forschungsgebiet geben Harry Ischiropoulos und Barry Haliwell [226,227].

Mechanismen der Substitution am Aromaten. Die Subgtitutionsresktionen am Aromaten
lassen dch wie folgt entelen: dektrophile aromatische Subdtitution, nucleophile aromatische
Subgtitution und radikaische aromatische Subgtitution [228].

Elektrophile aromatische Substitution. Berdts vorhandene Subdgiituenten am aromatischen
Sysem konnen den Benzolkern fUr die dekirophile aromatische Subdtitution aktivieren und
dirigerend auf die weteren Subdtituenten wirken [229]. Fur die eektrophile aromatische
Subdtitution des Tyrosns hat dies zwe Konsequenzen: (1) Tyrosn it gegentber Phenyl-
danin &ktiviet und (2) die Bildung von 3-Nitrotyrosn it gegentiber der von 2-Nitrotyrosin
bevorzugt.

Radikalische aromatische Substitution. Im Unterschied zur ionischen Subdtitution aktivieren
Subgtituenten am Benzolring den Aromaten immer fir die Zweitsubditution [230]. Substi-

tuenten dirigieren in die Pogtion ortho > para > meta, wenn keine derische Hinderung
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vorliegt. Resktionen zwischen Radikden untereinander laufen schndler ab ds Reaktionen
zwischen Radikd und Nicht-Radika. Fir die radikdische aromatische Subdtitution des
Tyrosns bedeutet dies (1) die Bildung von 3-Nitrotyrosin ist gegeniber der von 2-Nitro-
tyrosin bevorzugt und (2) es entsteht auch Dityrosin.

Substitution nach dem Sn1-Mechanismus. Einen Sonderfdl und gleichsam eine Kombination
aus nucleophiler und radikdischer Subgtitution gellt der Sgyl-Mechanismus dar. Es findet en
Elektronentransfer (ET) zwischen Nucleophil und Aromat Satt [228].

Bildung von 3-Nitrotyrosin. Trotz entsprechender Hinweise in der Literatur wird die Nitrie-
rung von Tyrodn-Reden in Protenen haufig auf die in vivo-Bildung von Peroxynitrit zurlick-
gefuhrt [231,232]. Wetere Mechanismen konnen jedoch fir die Entstehung von 3-Nitrotyro-
snin Frage kommen [232]. Nachfolgend werden diese diskutiert.

Per oxynitrit

Die Nitrierung und Oxidetion von Tyrosn durch Peroxynitrit wurde eingehend diskutiert
[33,226]. Fur den Wirkmechanismus der Oxidation und Nitrierung durch Peroxynitrit
kommen zwel Varianten in Frage: der HOONO*-Mechnismus und der "K&ig'-Mechanismus.
Die Resktion von Peroxynitrit und Tyrosn it in Abb. 5 wiedergegeben. Die Ausbeute der
Nitrierung von Tyrosn durch Peroxynitrit ist bei physologischem pH-Wert eher gering [231].
Erg be hohen Peroxynitrit-Konzentrationen (>100 pM) wird eine Ausbeute von 4-5 %
3-Nitrotyrosn ereicht [231,233]. Fir kleine Peroxynitrit-Konzentrationen (<10 puM) Uber-
wiegt die Dityrosn-Bildung die der 3-Nitrotyrosin-Bildung um ein Vidfaches[234].

Wichtig fur die Nitrierung von Tyrosin ig die Resktion von CO, mit Peroxynitrit. Bel physio-
logischen Konzentrationen von 25 — 30 mM Bicarbonat [235] wird der Reaktion von CO, mit
Peroxynitrit auch in vivo eine entscheidende Rolle zugeschrieben [19]. Die Zugabe von CO;
erhoht die Ausbeute an Nitrierungsprodukten und verringert die Oxidation und Hydroxy-
lierung durch Peroxynitrit [19,236,234]. So ig das Verhdtnis von 3-Nitrotyrosn zu 0,0-Di-
tyroan nicht nur abhdngig von dea engesstzten Peroxynitrit-Konzentration, sondern auch
vom pH-Wert der Tyrosin- und der Bicarbonat-Konzentration [236]. Fir die Nitrierung des
Phenols wird die ortho-Subgtitution auch bel Zugabe von Bicarbonat bevorzugt [237]. 25 mM
Bicarbonat verdoppeln die Ausbeute an 3-Nitrotyrosin, reduzieren die Ausbeute an 3,4-Di-
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hydroxyphenyldanin (34-DOPA) jedoch zu zwe Drittedn [238]. Wéahrend Antioxidantien
(Mannitol, Harngtoff, Ascorbinsiure) sowohl die Bildung von 3-Nitrotyrosn ds auch von
0,0-Dityrosn verringern, it dieser Effekt in 25 mM Bicabonat-Puffer nicht mehr nachwelsbar
[233,239].

R ~ R
HOONO
\ e @V
OH HO™/°"NO> OH
Tyrosin ET 3—N|trotyrosm

Abb.5.  Ein madglicher Mechanismus fir die Bildung von 3-Nitrotyrosn aus Peroxynitrit
und Tyrosin [36]. ET = Elektronentransfer.

Auch be der Nitrierung von Tyrosn-Resten in Proteinen spidt CO, ene wichtige Rolle
[239-241]. Wahrend Bicarbonat (>1 mM) die Ausbeute der Nitrierung von BSA (bovine
serum albumin) durch Peroxynitrit verdoppelt [239], wird die Nitrierung anderer Proteine
(hier: Glutamin-Synthase) erst be Anwesenheit von CO, (1,3 mM) mdglich [240]. Die
Tyrosn-Reste in Proteinen werden in unterschiedlichem Ausmal3 nitriert. Moéglicheweise ist
die Nachbarschaft von Tyrosin-Resten zu Ham: Zentren von grof3er Bedeutung [241,242].

Peroxynitrit modifiziert nicht nur Tyrosn-Reste in Proteinen, sondern ist auch as Bakterizid
biologisch aktiv [243]. Die Bildung von Peroxynitrit konnte auch an der NO-vermittelten
immunologischen  Aktivitdd von Makrophagen betelligt sein  [244]. Mdagliche biologisch
relevante Schutzmechanismen gegen die zerstdrerische Wirkung von Peroxynitrit werden von
GavinE. Arted et al. diskutiert [245].

Wasser stoffperoxid und Nitrit

Abhéngig vom pH-Wert der Lésung nitriet oder hydroxyliert en Gemisch aus Wassarstoff-
peroxid (H>O2) und Nitrit aromatische Verbindungen. Fir leicht saure pH-Werte (pH 5 — 6)
dominiert die Bildung von 3-Nitrotyrosn aus Tyrosin, wahrend fir pH-Werte < 5 die Bildung
von Dihydroxy-Verbindungen (2,3- und 2,5-Dihydroxybenzoesiure aus Sdicylsiure) bevor-
zugt ig [246]. Dieses pH-Wert Profil entspricht demjenigen von Peroxynitrit. In der Tat ist
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die Zugabe von H»O, zu sauren Ldsungen von Nitrit mit anschlieRender Alkdiserung der
Losung die klassische Methode der Peroxynitrit-Herstellung [35].

Hypochlorige Saure und Nitrit

Werden Hypochlorige Saure (HOCI) und Nitrit in &guimolaren Mengen zu BSA zugesetzt, 0
wird die konzentrationsabhéngige Bildung von 3-Nitrotyrosin beobachtet [247]. Als egentli-
che reaktive Spezies wird Nitrylchlorid (NO.Cl) vermutet [247]. Auch LDL (ow density lipo-
protein) wird durch HOCI/NO;  modifiziet. Dies konnte Konsequenzen fir die Aufnahme
von Cholesterin aus LDL haben [248]. Be der Oxidation von Proteinen mit HOCI/NO,™ wird
neben 3-Nitrotyrosn auch immer 3-Chlorotyrosn gebildet. 3-Chlorotyrosin entsteht auch bel
Inkubation mit HOCI dlein, jedoch in wetaus geringerem Umfang [247]. Wird 3-Nitrotyrosin
neben 3-Chlorotyrosin in biologischen Geweben und Hissgkeiten gebildet, so ig dies folg-
lich eén Hinweis auf die Betaligung von HOCI. Paradoxerweise fuhrt HOCI in vitro auch zur
Abnahme der Konzentration von bereits gebildetem 3-Nitrotyrosn [249]. Die Bildung von
HOCI bea entzindlichen Prozessen ist bekannt [250]. Die Myeoperoxidase (MPO, EC
1.11.1.7) spidt hier eine Rolle.

Myeloper oxidase

Die Bedeutung des Enzyms MPO fur die in vivo-Nitrierung von Tyrosn wird von A. J. Kettle
kommentiert [251]; methodische Ansétze werden von S. L. Hazen gegeben [252]. Die MPO
ig ene ungpezifische Peroxidase, die H,O, ds Subgrat u.a fur die Oxidation von CI' und
NO, nutzt. Sowohl die Oxidation von CI' ds auch von NO,™ wird as moglicher Mechaniamus
der Nitrierung von Tyrosin durch die MPO diskutiert [253-255]. Die Zwel-Elektronen-Oxida-
tion von CI fuhrt zur Bildung von CI', welches sich mit Wasser in sehr schndller Resktion zu
Hypochloriger Saure und H umsatzt. Als resktive Spezies bildet sich mit Nitrit Nitrylchlorid
(NO2Cl) [253]. Be der Ein-Elektron-Oxidation von NO,  durch MPO entsteht ds resktive
Spezies NO, [254]. Ein Zusammenhang zwischen der durch die MPO katalyserten Nitrierung
von Tyrosin und der Aktivitét der SOD ist denkbar. Das durch die SOD abgebaute Radika-
anion Superoxid konnte die Radikde * NO, oder Tyr-O" abfangen und s0 die Nitrierung ver-
hindern [255]. Neben der MPO kommen noch weitere Peroxidasen fur die Nitrierung von
Tyroan in Frage: Die in eosnophilen Granulozyten gebildete Peroxidase (EPO) [256] und die
im Pflanzenreich verbreitete Peroxidase des Meerrettichs (HPO) [257].
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Stickstoffmonoxid und Stickstoffdioxid

Sowohl das Radikad " NO ds auch das Radikd ~ NO, reagieren leicht mit anderen Radikaen.
Im Unterschied dazu reagiert * NO nur langsam mit nicht-radikaischen Molekilen. Die Reak-
tion von - NO mit Tyrosn setzt daher die Bildung des Tyrosyl-Radikas voraus (Abb. 6. Die
Bildung des Tyrosyl-Radikds spidt be enigen enzymaisch kadyseten Resktionen ene
Rolle, ua be der Prostaglandin-Synthese und der Desoxyribonucleotid-Bildung durch Ribo-
nuclectid-Reduktasen [258]. Die Resktion von ' NO mit dem Tyrosyl-Radikd verléuft mit
ener Geschwindigkeitskonstante von 10° M*s'sehr schndl [259]. Zunichst werden C- und
O-Nitrosotyrosn  gebildet, welche zum dabileren  3-Nitrotyrosn weiter oxidiert werden
([258], Abb. 6).

R — R T R R R
<j -"H "NO © ij\ Ox. <:|\
— A_) + —>
NO NO,
OH . o0 ] ON NO HO OH
Tyrosin O-Nitrosotyrosin  C-Nitrosotyrosin 3-Nitrotyrosin

Abb. 6.  Mechanismus der Resktion von Stickstoffmonoxid (" NO) und Tyrosin.

) NOz ) NOZ n
\ -H
NO, >
NO,
OH NO2 | on | Ho M OH
Tyrosin ET 3-Nitrotyrosin

Abb. 7. Mechanismus der Reaktion von Stickstoffdioxid ( NO2) und Tyrosin

Auch " NO; reagiert in vitro mit Tyrosn unter Bildung von 3-Nitrotyrosn [260,261]. Die
Reaktion setzt kein Tyrosyl-Radika voraus und verléuft nach dem Sgy1-Mechanismus mit
Elektronentransfer (ET) @Abb. 7). Fir die Resktion werden Konzentrationen an *~ NO, bendtigt,
wiede u.a in Zigarettenrauch zu finden snd [262,263].
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1.4.1 3-Nitrotyrosin als Aminosdurein Proteinen

Fir ene Reihe von Proteinen konnte gezeigt werden, dass Tyrosn-Reste in vitro nitriert
werden. Unter den der Nitrierung zugdnglichen Proteinen finden sch  Gerligproteine
(@a-Tubulin [264]), Trangportproteine (Albumin und Oxyhamoglobin [241]) und Enzyme. Die
Nitrierung von Tyrosn-Reden in Proteinen spidt eine wichtige Rolle fir die Funktionditét
von Cytochrom P450 [265], RNAse [266], SOD und Prostacydin-Synthase.

Pathologie. 3-Nitrotyrodn-Rese finden dch vemehrt in Proteinen im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Erkrankungen [226,227]. Insbesondere bel neurodegenerativen Erkrankun-
gen ig die Nitrieung von Tyrodn-Resten in Proteinen ein pathologisch relevanter Vorgang,
ua be der amyotrophen Laterasklerose (ALS), dem Parkinson Syndrom [267], dem Alzhe-
mer Syndrom [268] und der Multiplen Sklerose [269]. Weitere Erkrankungen, fur die ver-
mehrt 3-Nitrotyrosn-Reste in Proteinen gefunden wurden, sind Arteriosklerose [270,271] und
Diabetes [272]. Auch nach Transplantation [273], bel entzindlichen Prozessen [274] und
Hepatitis [275] wird die Nitrierung von Tyrosn-Resten berichtet.

Denitrase-Aktivitat. Be der Abschédzung der Nitrierung von Protenen i e@n mdglicher in
vivo-Abbau von 3-Nitrotyroan-Resten in Proteinen zu beschten. Ferid Murad et al. fanden
1998 ene Aktivitd im Gewebehomogenat der Milz von Ratten, welche zeit- und konzentra
tionsabhéngig zum Veschwinden von 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen fuhrt und nannten
diese "Nitrotyrosin-Denitrasg" [276]. Dabe handdt es dch jedoch nicht um en Enzym aus
der Familie der Nitro-Reduktasen [277]. Auch in der Haut von Ratten findet ein Abbau von
3-Nitrotyrosn-Resten dtatt [278]. Eine mdgliche Erklarung is die nicht-enzymatische Reduk-
tion von 3-Nitrotyrosin zu 3-Aminotyrosin [279].

Selektivitdt der Nitrierung. Unterschiedliche Proteine werden in unterschiedlichem Ausmal3
von RNS nitriert [280-283]. Proteine reegieren unterschiedlich auf Peroxynitrit [281]. So wird
Phospholipase A2 bevorzugt von Peroxynitrit nitriert, wahrend RNAse eher durch die MPO
(MPO/H202/NOy") nitriert wird [282]. Neben C-Nitro-Verbindungen konnen auch N-Nitro-
und N-Nitroso-Verbindungen entstehen [283]. Nicht dle Tyrosin-Reste in einem Protein wer-
den in gleichem Ausmal nitriet [241]. Im Folgenden wird die Nitrierung eniger besonderer
Proteine und Enzyme diskutiert.
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Albumin

Die Nitrierung von Albumin wurde mit einer Rethe von RNS in vitro untersucht [239,240,
247,254,261,280,284]. Wird BSA (10 mg/ml, 151 pM) mit 1 mM Peroxynitrit inkubiert, so
betrdgt die gebildete Konzentration an 3-Nitrotyrosn 21 +2 pmol/mmol Tyrosn (2,1 %)
[261]. Wird mit 1,5 mM Peroxynitrit inkubiert, so betragt se bereits 54,8 £8,5 pmol/mmol
Tyrosn (55 %) [284]. Ba Vearingerung des Verhdltnisses von Peroxynitrit zu BSA  auf
aguimolare Mengen nimmt die Ausbeute der Nitrierung deutlich & [280]. Ein Vergleich der
Ausbeute der Nitrierung von BSA (10 mg/ml) fir verschiedene Stickstoffspezies ergibt
folgende Reihenfolge: Peroxynitrit > NaNO,/HOCI >NaNO, > NO > GSNO [284]. Uber die
Sdektivitét der Nitrierung der 19 Tyrosin-Restein BSA it bisher nichts bekannt.

Superoxid-Dismutase

Die SOD wanddt das Superoxid-Anion in Wasserstoffperoxid um, welches durch Katdase
oder Glutathion-Peroxidase abgebaut wird [285]. Damit konkurriert die SOD mit Stickstoff-
monoxid um das Superoxid-Anion und veringert die Peroxynitrit-Bildung. Vier Klassen der
SOD wurden bisher identifiziet. Relevant fir den menschlichen Organismus sind die cytoso-
lische Cu,Zn-SOD, die mitochondriale MnSOD und die extrazdlulére SOD (EC-SOD) [286].

Cu,Zn-SOD. Mutationen der Cu,Zn-SOD spiden eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
amyotrophen Lateralsklerose (ALS) [287]. Durch Punktmutation verdnderte Cu,Zn-SOD in

Mausen fuhrt zur erhdhten Nitrierung von Proteinen und freiem Tyrosin im Kortex [288,289].

Mn-SOD. Trotz der geringen Ausbeute der Nitrierung von Tyrosn-Resten bewirkt die
Nitrierung von Tyrosn-Resten in der Mn-SOD die Inhibierung der Katdyse [290,291]. Die
Nitrierung des Tyrosn-Rests Y34 in der Nahe des katalytisch aktiven Zentrums der Mn-SOD
fuhrt zur Inaktivierung des Enzyms [291].

EC-SOD. Die EC-SOD verhindert unter bestimmten Voraussetzungen die Inaktivierung von
endothelid gebildetem * NO durch O, ™ [292,293].
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Prostaglandin H,-Synthase und Prostacyclin-Synthase

Das Enzym PGH,-Synthase katdyset die Bildung von PGH, aus Arachidonsdure. Die
PGH,-Synthase ig en Dimer, wobe jede Untereinheit zwe katalytisch aktive Zentren bestzt:
die Cyclooxygenase (COX)-Funktion und die Peroxidase-Funktion [294]. Zwe Isoformen
snd bekannt: PGH,-Synthase-l (COX-1) und PGHj-Synthase-1l (COX-11) [295]. Weitere
Enzyme de Proganoid-Synthese snd die ThromboxanSynthase und die Prostacyclin-
Synthase.

Prostaglandin H,-Synthase. Die Interaktionen von RNS mit der PGH»-Synthase snd
vidfdtig [296]. - NO ha dimulierende und inhibierende Wirkung auf die Aktivitédt der PGH,-
Synthase [297-299]. NO-Donatoren aktivieren die PGH»-Synthase und Inhibitoren der NO-
Synthase verringern die Prostaglandin-Synthese in vivo [297]. Be der Cyclooxygenase-
Resktion wird intermedi& ein Tyrosyl-Radika aus Y385 gebildet. Dieses Radika reagiert
naturgema3 mit dem NO-Radika, was zu ener Inhibierung der Cyclooxygenase-Resktion in
vitro fuhrt [298,299]. Auch die Resktion von ~ NO mit Cysein-Resten in der PGH,-Synthase
ist beschrieben worden [300]. Ahnlich differenziert wird die Wirkung von Peroxynitrit auf die
PGH,-Synthase betrachtet: Als Peroxid aktiviert Peroxynitrit die Cyclooxygenase-Funktion
der PGH»-Synthase [301]. Nitrierung von Tyrosn-Resten durch Peroxynitrit fihrt jedoch
auch zur Inaktivierung des Enzyms [302].

Prostacyclin-Synthase. Die Progacydin-Synthase nimmt ene Sonderstdlung unter den
Enzymen der Proganoid-Synthese ein. Wéhrend fur die Inaktivierung der PGH,-Synthase-|
und —Il Peroxynitrit-Konzentrationen von 1 mM bzw. 100 uM nétig snd, betragt die [Csp-
Konzentration (IC = inhibitor concentration, Konzentration, bel der die Halfte der maxima
madglichen Inhibition erreicht wird) von Peroxynitrit fir die Prostacyclin-Synthase nur 50 nM
[303]. Die Nachbarschaft zum Ham-Zentrum der Peroxidase-Funktion ist hier moglichewese
entscheidend.

1.4.2 3-Nitrotyrosn alsfreie Aminosdure

3-Nitrotyrosn findet d9ch ds frde Aminosure in verschiedenen biologischen Hissigkeaten.
Fur unterschiedliche pathologische Veranderungen wurde die Bildung von 3-Nitrotyrosin
gezegt [227].
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Metabolismus. Der erste Schritt der Metaboliserung von L-Tyrosn ig die Desaminierung zu
p-Hydroxyphenylpyruvat durch die Tyroan-Aminotransferase. Weitere Enzyme katdyseren
die Oxidation zu Homogentisat, die Decarboxylierung zu p-Hydroxyphenylacetat oder die
Reduktion zu p-Hydroxyphenyllactat [304]. Ohshima et al. konnten zeigen, dass 3-Nitro-
tyrosn in der Rate zu 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure (43,7 %) und 3-Nitro-4-hydroxy-
milchsture (5,3 %) metabolisert wird [225]. o-Hydroxyphenylessgsiure ist auch der Haupt-
metabolit von o-Tyrosn in der Ratte [305]. Pharmakokinetische Untersuchungen zum Meta
bolismus von 3-Nitrotyrosin wurden von Tabrizi-Fard et al. durchgefhrt [306].

Pathologie. Abhdngig von der Detektionsmethode wurden sehr unterschiedliche Konzentra-
tionen von freem 3-Nitrotyrosn in biologischen Fissgketen gemessen. Sowohl  bel
chronisch as auch be akut entzindlichen Prozessen wurde eine Erhéhung der Konzentration
von fredem 3-Nitrotyrosn gefunden [307-310]. Die Synovidflissgket von Peienten mit
rheumatoider Arthritis enthdt hohe Konzentrationen an 3-Nitrotyrosin (0,1 — 1,2 pM [307]).
Die Ergebnisse snd aufgrund der unsdektiven Detektion mit HPLV-UVNis umdritten [308].
Bel septischem Schock und akutem Nierenversagen wurden noch weltaus hohere Konzentra
tionen mit der gleichen Methode in humanem Plasma gemessen [309]. Auch be Zdliskie
werden hohe Plasmakonzentrationen an freem 3-Nitrotyrosin berichtet (1,3 pM [310]). Die
Detektion erfolgte mit einem ELISA (enzymelinked immunosorbent assay). Wird unter der
Thergpie mit organischen Nitraten ene Nitrattoleranz entwicket, so werden erhohte Konzent-
rationen an freem 3-Nitrotyroan mit GC-TEA (TEA = thermal energy analyzer) im Urin
gemessen (186 pg/Tag [311]). Bemerkenswert niedrige Konzentrationen an freem 3-Nitro-
tyroan wurden mit eektrochemischer Detektion detektiert. Bel Petienten mit ALS wurden
90 #4,2 nM 3-Nitrotyrosn in Cerebrospindfliissgkeit gemessen, wéhrend die mittlere
Konzentration fir eine gesunde Kontrollgruppe bei 1,4 +0,7 nM 3-Nitrotyrosn lag [312].

1.5 Analytik von 3-Nitrotyrosin

Die ege andytische Methode zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosn-Resten in Plasmaproteinen
der Ratte wurde 1990 von Hiroshi Ohshima und Mitarbeitern vorgestelt [225]. Aufgrund der
Bedeutung fir pathologische Veranderungen wurden seither ene Reihe von anaytischen
Methoden zur Betimmung von 3-Nitrotyrosin entwickdt. Eine Einfihrung geben C. Herce-
Peglia et al. [313].
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Grundsdizlich eignen sch Methoden zur quantitativen Bestimmung von frdem 3-Nitrotyrosin
auch zur Bedimmung von 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen. Aminosaure-Reste in Proteinen
konnen durch saure Hydrolyse oder enzymatisch aus dem Polypeptid-Verband gelést werden
[314]. Zur Trennung von Aminosauren und 3-Nitrotyrosn wurden HPLC- und GC-Techniken
verwendet. Zur Detektion wurden UV-, dektrochemische (EC) und Fuoreszenz (FL)-
Methoden sowie thermische Zersetzung (TEA) und MS eingesstzt [313]. Ein Verglech
verschiedener HPL C-Detektionsmethoden findet sch bel H. Liu et al. [315].

Immunologische Verfahren. Als immunohigochemisches Vefawren zur semiquantitativen
Bedimmung von 3-Nitrotyrosn-Resten wurde en  Antikérper gegen 3-Nitrotyrosn in
Proteinen von J. S. Beckmann entwickdt [270]. Der Antikorper von Beckmann fand saither
breite Anwendung. Der urspringliche Antikorper i gegen Nitro-BSA gerichtet und wurde
aufgrund saner geringen Spezifitdt weiterentwickdt [316]. Andere monoklonde [317] und
polyklonde [310] Antikorper wurden zur Entwicklung von ELISASs eingesetzt.

HPLC-UV. Die ersten Methoden zur HPLC-Bedimmung von frdem 3-Nitrotyroan nutzten
die Absorption phenolischer Aminosduren be 274 nm [233,262,307]. Das Detektiondimit lag
jedoch mit 0,2 puM recht hoch [307]. Ein weteres Problem ist die Detektion von anderen
coduierenden Subgtanzen bel der recht unspezifischen Absorptionsmessung [318]. 3-Nitro-
tyrodn zeigt pH-Wert-abhéngig weltere Absorptionsmaxima 356 nm bel pH 5 und 430 nm
be pH 10. De Vergech der Absorptionsmessung der unterschiedlichen Wellenldngen
eglaubt ene etwas pezifischere Messung, ist jedoch auch von der Beschaffenheit der
biologischen Matrix abhéngig [319].

HPLC-EC. Die dektrochemische Detektion basert auf der Oxidation oder Reduktion des
Andyten in der Detektionszelle bei kongtantem Potentia. Sowohl Reduktion as auch Oxida
tion wurden zur dekirochemischen Detektion von 3-Nitrotyrosn engesetzt [273,320-323].
Eine Kombination von mehreren Detektionszellen erhoht die Sdektivitée der Methode. So
wurden Methoden mit duden Zdlen [273,320], mit 8 Zdlen [321,322] und mit 16 Zdlen
entwicket [314,323]. Wahrend K. A. Skinner et al. zwe oxidierende Potentide anlegten
[273], wéhiten R. S. Sodum et al. je en reduzierendes und ein oxidierendes Potentid [320].
Die Sengtivitét ist bei beiden Methoden sehr hoch und liegt be enem Detektiondimit von 50
bis 62 fmol. Trotz der grofieren Sdektivitét wurde diese Sendtivitét be 8 — 16 Zdlen bisher
nicht ereicht [321,323]. Von M. K. Shigenaga et al. wurde ene indirekte Methode zur
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elektrochemischen Detektion von 3-Nitrotyrosin vorgestdlt [274,324]. Dazu wird 3-Nitro-
tyrosn vor der chromatographischen Trennung N-acetyliet und zu N-Acetyl-3-aminotyrosn
reduziert. Das erhdtene Derivat lésst dch leichter oxidieren und i weniger polar. Das
Detektiondimit der Methode liegt bae 20 fmol. Ebenfdls die bessere Oxidierbarkeit von
3-Aminotyrosn nutzten H. Ohshima und Mitarbeiter bel der on-line Reduktion von 3-Nitro-
tyroan auf ener Painsule mit anschliefender EC-Detektion [284]. Das Detektiondimit
diesr Methode liegt bei 100 fmol. Noch weiter konnte das Detektiondimit von H. Liu et al.
gesenkt werden. Durch die Kombination von Photolyse und eektrochemischer Detektion
wurde en Detektiondimit von 10 fmol (05 nM in Microdidysat von Rattenblut) erreicht
[325]. Einige HPLC-EC-Methoden wurden zur Quantifizierung von 3-Nitrotyrosin in Humant
plasma nach Inkubation mit RNS [273,284] sowie zur Quantifizierung von 3-Nitrotyrosin-
Regten in Plasmaproteinen eingesetzt [273,274,284,320,322]. Mit anderen HPLC-EC-Metho-
den wurde 3-Nitrotyrosn nach Hydrolyse der Proteine in Gewebehomogenaten von Leber
[273] und Gehirn [323] oder in der Zdlkultur von Makrophagen [274] und Gliszdlen [321]
bestimmt.

HPLC-FL. 3-Nitrotyrosn sebst besitzt keine fluoreszierenden Eigenschaften. Es kann jedoch
mit gedigneten Resgenzien zu fluoreszenzaktiven Derivaten umgesetzt werden. Als solche
ggnen dch o-Pnthadadehyde (OPA) und 7-Fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-F).
Y. Kamisski et al. wahlten letzteren Weg und erreichten so ein Detektiondimit von 100 fmol
bzw. 6 NM in Humanplasma [326].

GC-TEA. H. Ohshima et al. verwendeten flr ihre ersten Untersuchungen Uber die Nitrierung
von Tyrodn GC-TEA [225]. 3-Nitrotyrosn wurde in das tert-Butyldimethylslyl-Derivat
Uberfihrt und be 700 °C pyrolysert. Das relativ hohe Detektiondimit der Methode von
2,2 pmol konnte von Petruzdli et d. durch weitere Probenvorbereitung auf 80 fmol gesenkt
werden [263]. Dazu wurden die Proben mit SPE extrahiet und mit HPLC aufgerenigt.
3-Nitrotyrosin wurde mit dieser Methode in Humanplasma bei Rauchern bestimmt [263].

GC-MS Als wetaus empfindlicher erweis sich die Kombination von Gaschromatographie
und Massenspektroskopie. Im Gegensatz zur LC-MS ig die Derivatiserung des Andyten
ndtig. Unterschiedliche Derivatiserungstechniken wurden fir die GC-Trennung von 3-Nitro-
tyrosn engesatzt, as interner Standard diente jeweils 3-Nitro-[**Cg]tyrosin. [308,327,329-
331]. Neben dem n-Propyl-N-heptafluorobutyryl (HFB)- und dem n-Propyl-N-pentafluoro-
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propionyl (PFP)-Derivat [327] wurde auch das Trifluoroethyl-N-trifluoroacetyl-Derivat von
3-Nitrotyrosn generiert [308]. Als Detektiondimit wird 1 fmol angegeben [308]. Durch
Reduktion von 3-Nitrotyrosn zu 3-Aminotyrosn (nach [328]) konnte das Detektiondimit auf
400 amol gesenkt werden [329]. Unter den gewdahlten Bedingungen wurde das n-Propyl-tri-
PFP-Derivat von 3-Aminotyrosin gebildet, welches bessere chromatographische Eigenschaf-
ten aufwes [329]. Sat zum n-Propyl-Ester stetzten M. T. Frost et al. das HFB-Amid von
3-Nitrotyrosn zum tert-Butyldimethylslyl (TBDMS)-Ester-TBDMS-Ether-Derivat um  [330].
H. Jang und M. Bdazy wahiten eine andere Derivaiserungsechnik. Se setzten 3-Nitrotyro-
sn mit Pentafluorobenzyl (PFB)-Bromid zum tri-PFB-Derivat um. Das Detektiondimit wurde
mit 13 fmol angegeben [331]. Mit den beschriebenen GC-MS-Methoden wurde 3-Nitrotyrosin
in Humanplaama [330], in Protenen aus Humanplasma [330], in Proteinen aus humanen
Blutpl&ttchen [331] und humanem LDL besimmt [332]. Daneben efolgte die Quantifizierung
von 3-Nitrotyrosn-Resten aus Gewebehomogenaten der Rattte [329,333].

LC-Tandem-MS Eine LC-Tandem-MS-Methode zur quantitativen Besimmung von 3-Nitro-
tyroan-Resten wurde von D. Yi et al. entwicket [281,308]. Die Methode garantiert die zuver-
léssige Quantifizierung von 3-Nitrotyrosn, bel der auf ene Deivaiderung des Anadyten
vezichtet werden kann [308]. Das Detektiondimit der Methode liegt be 4,4 nM 3Nitrotyro-
snweshab se zur Detektion von freiem 3-Nitrotyrosin nicht geeignet ist.

Elektrophoretische Bestimmung. Die Kapillarelektrophorese eignet sich ds weitere Methode
zur Betimmung von 3-Nitrotyrodin in kleinen Peptiden. Bisher it diese Methode jedoch eher
unempfindlich (eingesetzte Peptidkonzentration » 1 mM [334]).
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2 Zidsetzung

Der oxiddtive Stress resultiert aus einer Storung des biologischen Gleichgewichtes zwischen
der pro- und antioxidativen Kapazitét der Zdle [1,6]. Sind an der Entstehung des oxidativen
Stresses frele Radikale betelligt, so it die direkte Messung der Radikale Uber spin-traps mit
ESR maoglich [12,13]. Alle anderen anadytischen Methoden vermdgen jedoch lediglich indi-
rekt den oxidativen Stress abzuschétzen. Dabel wird versucht, den Schaden, der an Proteinen,
Lipiden und der DNA entsteht, durch Markermolekile zu erfassen [7]. Eine der wichtiggten
Aufgaben fir das Forschungsgebiet des oxidativen Stresses igt es, Referenzmethoden zu
schaffen, um sowohl fur die Diagnose ds auch die pharmakologische Intervention verl&sdi-
che Parameter des oxidativen Stresses zu erhdten [5,7-9]. Eine ganze Relhe von Biomarkern
des oxidativen Stresses wurde diskutiert [8,335,336]. Es zeigt Sch jedoch, dass unter diesen
nur digenigen Bestand haben werden, die die geforderte Stabilitée und Spezifitét erreichen
[337]. TBARS, konjugierte Diene und flichtige Alkane erscheinen aufgrund ihrer unspezifi-
schen Herkunft eher as ungeeignete Biomarker fir die oxidativen Verdnderungen an Lipiden
[338]. Im Gegensaiz dazu efillen Isoprostane die geforderten Kriterien von Stabilitdt und
Spezifitét [122,200,339]. Unter den Oxidationsprodukten der Aminosduren wird insbesondere
3-Nitrotyrosin ds dabiles Endprodukt fir den an Proteinen entstandenen Schaden diskutiert
[61,313,340]. Fir die Oxidation der DNA ist 8-OHdG der gebrauchlichste Biomarker [52].

Zid der vorliegenden Arbeit war es daher, fir Isoprostane und 3-Nitrotyrosn andytische
Methoden zu entwickeln, die sich mit hoher Zuverléssgkeit zur Erfassung des oxidativen
Stresses eignen. Die Eignung sollte insbesondere fur klinische Fragestellungen, aso in vivo,
gegeben sain. Kriterien der Zuverlassgket sollten Reproduzierbarkeit, Interferenzfreiheit und
Genauigkeat der entwickelten Methode sain. Als Methode der Wahl sollte die Massenspektro-
metrie eingesetzt werden, die sch fir vide andytische Fragestelungen ds Referenzmethode
etabliert hat, s0 auch zur Bestimmung von Progtaglandinen [341]. Bisherige auf der Massen
spektrometrie baserende Methoden setzten einfache GC-MS zur Quantifizierung en. Se
efillen jedoch nicht die geforderten Kriterien von Sdektivitét und Sendtivitét bzw. erreichen
diese nur nach zet- und materidaufwendiger Probenvorbereitung. Fir die Quantifizierung
von 3-Nitrotyrosn schlief¥en bisher eingesatzte GC-MS-Methoden die atifizidle Bildung von
3-Nitrotyrosin nicht aus. Insbesondere der Einsatz der GC-tandem MS kombiniert mit einer
geeigneten Probenvorbereitung sollte hier die geforderte Sdlektivitét und Sengtivitét bieten.
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3 Methoden

3.1 Festphasenextraktion (SPE)

311 Festphasenextraktion von Progaglandinen und  3-Nitro-4-hydroxyphenyl-

essigsaure

Die zu extrahierenden Proben wurden mit 5 M HCOOH auf pH 2 - 3 angesiuert, gevortext
und 30 min auf Eis gdagert. Die Octadecylslica (Cig)-SPE-Kartuschen (500 mg, Chroma-
bond, Macherey-Nagel, Duren) wurden wie folgt vorkonditioniert: 10 ml Methanol und 10 ml
0,2 %iger (0,05 M) HCOOH. Nach Aufgabe der angeséuerten Proben snd se mit 10 ml
0,2 %iger HCOOH und 2 ml Heptan gewaschen und kurz mit Luft getrocknet worden. Die
Elution efolgte mit 2 ml Ethylacetat in 4 ml Polypropylen (PP)-Rohrchen. Die Eluate wurden
bis zu enem Volumen von ca 05 ml unter N, engeengt, in Slaniserte Spitzvids (1 ml)

Uberfhrt und unter einem N- Strom zur Trockene eingeengt.

3.1.2 Festphasenextraktion von 3-Nitrotyrosin

HR-P SPE-Kartuschen (100 mg, Chromabond, Macherey-Nagd, Duren) wurden wie folgt
vorkonditioniert: 5 ml Methanol, 5 ml Methanol/05 %ig NHs (xg), 90/10 (v/v), und 5 ml HO.
Nach Aufgabe der 3ml HPLC-Fraktion wurde mit 5 ml 0,3 mM HCl gewaschen und kurz mit
Luft getrocknet. Zur Elution wurden 2 ml Methanol/0,5 %ig NHz (ag), 90/10 (V/v), verwendet.
Losemittd wurden unter N, abgeblasen und der Rickstand zur massengpektrometrischen
Anayse derivatisert.

3.2 Derivatisierungsprozeduren

3.2.1 Veresterung mit Pentafluor obenzylbromid (PFB-Bromid)

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden mit 100 I Acetonitril, 10 pl Methanol und
10 ul N-Ethyldiisopropylamin versetzt. Nach Zugabe von 10 pl PFB-Bromid (33 Vol.% in
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Acetonitril) derivatiserten die Proben 1 h bei 30° C im Thermoblock. Im Anschluss wurde
das Losungamittel unter Stickstoff entfernt.

3.2.2 Veresterung mit 4-Fluor obenzylester (4FB-Bromid)

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden mit 100 pl Acetonitril, 10 pl Methanol und
10 pl N-Ethyldiisopropylamin versetzt. Nach Zugabe von 10 pl 4FB-Bromid (33 Vol.% in
Acetonitril) wurden die Proben 1 h ba 30° C deivatiset und anschlieflend wurde das
Lésungamittel unter Stickstoff entfernt.

3.2.3 Veregterung mit Diazomethan

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden 3x mit jewels 100 pl &herischer Diazomethan+
|6sung inkubiert. Die &herische Diazomethanl Gsung wurde immer frisch angesetzt [342].

3.24 Methoximierung mit O-M ethylhydroxylamin Hydrochlorid (M OX)

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden mit 100 pl ener gesdtigten, wassarfreien
MOX-LoOsung in Pyridin versetzt und 1 h ba 60° C im Thermoblock erhitzt. Das Resktions-
gemisch wurde unter Stickstoff eingeengt. Der Rickstand wurde mit 200 pl bidedtilliertem
Wasser aufgenommen und zweimd mit je 500 ul Diethylether extrahiert. Die obere Phase
wurdein ein Spitzvid Gberfihrt und der Ether unter Stickstoff eingeengt.

3.25 Methoximierung mit 0-2,3,4,5,6-Pentafluor obenzylhydroxylamin  Hydrochlorid
(PFBOX)

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden mit 100 pl ener geséttigten, wasserfreien
PFBOX-Ldsung in Pyridin versetzt und 1 h be 60° C erhitzt. Das Resktionsgemisch wurde
unter Stickstoff eingeengt. Der Rickstand wurde mit 200 pl bidedtillierten Wasser aufge-
nommen und zweimd mit je 500 pl Diethylether extrahiert. Die obere Phase wurde in en
welteres Slanidertes Gefd? Uberfihrt und der Ether unter Stickstoff eingeengt.
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3.2.6 Veretherung mit N,O-bis(trimethylslyl)trifluor cacetamid (BSTFA)

Mit 50 pul BSTFA wurden die zur Trockene eingeengten Proben aufgenommen und an
schlieffend 1 h bei 60° C im Thermoblock erhitzt. So wurden die Trimethylslyl (TMS)-Ether
erhdten. Ein 1-pl Aliquot des Resktionsgemisches wurde direkt in das GC-MS- bzw. GC-
TandemM S-Gerét injiziert.

3.2.7 Veresterung mit propanolischer HCI

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden in 100 yl 3 M HCI in n-Propanol aufge-
nommen, nach 1 h ba 65 °C unter N, eingeengt und weiter derivatisert.

3.2.8 Amidierung mit Pentafluoropropionsaureanhydrid (PFPA)

Die zur Trockene eingeengten Proben wurden in 100 pl PFPA in Ethylacetat (1.4, viv) gdést
und 30 min auf 65 °C erhitzt. Lésemittel und Uberschiissiges Reagenz wurden unter N> abge-
blasen und der Rickstand mit 500 pl Ethylacetat in ein weiteres slanisertes Gefd’ Uberfiihrt.
Das Ethylacetat wurde unter N, verdampft.

3.3 Dinnschichtchromatographie (TLC)

3.3.1 TLC-System fur Prostaglandine alsfreie Sduren

Zur TLC-Trennung der frelen Sauren der Prostaglandine wurden Silicage-Platten (20x20 cm,
Merck, Darmgtadt) mit eénem TLC Applikator AS 30 und ener DC-MAT Entwicklungs-
kammer (Desaga, Wiedoch) verwendet. Die Proben wurden in 10 pl Ethanol aufgetragen (15
mm, 30 dul). Ein Gemisch von Ethylacetat/iso-Octan/CH3;COOH/H,O, 55:25:10:50 (v/v),
diente ds Laufmittd. Zur Trennung wurde 5 min vorkonditioniert, 120 min entwickdt (Front
14 cm) und 5 min getrocknet. Geeignete, 0,6 cm breite Banden wurden ausgekratzt, mit 500
pl Ethanol extrahiert, zentrifugiert (4000 g, 10 min) und der weteren Andyse zugefiihrt. Die
Bestimmung der R-Werte efolgte durch massenspektrometrische Andyse oder Szintillations-
zéhlung der einzelne Banden fir radioaktiv markierte Verbindungen.
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332 TLC-Sysem fiur Prostaglandine und 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure als
PFB-Ester

Zur TLC-Trennung der PFB-Edter der Prostaglandine wurden diese auf 20 x 20 cm Silicage-
Matten mit dem TLC-Applikator AS 30 aufgetragen und in ener DC-MAT Kammer ent-
wickdt. Fir 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure snd Slicagd-UV Patten (Merck) gleicher
Dimenson verwendet worden. Bei 30 gl Auftragegeschwindigkeit wurden im Abgtand von
20 mm mit ener Brate von 15 mm und einem Vorlauf von 15 mm die Proben aufgetragen.
Ein Gemisch aus 92:8 (v/v) Ethylacetat/Methanol diente bel einer Laufhthe von 16 cm und 5
min Vorkonditionierung unter Kammersittigung ds Laufmittd. Zur Trennung der PFB-O-
Methyl-hydroxylamin  (MO)-Derivate wurde ein Gemisch aus 65:35 (viv) Ethylacetat/iso-
Octan be glecher Laufhtohe und Vorkonditionierung ohne Kammersdttigung ds Laufmittel
engestzt. Zum Anférben der enzenen Banden der Referenzsubstanzen fir Progtaglandine
wurden die DC-Platen kurz in 66:33 (v/v) H,O/konz. HPO4, 60 g/l CuSO4- 5 H,O getaucht
und 15 min auf 150 °C erhitzt. 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure zeigt eine charakteristi-
sche Absorption bei 278 nm. Die Betimmung der R-Werte erfolgte mit UV-Licht gleicher
Welenlénge.

3.4 High-performance liquid chromatography (HPLC)

3.4.1 HPLC-System fur Prostaglandine alsfreie Sauren

Die HPLC-Trennung von Progtaglandinen wurde mit einem HPLC-System der Serie 1050
(Hewlett-Packard, Waldbronn) durchgefiihrt. Als stationére Phase der Trennséule (250 x 4,6
mm ID) wurde 100-5C;5 Nucleosl, 5 um Korngrole, (Macherey-Nagel) verwendet. Die frei-
en Sauren wurden isokratisch mit 10 mM NaH2PO4/Acetonitril/Isopropanol 67:21:12 (Vv),
pH 35, bea ener Flussae von 1,8 ml/min andyset. Die Detektion erfolgte ba 205 nm.
Wurde das HPLC-Sysem zur Aufreinigung von Urinproben engesetzt, so wurde wie folgt
verfahren: Nach der SPE der Urine (dehe 3.1.1) wurden die Rickstande in 200 pl der
mobilen Phase aufgenommen und mit dem HPLC-System chromatographiert. Eine 1,8-mi
Fraktion mit der Retentionszeit von 8-iso-PGF2, wurde gesammdt, 1.4 (viv) mit Wasser ver-
dunnt und auf pH 23 mit 25 M HCOOH angesduert. 8is0-PGF2, wurde mit einer weiteren
SPE extrahiet (dehe 3.1.1). Das Elutionsmittd der SPE wurde unter N, abgeblasen, der
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Rickstand mit PFB-Bromid zum PFB-Ester umgesetzt und weiter mit TLC aufgearbeitet
(sehe3.3.2).

3.4.2 HPLC-System fur Prostaglandine als PFB-Ester

Fur die HPLC-Trennung der PFB-Ester von Prostaglandinen wurde ein Hewlett-Packard
HPLC-System der Serie 1050 verwendet. Als stationare Phase der Trennsaule (250 x 4,6 mm
ID) diente 100-5C;3 Nucleosil, 5 um KorngrofRe, von Macherey-Nagel. Die PFB-Ester
wurden isokratisch mit Wassar/Acetonitril, 50:50 (v/iv), be ener Fussae von 2 ml/min
euiert. Die Detektion efolgte bei 235 nm. Fir quantitative Bestimmungen von |soprostanen
im menschlichen Urin wurde das beschriebene HPLC-Sysem wie folgt engesetzt: Die Urine
wurden mit SPE extrahiert und zu den PFB-Estern umgesetzt. Die PFB-Ester wurden an
schlielfend mit Eluent (Wasser/Acetonitril, 50:50 (v/v)) rekondituiert und ein 100-pl Aliquot
wurde mit der HPLC chromatographiert und fraktioniet gesammelt. Die Fraktion (2 ml) mit
der gewilnschten Retentionszeit wurde zweimd mit jewels 2 ml Ethylacetat extrahiert. Die
verenten Ethylacetat-Phasen wurden unter N> eingeengt und die Ricksténde zu den TMS
Ethern umgesatzt.

3.4.3 HPLC-System flr underivatisierte Aminosauren

Zur Trennung der underivaiseten Aminosiuren ig folgendes HPLC-System  verwendet
worden: Autosampler (851-AS, Jasco, Tokyo, Japan), Pumpe (2150, LKB, Brommer,
Schweden), UV-vis Detektor (Spectroflow 783, Kratos, Ramsey, NJ, USA) und Fraktions-
sammler (FC 203, Gilson, Villiers le Bd, France). Staionare Phase war ODS-3V (3 um
Korngrol}e) in ener Saule der Dimenson 150 x 4,6 mm ID (Phenomenex, Aschaffenburg).
Die mobile Phase bestand aus 70 mM Kadiumphosphat- Puffer/ Methanol, 92/8 (v/v), pH 2,5.
Die Husyate betrug 15 ml/min. Die Deektion von Tyrosn, 3-Nitrotyrosn und p-
Nitrophenyldanin (Sigma, Deisenhofen) erfolgte ba 278 nm oder 356 nm (nur 3-Nitrotyrosin
und p-Nitrophenyladanin). Nitrat und Nitrit wurden bel 205 nm detektiet. Fir die
Bestimmung von 3-Nitrotyrosn im Blutplasma wurden 200 pl Ultrafiltraet direkt injiziert. For
die Bedimmung von 3-Nitro-tyrosn-Resten wurden nach enzymatischer Hydrolyse 200 pl
des Hydrolysates direkt injiziert. Zur entsprechenden Retentionszeit wurde ene 2-min
Fraktion gesammdt. Die Quantifizierung fir Konzentrationen < 1 pM efolgte nach SPE und
Deivaiserung mit GC-Tandem-MS. Die Quantifizierung fir Konzentrationen > 1 uM
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efolgte photometrisch durch Peekflachenvergleich mit externem Standard (3-Nitrotyrosin).
Fur die Bedimmung von Tyrosn-Resten wurden nach enzymatischer Hydrolyse 1:100 ver-
dinnt. Die Quantifizierung efolgte photometrisch durch Peekflachenvergleich mit  externem
Standard (Tyrosin).

3.5 Gaschromatographie-M assenspektroskopie (GC-MS)

351 GC-M S-System fur derivatiserte Prostaglandine

Die GC-MS und GC-Tandem-MS-Andysen fir Progtaglandine wurden mit enem triple-
stage Quadrupol Massenspektrometer TSQ 7000 (ThermoQuest TSQ 7000, Finnigan MAT,
San Jose, CA, USA) verbunden mit einem Gaschromatographen Trace 2000 (Thermoquest)
durchgefiihrt. Zur Probenaufgabe wurde ein Autosampler (AS 2000, CE Instruments, Audtin,
TX, USA) verwendet, zur gaschromatographischen Trennung eine Kapillarsdule Optima 17
(Macherey-Nagel) der Dimenson 30 m x 0,25 mm ID mit einer Filmdicke von 0,25 pum. Mit
folgendem Temperaturprogramm wurde die Kapillarsdule eewarmt: 2 min be 70 °C, Erho-
hung der Temperatur auf 280 °C mit 25 °C/min und weltere Erhdhung auf 320 °C mit 4 °C/
min. Helium war Trégergas be kongtantem Druck von 55 kPa Interface, Injektor und lonen
quelle wurden kongtant bei 280 °C, 290 °C und 180 °C gehdten. Unter El-Bedingungen
betrug die loniserungsenergie 70 eV. Unter NICI-Bedingungen betrugen die Elektronen
energie 200 eV und der Elektronenstrom 600 HA. Methan dente der chemischen lonisation in
der lonenquele bei enem Druck von 65 Pa Koallisonsgas im zweiten Quadrupol war fir
GC-TandemtMS-Messungen Argon mit 0,15 Pa Koallisonsdruck. Die Kollisonsenergie lag
bae 25 eV. Zur Detektion der lonen wurde jeweils ene Spannung von :2 kV am Sekundér-
Elektronen-Multiplier angdegt.

352 GC-M S-System fur derivatiserte phenolische Sduren

Die GC-MS- und GC-TandemMS-Andysen von Tyrosn, 3-Nitrotyrosin, 3-Nitro-4-hydroxy-
phenylessgsiure und von mit gabilen Isotopen markierten Andoga wurden mit unter 3.5.1
beschriebenen GC-MS- und GC-TandemtMS-System  durchgefiihrt.  Abweichend  hiervon
wurde zur gaschromatographischen Trennung ene Kapillarsaule Optima 5-MS der Dimens-

on 30 m x 0,25 mm ID mit einer Filmdicke von 0,25 um verwendet. Mit folgendem Tempera:
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turprogramm wurde die Kapillarsaule erwarmt: 2 min be 80 °C, Erhthung der Temperatur
auf 320 °C mit 25 °C/min und 5 min ba 320 °C. Methan diente der chemischen lonisation in
der lonenquelle bei einem Druck von 530 Pa Das Kollisonsgas im zweiten Quadrupol war
fur GC-Tandem-MS-Messungen Argon mit enem Kollisonsdruck von 0,13 Pa. Die Koallis-

onsenergie betrug 6 eV.
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4 Ergebnisse

In diesem Kapitd efolgt die Présentation der Ergebnisse gegliedet nach enzenen thema-
tischen Gruppen. Am Beginn geht jewells die andytische Methode, auf deren Grundlage die
Ergebnisse erzidt werden konnten. Einen Grof¥ell der entwicketen Methoden bilden dabel
die quantitativen massenspektrometrischen Methoden, die die Synthese enes internen Stan
dards vorausstzten. Um ene zuverldssge Quantifizierung der Messparameter zu gewdhr-
legten, folgt die Vdidierung der massenspektrometrischen Methoden in den einzenen Unter-
kapitdn. Spezidle und nur eénma verwerdete Methoden werden in direktem Zusammenhang
mit den durchgefuhrten Versuchen erléutert. Grundiegende Methoden, die mehrfach verwen
det wurden, wurden bereits in Kapited 3 dargestdlt, um Wiederholungen zu vermeiden. Damit
der enge thematische Zusammenhang mit den ezdten Ergebnissen aufrechterhdten bleibt,
werden diese direkt anschlief?end erlautert und diskutiert. Eine Ubergreifende Diskusson und
Bewertung der Ergebnisse erfolgt im anschlief3enden Kapitd 5.

4.1 |soprostane

Zunéchg wurde ene andytische Methode zur Bestimmung von 8-iso-PGF2, in menschlichem
Urin entwickdt (4.1.1). Nach Untersuchungen zum Metabolismus von 8-iso-PGF2, in der
Sandwich-Kultur von Schweinehepatozyten (4.1.2) wird ene quantitative Methode zur
Betimmung des Hautmetaboliten von 8-is0-PGF,; im menschlichen Urin, 2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF»,, vorgestdlt (4.1.3). Neben 8-iso-PGF,, solite Sch auch 8-iso-PGE; in
biologischen Proben nachweisen lassen. Sowohl eine GC- ds auch eine TLC-Methode zur
Trennung von 8-iso-PGE; und PGE, wurden hierfir entwickdt (4.1.4). Die entwicketen
Methoden wurden zur Quantifizierung von Isoproganen in in vitro-Ansdizen mit PGH,-
Synthase (4.1.5), bel in vivo-Hemmung der PGH»-Synthese (4.1.6) und in klinischen Studien

(5.1) engesatzt. Daneben wurden auch Versuche zur biologischen Aktivité von 8-i50-PGF24
und 8-is0-PGE; durchgefiihrt (4.1.7).
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4.1.1 8-iso-Progtaglandin Fza

Einen Uberblick Uber die entwickdte GC-Tandem-MS-Methode zur cquantitativen Bestim-
mung von 8-is0-PGF,, in menschlichem Urin gibt das Unterkepited 4.1.1.1; @n mdglicher
interner Standard fUr die massenspektrometrische Quantifizierung von 8-iso-PGF2, ig 8-iso-
[1,1-*80,]PGF24 (4.1.1.2). Nicht nur die massenspektrometrische Andytik von 8-iso-PGFg,
sondern auch die von anderen Isoprostanen und Prostaglandinen erfolgt bel der sehr sens-
tiven negativ-chemischen lonisation. Die NICI-Massenspektren von 8-iso-PGF24, 2,3-Dinor-
5,6-dihydro-8-is0-PGF2, und ihren mit dabilen Isotopen markierten Anadoga snd daher in
enem gemeinsamen Unterkapitd zusammengefasst (4.1.1.3). Nach der Vdidierung der GC-
TandemM S-Methode fir 8-is0-PGF24 (4.1.1.4) wurde die Variation der Ausscheidung von
8-is0-PGF2, in den menschliche Urin untersucht (4.1.1.5). Fir das Krankheitsbild des
Zdlweger-Syndroms kommt es zu einem daken Andieg der urindren Ausscheidung von
8-150-PGF24. Dieswird im abschlief3enden Unterkapitd 4.1.1.6 behanddt.

4.1.1.1 Analytische Methode (Abb. 8)

Biologische Proben. Die Sammlung des Urins erfolgte spontan in 2 |-PolypropylenGeféd3en
unter Zusatz von je 1 mM 5-Hydroxy-TEMPO (HTMP) und Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) ds Antioxidantien. Der Urin wurde zu 5 ml diquotiet und bae — 20 °C his zur
weteren Aufarbeitung gdaget. Kreatinin wurde in den Urinproben spektrophotometrisch
nach Jaffe et al. betimmt [343]. Die auf der dkdischen Pikrinsdureresktion baserende
Bestimmung wurde automatiset mit enem KredininrAnadyser (Beckman, Gaway, Irland)
durchgefuihrt.

Festphasenextraktion und Derivatisierung. Zu 5 ml Urin wurden 5 ng 8iso- [3,3',4,4"-2H.]-
PGF,, ds interner Standard zugesetzt (1 ng/ml). Die Urinproben wurden anschlief?end mit
Cis-SPE-Katuschen aufgerenigt (sehe 3.1.1). Zur TLC-Trennung wurden die Proben mit
PFB-Bromid verestert (Sehe 3.2.1). Die zur Trockene eingeengten PFB-Ester wurden in 70 pl
Ethylacetat aufgenommen und mindestens 12 h ba —78 °C gekihit. Nach Zentrifugation
(5 min, 1500 g bei 4 °C) wurde der Uberstand unter einem Np-Strom eingeengt und mit 20 pl
Ethanal aufgenommen.
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Dunnschichtchromatographie. Zur Trennung der PFB-Ester wurde das unter 3.3.2 beschrie-
benen TLC-Sysem entwickdt. Als Referenzsubstanz wurde der 4-FHuorobenzylester von
PGF2a (PGF24-4FB) (Rf = 0,31 +0,01, n=5) verwendet. Um eine mogliche Verunreinigung der
Proben zu verhindern, wurde der 4Huorobenzylester von PGF,, angtelle des PFB-Esters von
8-i0-PGF24 ds Referenzsubganz in der TLC eingesatzt. Unter den genannten Bedingungen
zeigten Referenzaubdanz und Andyt identische R-Werte. PGF,,-4FB wurde durch Ver-
ederung von PGF,; mit 4-Fuorobenzylbromid erhdten (Sehe Derivatiserungen, 3.2.2). Die
Refenzsubstanz (1 pg) wurde fir jede Slicage-Platte auf eine separate Bahn neben den biolo-
gischen Proben aufgetragen. Im Bereich des Ri-Wertes der Referenz wurden 0,6-cm breite
Banden fUr jede Probe ausgekratzt, mit 700 pl Ethanol extrahiert (5 min vortexen) und
zentrifugiert (30 min, 4000 g).

|

SPE
l Derivatisierung

TLC

l Derivatisierung

| GC-Tandem-Ms |

Abb. 8.  Schematisches Diagranm der andytischen Methode zur Bestimmung von 8-iso-
PGF,4 in menschlichem Urin mittels GC-Tandem-MS.

Derivatiserung und massenspektrometrische Analyse. Die unter N» getrockneten Proben
wurden mit BSTFA zu den TMSEthen umgesstzt (9ehe 3.2.6). Die Stolinduzierte
Fragmentierung (collision-activated dissoziation, CAD) der lonen [M — PFB]” mit m/z 569
und m/z 573 fuhrte zu den Produktionen mit myz 299 und m/z 303 fir die PFB-TMS-Derivate
von 8-iso-PGF,, und 8-is0-[3,3',4,4-2Hs]PGF2a, welche zur sdektiven Messung mit dem
unter 3.5.1 beschriebenen GC-MS-System detektiert wurden (selected-reaction monitoring,
SRM).
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41.1.2 Interner Standard

Als interner Standard fUr die massenspektrometrische Bestimmung von 8-is0-PGF,,  egnen
sich mit den stabilen Isotopen 2H, *3C oder 80 markierte Andoga Wahrend die Markierung
mit Deuterium oder *C meist nur durch chemische Totasynthese mglich ist, erlaubt ein von
Pickett und Murphy publizietes Vefahren den Audausch der Sauersoffatome in dipha-
tischen und aromatischen Carbonsauren [344]. Die zunéchst fur PGF,, beschriebene enzyma-
tische Hydrolyse fand fir wetere Prostaglandine, Eicosanoide und Leukotriene Anwendung
[345,346,347]. Die enzymatische Hydrolyse des Methylesters der Carbonsdure mit ener
unspezifischen Esterase wird in Ho'80 durchgefithrt. Dabel kommt es nicht nur zum Aus-
tausch eines Sauerdtoffatoms, sondern auch zum Austausch beider Sauerstoffatome (90 % fur
PGF2a [345]). Der Antell an unmarkiertem Produkt liegt dabel je nach isotopischer Reinhet
des eingesetzten H®0 unter 1 %. Daher wurde von Pickett und Murphy vorgeschlagen, dass
nicht nur der Methylester, sondern auch die frele Sdure ds Substrat der Edterase dienen kann
[345]. Eine wetere Erklarung bietet die Ruckresktion, bel der die ESterase die Veresterung
der berdits ein ®0-Atom enthdtenden Carbonsiure kadysiert. Moglicherweise spiden die
zur Losung der Carbonsiure beigesstzten nicht unerheblichen Mengen an Alkohol hier ene
Rolle. Bei der '80-Markierung ist zu beachten, dass sich die mit 20 markierte Carbonsiure
nicht ds interner Standard bel nativen Plaamaproben eignet. Es kommt zu enem schndlen
Audausch der Sauerdoffatome durch ebenfdls ungpezifische Edterasen im Blutplasma [348].
Als interner Standard fUr die massenspektrometrische Betimmung von 8-iso-PGF,, wurde
zundchst 8-iso-[1,1-*%0,]PGF,, (enzymatische Synthese) verwendet und nach kommerzidler

Verfiigbarkeit 8-is0-[3,3',4,4'-?Hs] PGF 24 (Cayman) [349,350].

Chemikalien und Reagenzien. 8is0-PGF,, wurde von Cayman, Schweineleberesterase (PLE,
EC 3.1.1.1) in 32 M Ammoniumsulfa, pH 8, von Sigma und H,'0 (95 Atom % *20) von
Isotec (Miamisburg, OH, USA) erhdten. Zur Hersidlung von Li*®OH (0,36 M) wurde eine
entsprechende Menge Lithium in H,*80 gelést (weitere Chemikdien im Anhang).

Enzymatische Synthese won 8iso-[1,1'-80,] PGF,a. Zunédchst wurde 8iso-PGF., (500 pg)
dreimd jewels 5 min ba RT mit 100 pl frisch hergeselter &herischer LGsung von Diazo-
methan inkubiert. Das Resktionggemisch wurde unter N> eingeengt und in 10 ul Ethanol auf-
genommen. Ein 200-pl Aliquot der PLE Suspension (1000 U) wurde unter N2 zur Trockene
engeengt und in 300 pl H,'®0 resuspendiert. Der pH-Wert wurde mit Li*%OH auf pH 7
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engedelt. Die resuspendiete PLE und das in Ethanol aufgenommene Resktionsgemisch
wurden zusammengegeben und 30 min be 37 °C inkubiert. Nach Inkubation wurde mit 5 M
HCOOH auf pH 2 bis 3 angesduert und 1.5 (v/v) mit BO verdinnt. Die Reaktionsprodukte
wurden Uber Festphasenextraktion isoliert. Das Resktionsprodukt wurde in 1 ml Ethanol
gel6gt (Stamml ésung).

Massenspektrometrische Charakterisierung des Produktes der enzymatischen Synthese. Zur
massengpektrometrischen  Charakterisierung  des  Produktes der  enzymatischen  Synthese
wurden die El-Spektren der Methylester (Me)-TMS Ether-Derivate des Produktes der
enzymatischen Synthese und zum Vegleich von (15R)- und (15S9)-8-is0-PGF,; und 8-iso-
[3,3,4,4'-?H4]PGF,, aufgenommen. Es wurde das GC-MS System fir Prostaglandine unter
El- und GC-M S-Bedingungen verwendet (Sehe 3.5.1).

Die GS-MS-Andyse des Me-TMS-Derivates des durch enzymatische Synthese erhdtenen
180-markierten 8-is0-PGF,, zeigte nur einen enzigen Pesk. Die Retentionszeiten (min) der
enzednen Me-TMS Derivate betrugen: 11,98 fur (159)-8-is0-PGF2,, 11,99 fur (15R)-8-iso-
PGF24,11,95 fiir 8-is0-[3,3,4,4'-2Hs]PGF25 und 11,98 firr 8-iso-[20]PGF,4. Sowohl 8iso-
[1BO]PGF,, ds auch 8-is0-PGF., duietten zur gldchen Zdt von der GC-Saule. Beide
Massenspektren zeigen das Molekilion (M), m/z 584 fir 8iso-PGF,, und nvz 588 fir 8iso-
[8O]PGF.a, wobei das mVz-Verhdtnis fir 8iso-[**0O]PGF2, um 4 Da erhéht ist (Abb. 9). Alle
lonen, die durch Verlust von 1 bis 3 TMSOH-Gruppen entstanden sind, zeigen ebenfdls en
fir 8iso-[*®0]PGF.2 um 4 Da erhthtes m/z-Verhdtnis In intensiven lonen unter m/z 307, die

noch die Kohlenstoffatome C9, C11 oder C15 enthaten [351,352], finden sich keine 20-
Atome mehr. Das Produkt des enzymatischen |sotopenaustauisches konnte somit eindeutig as

8-i50-[1,1-180,]PGF,, identifiziert werden. Die Massengpektren von 8-is0-PGF,; und 8-iso-
[1,1-*80,]PGF2, entsprechen denen von PGF2, und [1,1-'80,]PGF2, [345]. Auch fiir das
Massenspektrum von 8-iso-[3,3',4,4'->H,]PGF2, zeigen die Fragmente ber m/z 307 €n um
4 Da erhthtes m/z-Verhdtnis, entsorechend den schweren Isotopen; es kommt zu keinem
Isotopenaustausch in der Carboxyl-Kette [196]. Die Intendtét der Fragmente it geringflgig
anders vertelt verglichen mit  8-is0-[1,1-'®0,]PGF2.. Die Retentionszeit von 8-iso-
[3,3,4,4'-?Hs)PGF,, ist aufgrund des relativ groRen Isotopeneffekts von Deuterium verkiirzt
[353]. Die Massengpekiren von 8-is0-PGF,; und (15R)-8-iso-PGF2, zeigten identische Fragr
mentierung und Intensitét der Fragmente (Daten nicht gezeigt).
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Abb.9.  El-Massenspektren der Me-TMS-Derivate von 8-is0-PGF2, (A), 8-is0-[3,3,4,4-
2H4]PGF2a (B) und 8-iso-[1,1-80,]PGF,, (C). Die loniserungsenergie betrug 70 eV.
* = Markierung der 20-Atome, TMSOH = Trimethylsilanal.

Bestimmung der Ausbeute und der isotopischen Reinheit des Produktes der enzymatischen
Synthese. Zur Besimmung von Ausbeute und isotopischen Reinheit wurde zum PFB-Ester-
TMS-Ether umgesetzt. Es wurde das GC-MS System fir Prostaglandine unter NICI- und GC-
TandemM S-Bedingungen verwendet. Die Ausbeute der enzymatischen |sotopenmarkierung
von 8-is0-PGF,, wurde besimmt, indem die erhdtene Stammlésung von 8-iso-[1,1'-180,]-
PGF,a massengpektrometrisch standardisert wurde. Dazu wurden jeweils 10 ng 8-iso-PGF24
eéne engewogenen Stammlésung von 8-iso-PGF,,; mit unterschiedlichen Mengen an 8-iso-
[1,1-180,]PGF,, versetzt und zu den entsprechenden PFB-TMS-Ethern umgesetzt (n=2). Zur
quantitetiven Andyse mit GC-MS wurden im SIM-Modus die Intensitét der lonen [M — PFB]
mit m'z 569 fir 8-is0-PGF,, und mz 573 fir 8-iso-[1,1-80,]PGF,, bestimmt. Die lineare
Regresson der Peakfléchenverhditnisse (SSIM von mvz 573 zu vz 569) (y) und das Verhdtnis
der eingesetzten Menge von 8is0-[1,1'-180,]PGF2, zu 8is0-PGF2, (X) ergab eine Gerade der
Gldchung: y = 0,046 + 0,8575x (r’=0,998). Aus der Steigung der Geraden resutierte eine
sehr hohe mittlere Gesamtausbeute der | sotopenmarkierung von 85,7 %.
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Die isotopische Reinheit von 8iso-[1,1'-1¥0,]PGF,, wurde durch SIM der lonen mit m/z 569
fur nichtmarkiertes 8-iso-PGF,, sowie mvz 571 fir einfach *®0-markiertes und mvz 573 fir
2weifach *80-markiertes 8-iso-PGF,, bestimmt. Der Anteil an nicht markiertem 8-iso-PGF2,
betrug 20 %. Der Antell an 8-iso-[1,1-°0®0O|PGF,, betrug 17,7 % und der an 8-iso-
[1,1'-180,]PGF24 80,3 %.

Zusammenfassung. Bel der Umsatzung des Methylesters von 8-iso-PGF2, mit unspezifischer
Schweineleberesterase in H,'%0 kommt es zum Austausch beider '0-Atome der Carboxyl-
Gruppe. Die Gesamtausbeute der enzymatischen |sotopenmarkierung it mit Gber 85 % sehr
hoch. Sie wurde erreicht durch Verwendung eines relativ groen Volumens an H,*%0, hohe
PLE-Aktivitdt und enfache Aufreinigung des Produktes. Die verglechsweise hohe isoto-
pische Unreinheit mit 2 % an nicht 80-markiertem 8-iso-PGF,, ist auf den °0-Gehdt des
eingesetzten *0-markierten Wassers zuriickaufilhren [344] und kann daher weiter verbessert

werden.

4.1.1.3 NICI-Massenspektren

Derivate Die Massenspektren der Substanzen (15R)- und (159-8-is0-PGF2,, 8-iso-
[3,3,4,4'-?Hs)PGF2a, 8-is0-[1,1-180,]PGF,q, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, (Cayman),
ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1-20,]PGF,,  (Synthese siehe 4.1.3.3) und (15R)- und
(159)-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2,  (Synthese siehe 4.1.3.2) wurden von den
entsprechenden PFB-TMS-Derivaten aufgenommen. Dazu wurden jewells 1 pl-Aliquots der
Losungen der fertigen Derivate in BSTFA (10 ng Substanz/pl BSTFA) gplitlos in das
GC-MS-Sydgem injiziert.

Gaschromatographie-(Tandem) Massenspektrometrie. Die GC-MS- und GC-TandemMS-
Spektren wurden unter NICI-Bedingungen mit dem GC-MS-System fur Prostaglandine (sehe
3.5.1) generiert. Die Retentionszeiten (min) der enzenen PFB-TMS-Derivate betrugen: 26,17

fur (15R)- und (159-8-is0-PGF,., 26,09 8-is0-[3,3,4,4-2Hs]PGF2,, 26,20 fir 8-iso-
[1,1-180,]-PGF,a, 22,59 firr 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,a, 22,60 fiir ent-2,3-Dinor-
5,6-dihydro-8-iso-[1,1-*80,]PGF,,  und 22,54 fir (15R)- und (159-ent-2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF; 5.
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Ergebnisse und Diskussion. Die Massengpektren (GC-MS) und die Tochterspekiren (GC-
TandemMS) von 8-is0-PGF2,, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, (PFB-TMS-Derivate) und
ihren mit dabilen Isotopen markierten Andoga unter NICI-Bedingungen snd in Tab. 1
wiedergegeben. Als prominente lonen in den GC-MS-NICI-Massengpektren finden sch m/z
569 fir 8is0-PGF2, und mvz 573 fir 8is0-[3,3',4,4"-2H,]-PGF2a und 8-iso-[1,1'-180,]PGF2a,.
Der Verlust des PFB-Esters unter NICI-Bedingungen igt typisch fur die PFB-TMS-Derivae
der Prostaglandine [197]. Die Erhdhung des m/z-Verhdltnisses fir 8-iso-[3,3',4,4'-2Hs]PGF2a
und 8-iso-[1,1'-180,]PGF,a gegeniber 8-iso-PGF,, um 4 Da tragt den schwereren |sotopen
Rechnung. Die PFB-TMS-Derivate der Dinor-dihydro-Verbindungen zeigen ene entspre-
chende Fragmentierung. Prominente lonen finden sich be nvz 543 fir 2,3-Dinor-5,6-dihydro-
8-i150-PGF24 und ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, sowie bel nvVz 547 fur ent-2,3-Dinor-
5,6-dihydro-8-iso-[1,1-*80,]PGF,,. Die PFB-TMS-Derivate der beiden Enantiomere von
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  zeigen sowohl nahezu identisches  chromatographisches
ads auch massengpektrometrisches Verhdten. Eine Trennung bzw. Unterscheidung ist unter
den gewéhlten Bedingungen nicht moglich.

Die prominenten lonen [P|” = [M - PFB] der untersuchten Isoprostane sind mit Argon weiter
fragmentiert (CAD) worden. Intensgve Produktionen finden sch in den GC-TandemMS-
NICl-Massenspektren bei myz 299 firr 8iso-PGF,, und bei mvz 303 firr 8iso-[3,3',4,4'-%Ha]-
PGF,, (Tab. 1). Dies entspricht dem Verlust der drei TMSOH-Gruppen ([P - 3XTMSOH])
[193]. Die Fragmentierung von 8-iso-[1,1-180,]PGF,, unterscheidet sich jedoch von derjeni-
gen des 8-iso-[3,3,4,4'->Hs]PGF2a: Als Fragmente finden sich Produktionen, die sowohl
durch den Verlus von TMSOH (90 Da) ds auch von TMS®OH (92 Da) entstanden sind. So
zegt das GC-Tandem-MS-Spektrum von 8-is0-[1,1-180,]PGF,, neben dem Fragment mz
303 ([P - 3XTMSOH]) auch mVz 301 ([P - 2XTMSOH - TMS¥OH]"). Die Intensita der
Fragmente i vergleichbar, jedoch von den gewéhiten Bedingungen der Kollison mit Argon
abhangig. So it auch das lon mit m/z 303 as intensivstes lon bel der CAD von 8iso-[1,1-
180,]PGF,a gefunden worden [349]. Die PFB-TMS-Derivate der Dinor-dihydro-Verbindun-
gen zeigen ene entgprechende Fragmentierung unter  CAD-Bedingungen. Prominente lonen
finden sch ba m/z 273 ([P - 3XTMSOH]") fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, und ent-
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, sowie be m/z 275 ([P - 2xTMSOH - TMS'®OH]") und
m/z 277 ([P - 3xTMSOH]) fir ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1-180,]PGF,, (Tab. J).
Diese Beobachtungen legen nahe, dass es zu ener Umlagerung der TMS-Gruppe von den
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Hydroxyl-Gruppen zur Carboxyl-Gruppe wahrend des CAD-Prozesses kommt. Auch fir an
dere mit ®O-markierte Eicosancide zeigt sich eine solche Umlagerung fir die Dissoziation

der [M - PFB]" lonen der PFB-TMS-Derivate (unverdffentlichte Ergebnisse).

4.1.1.4 Validierung der quantitativen Methode

Fir die Probenvorbereitung, wird einfache GC-MS zur quantitativen Andyse von 8-iso-
PGF,, engesatzt, wurden bisher neben Immunoaffinitétschromatographie mehrere  dinn-
schichtchromatographische Verfahren hintereinander  durchgefihrt oder mit HPLC zur Pro-
benvorbereitung  kombiniert  [149,208,217,354]. GC-Tandem-MS ollte hier den Vorzug
einfacherer Probenvorbereitung bel hoherer Akkuratheit bieten. Wahrend Schweer et al. ene
Kombination von TLC mit HPLC und GC-TandemMS vorgdlten [150], erlaubt die hier
entwickdte und im Folgenden vadidiete Methode die quarntitative Betimmung von 8-iso-
PGF24 in humanem Urin mit GC-Tandem-M S nach einfacher TLC-Aufreinigung der Proben.

8-is0-[3,3,4,4'-°Hs] PGF4 als interner Sandard fir 8-iso-PGF,4 Die Eignung von 8-iso-
[3,3,4,4'-?Hs]PGF2, ds interner Standard in der GC-Tandem-MS-Andytik wurde mit einer
Verdinnungsrethe  Uberprift. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen von 8-iso-PGF2,
(0-200 pg/ul, n=7) mit jewels 50 pg/ul 8-i0-[3,3',4,4-’Hs)PGFo, zum PFB-TMS-Derivat
umgesetzt. Zur Standardiserung fur die GC-Tandem-MS wurden die lonen mit m/z 299 fur
8-i50-PGF2, und mvz 303 firr 8iso-[3,3',4,4'->H4]PGF2, im SRM-Modus detektiert. Die line-
are Regresson des gemessenen Peekfléchenverhdtnisses zwischen mvz 299 und nvz 303 (y)
und dem Vehdtnis des Andyten zum internen Standard ergeb die Regressonsgleichung:
y = 0006 + 098x (r=0999). Die gute Ubereingimmung zwischen gemessenem
Peskflachenverhdtnis und zugesstiztem Mengenverhdtnis zeigt die Eignung von  8-iso-
[3,34,4'-H4]PGF.5 dsinterner Standard in der GC-Tandem-M S-Andytik von 8-iso- PGF ..

Akkuratheit, Prézision, Reproduzierbarkeit, Detektionslimit und Nachweisgrenze der
Methode. Zur Besimmung der Akkuratheit und Prézison der Methode wurden der gepoolte
Urin von drel Probanden verwendet. Als interner Standard wurde jewels 1 ng/ml 8-iso-
[3,3,4,4-2Hy]PGF,, addiet. Die enzdnen 5 mil-Aliquots wurden mit unterschiedlichen
Mengen an 8is0-PGF», versetzt (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 und 2 ng/ml, n=3). Nach Festphasen
extraktion wurde zu den PFB-Estern umgesetzt. Anschliefiend wurden die Proben mit TLC
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aufgereinigt. Nach Derivdiserung zu den TMS-Ethern efolgte die GC-Tandem-MS-Andyse
zur Quanti-fizierung der PFB-TMS-Derivate von 8-is0-PGF2, und 8-is0-[3,3',4,4'-2Hs] PGF24
(SRM der lonen mit nvVz 299 und myz 303).

Die basde Exkretion an 8-is0-PGF,, betrug 350 £77 pg/ml (Proband A, n=3), 440 +167
pg/ml (Proband B, n=3) und 730 +25 pg/ml (Proband C, n=3). Die lineare Regressonsanalyse
zwischen den gefundenen (y) und den zugesetzten Konzentrationen von 8-is0-PGF24 in ng/ml
Urin (xX) ergab fur Proband A die Geradengleichung y = 0,368 + 0,958x (r = 0,997), fir
Proband B die Gleichung y = 0,358 + 0,936x (r = 0,992) und fur Proband C die Gleichung
y = 0,750 + 1,149x (r = 0,997). Die mittleren gemessenen Korzentrationen von 8iso-PGF2,4
fir die verschiedenen zugesstzten Mengen an 8-is0-PGF,; und deren Standardabweichung
(SD) dienten ds Berechnungsgrundiage der Prézison und der Akkuratheit der Methode. Die
in Tab. 2 zusammengefasten Ergebnisse zeigen, dass dch die andytische Methode zur
Bestimmung von 8-is0-PGF24 durch gute Prézison und Akkurathelt auszeichnet. Die mittlere
Prézison liegt bei 62 £ 1,3 % (RSD) und die mittlere Akkuratheit der Methode liegt bel
95+3,0 %.

Die ingrumentedle Prézison und die Reproduzierbarkeit der Methode wurde mit 5 mi-
Aliquots gepoolten Urins Uberpriift, denen jeweils 1 ng/ml 8-iso-[3,3',4,4'->Hs]PGF2, ds
interner Standard zugesetzt wurden. Alle Proben wurden wie beschrieben aufgearbeitet und
mit GC-TandemMS quantifiziet. Die indrumentdle Prézison betrug fir endogenes 8-iso-
PGF,a 97,9 % (n=5). Die Reproduzierbarkeit der Methode lag bel 94 % fir Proben, die am
gleichen Tag aufgearbatet wurden (n=3) und be 93 % fur Proben, die an aufeinander
folgenden Tagen aufgearbeitet wurden (n=5).

Das Detektiondimit (LOD) fur 8iso-PGF,a wurde durch GC-TandemMS-Andyse (1 pl) von
Verdinnungen einer StammlGsung des PFB-TMS-Derivates von 8-is0-PGF2, in BSTFA e-
mittelt. SRM des lons nv/z 299 zeigte fir das PFB-TMS-Derivat von 8iso-PGF», en Sgnd-
z2u-Rausch-Verhdtnis von 20:1 fir 250 fg. Bel einer quantitativen Ausbeute wirde dieses
LOD ener Konzentration von 8-is0-PGF25 von 5 pg/ml Urin (5 ml) entsprechen.
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Kombination von HPLC und TLC zur Bestimmung von 8iso-PGF 25 in menschlichem Urin.,
Ein typisches Chromatogramm fir die unter 4.1.1.1 beschriebene GC-Tandem-MS-Methode
Zur quantitativen Bestimmung von 8-iso-PGF», in humanem Urin i in Abb. 10 (A) gezegt.
Fir den intenen Standard 8-is0-[3,3',4,4'-H4]PGF2:a (SRM von m/z 303) zegt sich dn
einziger Peak. Neben einem Peak mit der Retentionszeit von 8is0-PGF,, zeigt das Chromato-
gramm fir die endogene Substanz (SRM von m/z 299) jedoch weitere intensive Pesks. Um
ene mogliche Interferenz dieser Pesks (Scans 1189, 1273 und 1279) und coeluierender
Subgtanzen bel der quantitativen Bestimmung von 8-is0-PGF,; auszuschlielien, wurde 8-iso-
PGF,, sowohl nach TLC-Aufrenigung ds auch nach ener kombinieten Aufreinigung mit
HPLC und TLC in gepooltem Urin mittels GC-TandemMS quantifiziert (SRM der lonen mit
m/z 299 und 303, n=5). Es wurde hierfir das HPLC-Sysem zur Trennung von Prosta
glandinen ds free Sduren nach 3.4.1 verwendet. Die Anadyse von jewels 1 ug der freen
Sauren ergab folgende Retentionszeiten (min) fur dieses HPLC-System: 11,45 £0,21 fir
8-is0-PGF2a und 15,79 *0,19 fir PGF24 (n=5). Abb. 10 (B) zeigt das GC-TandemMS-
Chromatogramm der gleichen Urinprobe wie in Abb. 10 (A), jedoch nach zusitzlicher
Aufrenigung des Urins mit HPLC. Die zuséizlichen Pesks im Chromatogramm fir das endo-
gene 8-i0-PGF,, (mVz 299) snd nach Aufreinigung mit HPLC und TLC nicht mehr nachzu-
weisen. Das Peakfléchenverhdtnis zwischen endogenem 8-is0-PGF,, (mVz 299) und internem
Standard (m/z 303) bleibt jedoch unverdndert. So betrdgt die nach TLC-Aufranigung
gemessene Konzentration von 8-is0-PGF,, im gepoolten Urin 148 +12 pg/ml (n=5), wahrend
nech der kombinierten Aufreinigung mit HPLC und TLC 152 +13 pg/ml 8iso-PGF24 im Urin

mit GC-TandemMS gemessen wurden (n=5).

Auf der Bass dieser Ergebnisse zeigt dch, dass die TLC-Aufrenigung der Urinproben die
Sezifische quantitative Bestimmung von 8-i1s0-PGF2; im Urink mit GC-Tandem-MS  erlaubt.
Zusitzlich durchgefiihrte HPLC-Aufreinigung erhoht nicht die Selektivitdt der Methode. Die
akkurate Quantifizierung von 8-is0-PGF2, igt somit durch enfache TLC-Trennung gewahr-
leiget (vergleiche auch 4.1.3.5).

Abb. 10. (nachste Sate) GC-Tandem-MS-Andytik von 8-is0-PGF,,. Gezeigt Snd typische
Chromatogranme aus der Andyse ener Urinprobe enes gesunden Probanden. SRM der
lonen mit m/z 299 fir endogenes 8iso-PGF,, und nvz 303 fur den internen Standard 8iso-
[3,3,4,4'-?Hs]PGF,, der PFB-TMS-Derivate. Es sind die Chromatogranme der GC- Tandem-
MS-Andyse nach TLC (A) und nach HPLC gefolgt von TLC (B) gezeigt.
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Identifikation von endogenem 8-iso-PGF»4 Zur ldentifikation des gaschromatographischen
Pesks mit der Retentionszeit von synthetischem 8-iso-PGF,; wurde ein Tochterspektrum der
endogenen Subgtanz aufgenommen. Die in Urinproben von gesunden Probanden enthdtenen
Mengen an 8-is0-PGF,, reichten jedoch aufgrund der Nachweisgrenze der Methode nicht zur

Aufnahme enes Tochterspektrums aus. Wie unter 4.1.1.6 noch gezeigt wird, kann es unter

Ind

100+ r 1004

50 < - 504

m{z 200 250

109,89+ 109,09+

RIC

pathologischen Umgtdnden zu ener 124-fachen Erhthung der 8-iso-PGF24-Ausschedung in
den Urin kommen. Diese Erhthung der 8-is0-PGFoa-Ausscheidung be Kindern  mit
Zdlweger-Syndrom mechte die Aufnahme enes Tochterspektrums aus dem nach 4.1.1 aufge-
arbeiteten Urin moglich. Dazu wurde das lon myz 569 durch CAD fragmentiert (Abb. 11,
rechts).
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Abb. 11. CAD NICI-Massenspektren von 8-is0-PGF»,. Vergleich dar GC-TandemMS-
Tochterspektren (oben) der PFB-TMS-Derivate von kauflichem 8-is0-PGF2, (links) und der
endogenen Komponente aus dem Urin enes Kindes mit Zdlweger-Syndrom mit  der
Retentionszeit von 8is0-PGF,, (rechts) nach CAD des lons m/z 569 (P =[M - PFBJ]’). Die
GC-TandemM S-Chromatogramme  (RIC, unten) zeigen die Retentionszeiten der Pesks, die
zu den Massengpekiren gehdren (oben). Zu den lonen des Tochterspektrums gehdren m/z 479
([P — TMSOH]’), m/z 389 ([P — 2x TMSOH]"), m/z 317 ([P — 2x TMSOH — (CH3),Si=CH;]’),
m/z 299 ([P — 3x TMSOH]"), n/z 273 ([P —2x TMSOH — (CH3),Si=CH, — CO,]") und m/z 255
([P—3x TMSOH — CO3]).
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Abb. 11 (links) zeigt das entsprechende Tochterspektrum, das durch CAD des lons m/z 569
des PFB-TMS-Derivates von synthetischem 8-iso-PGF,, erhdten wurde. Die funf charakte-
rigischen Produktionen des PFB-TMS-Derivates von synthetischem 8-iso-PGF,, finden sch
im Tochterspekirum der endogenen Substanz wieder Abb. 11, rechts). Damit konnte der Pesk
mit der Retentionszeit von 8-i0-PGF24 (23:19 min) in der Urinprobe enes Kindes mit
Zdlweger- Syntrom eindeutig as 8-is0- PG, identifiziert werden.

Dunnschichtchromatographie nach [150]. Als Modifikation der unter 3.3.2 beschriebenen
Methode ig auch ohne Kammersdtigung gearbeitet worden, um en Standardgemisch von
Fo-lsoprostanen as PFB-Egter dinnschichtchromatographisch zu  trennen.  Als  Laufmittel
diente ein Gemisch aus Ethylacetat/Hexan, 90:10 (v/v). Folgende Ri —Werte wurden ermittelt:
0,25 fur PGF2a, 0,19 — 0,23 fur 8-is0-PGF24 und 9a,11b-PGF,, sowie 0,13 fir 9b,11a-PGFy;.

Diskussion. Bisher snd enige massenspektrometrische Methoden zur Quantifizierung  der
Auscheidung von 8-is0-PGF2; in den Humanurin beschrieben worden [149,150,208,217].
Diese Methoden setzen zur Probenvorbereitung die Kombination von SPE mit HPLC und
TLC [208] oder TLC underivetiserter mit anschliefender TLC derivatiSerter |soprostane
voraus [149]. Eine andere Mdoglichkeit bietet der Einsatz der Immunoaffinitéischromato-
grephie [217]. Die Vewendung der sdektiveren GC-Tandem-MS hat bisher nicht zu ener
Veringerung der Probenvorbereitung beigetragen [150]. Im Gegensatz dazu erlaubt die hier
entwickdte GC-TandemMS-Methode die spezifische und akkurate Bestimmung von 8-iso-
PGF,, mit verenfachter Probenvorbereitung. Auf eine zusdtzliche HPLC-Trennung der
Anayten kann verzichtet werden, da sSe keine grofere Sdektivitd gewdhrt. 8-is0-PGFo,
konnte eindeutig ds Andyt in ener endogenen Probe identifiziet werden. Mdoglich wird
diese Vereinfachung der Probenvorberaitung durch eine hohere Effizienz sowohl der TLC- ds
auch der GC-Trennung von 8-is0-PGF,; von anderen F,-Isoprostanen. Die Effizienz TLC-
Trennung wird dabe von der Wahl der TLC-Zone beanflusst. So ist die Trennung von 8iso-
PGF,, fur ene klene TLC-Zone (R 0,19-0,23) von anderen F»-lsoprostanen erzielbar. Die
be glechem Elutionamittd von Schweer et al. gewdhlte breite TLC-Zone (Rs 0,02-0,16)
efast ene ganze Rehe von F,-lsoprostanen [150]. Auch die GC-Trennung von zumindest
génigen Fo-Isoprogtanen ist bel der Wahl ener GC-Saule gedgneter Polaritét erreichbar.
Anders ds GC-Saulen mit geringer Polaritét (DB 1, DB 5, DB 5-MS von J & W Scentific
oder HP-5MS von Hewlett Packard) erlaubt der Einsaiz einer Phase mittlerer Polaritét wie
z.B. SPB-1701 (Supelco) oder Optima 17 (Macherey-Nagd) die Trennung mehrerer Fo-
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Isoprostane. So konnte ein Gemisch von F-1soprostanen, bestehend aus 8is0-PGF24, PGF2a,
9a,11b-PGF,; und 9,11a-PGF,,, das auf der SPB-1701 getrennt wurde [201], auf einer HP-
5MS nicht vollstandig getrennt werden [216]. Die Kombination ener effizienteren TLC- und
GC-Trennung macht so eine weitere Probenvorbereitung mit HPLC Uberfliissg.

4.1.1.5 Variation der 24-Stunden-Ausscheidung

Durch die Standardiserung der Bestimmung von 8-iso-PGF2, auf den Kreatinin-Gehdt des
Urins sollen mdgliche tageszatabhdngige Schwankungen in der Ausscheidung von 8-iso-
PGF,, verringert werden. Eine andere Mdoglichkeit besteht in der Sammlung von 24- Stunden
Urinen. Dazu war die Abhéngigket der Ausscheidung von 8is0-PGF,, in Humanurin von der
Tageszet zu untersuchen.

Die Exkretion von 8-is0-PGF,, in den Urin wurde bel zwel gesunden Probanden untersucht.

Fir die Aufreinigung der biologischen Proben vor der Quantifizierung mit GC-TandemMS
diente die unter 4.1.1.1 beschriebene Methode (TLC). Tab. 3 zeigt die um die gomerulae

Filtrationsrate bereinigten Werte der Ausscheidung von 8-iso-PGF,,. Die Vertelung der
Tagesausscheidung von  8-is0-PGF,, Uber acht verschiedene Zetpunkte it in Abb. 12
wiedergegeben.

Es begeht kein datigisch dgnifikenter Unterschied zwischen der mittleren  ausgeschiedenen
Menge an 8-is0-PGF2, in Morgenurin und in 24-Stunden Urin (p>0,05). Auch die mittlere
Ausschedung an  8-is0-PGF2;  zu  verschiedenen Zeitpunkten unterscheidet dch  nicht
sgnifikant von derjenigen in den Morgenurin oder den 24-Stunden Urin (p>0,05). Diese
Ergebnisse werden von Helmersson et al. bestétigt [355]. Sowohl die Mittelwerte as auch die
Einzewerte fur die in den 24-Stunden Urin ausgeschiedenen Menge an 8is0-PGF2, sSnd fast
identisch mit der mittleren Ausscheidung von 8-is0-PGF,, zu verschiedenen Zetpunkten. Sie
unterscheiden sch kaum von der im Morgenurin ausgeschiedenen Menge an 8-i0-PGF24
(Tab. 3). Im Gegensatiz zu Richelle et al. [119] i dlerdings die Vertelung der Ausscheidung
von 8-is0-PGF,, Uber die Tageszeit nicht enhatlich Abb. 12). Somit gibt das im Morgenurin
bestimmte Verhditnis der Ausscheidung von 8-iso-PGF,,; zu Kredtinin in guter Naherung die
in 24 Stunden glomerulé filtrierte Menge an 8-1s0-PGF»,, bezogen auf Kreatinin wieder.
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Tab.3. Mittlere Auscheidung von 8-is0-PGF,, Uber 24 Stunden be zwe  gesunden
Probanden.

Proband 8-150-PGF,, (pmol/mmol Kresatinin)

Verschiedene Morgenurin® 24-h-Urin
Zeitpunkte
(Mittel + SD.)?

1 134 £21 128 132

2 82 +24 103 78
Mittel+S.D. 108 + 20 116 + 13 105 + 27
R.S.D. (%) 18 11 26

°Alle Angaben fir Urin. "Gesammelt zwischen 8 und 11 Uhr.

200 q
180 ~
160

o] T L T L L

100 ~
80-
60-
40-
20-

8-is0-PGP2a (pmol/mmol Kreatinin)

8-11 11-1414-1717-2020-23 23-2 2-5 5-8
Uhrzeit (h)

Abb. 12. Vertdlung der Ausscheidung von 8-is0-PGF,, in den Urin Uber die Tageszet bel
zwel gesunden Probanden (Mittel+S.D., n=2)

4.1.1.6 Zellweger-Syndrom

Die b-Oxidation von Fettsauren findet nicht nur in den Mitochondrien sait, sondern auch in
den Peroxisomen. Die Enzyme der peroxisomaen b-Oxidation zeigen jedoch ene hohere
Affinitét zu langkettigen Fettsauren. Eine Storung der Biogenese der Peroxisomen liegt beim
Zdlweger-Syndrom (cerebrohepatorenales Syndrom) vor. Die Schwere der Erkrankung fuhrt
frihzeitig zum Tod [356]. Sowohl die Produkte des cyclischen Weges des Arachidonsiure-
soffwechsds (PGH»-Synthase) ds auch die des linearen Weges des Arachidonsaurestoff-
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wechsels (Lipoxygenasen) werden im Organismus Uber b- und w-Oxidation in der Leber
abgebaut. Be Patienten mit Zelweger-Syndrom konnten weder die Hauptmetabolite der
Prostaglandine PGE, und PGI, (Prostacyclin) noch des Thromboxans A, im Urin gefunden
werden [357]. Dies legt die Vermutung nahe, dass diese Metabolite bei gesunden Menschen
durch peroxisomale b-Oxidation und mikrosomae w-Oxidation entstehen. Auch das b- und
w-Oxidationsprodukt des Leukotriens LTEs, w-Carboxy-tetranor-LTE4, war im Urin von
Zdlweger-Pdtienten nicht nachweisbar [358]. Im Gegensaiz dazu konnten PGE,, 6-Keto-
PGF1a, Thromboxan B, LTE4;, N-Aceyl-LTE; sowie die beiden Lipoxygenaseprodukte
12-Hydroxyeicosatetraensdure (12-HETE) und 15-HETE im Urin von Kindern mit Zdlweger-
Syndrom in bis zu 80-fach hoheren Konzentrationen gemessen werden [357,358,359)].

Die Exkretion von 8-is0-PGF2, in den Urin wurde bel funf Kindern mit Zdlweger-Syndrom
im Alter zwischen 2 Monaten und 10 Jehren (Mittelx SD: 3,1+3,9 Jahre) und einer Kontroll-
gruppe (6,4£1,9 Jahre, n=5) untersucht. Die fUnf erkrankten Kinder wiesen die klinischen und
biochemischen Verdnderungen des cerebrohepatorendes Syndroms auf [350,358]. Zur
Aufranigung der biologischen Proben vor der Quantifizierung mit GC-TandemMS wurde
die unter 4.1.1.1 beschriebene Methode (TLC) verwendet. Die gemessenen Werte fir 8-iso-
PGF2, in der Gruppe der Kinder mit Zdlweger-Syndrom lagen mit 20,2 +53 nmol/mmol
Kredtinin 124-fach Uber denen der gesunden Kontrollgruppe mit 0,163 +0,052 nmol/mmol
Kreatinin (n=5) bei vergleichbarer Kreatinin-Ausschedung in den Urin.

Fir Thromboxan B, (80-fach), 6-Keto-PGF2a (30-fach) und PGE; (60-fach) wurden &dhnlich
erhdhte Werte beschriebenen [357]. Die starke Erhdhung der Werte fir 8-is0-PGF2, konnte
ebenfdls auf eine verminderte peroxisomade b-Oxidaton zurtckzufihren sein [350]. Offen
schtlich ig das Isoprostan 8-is0-PGF,, in den gleichen katabolischen Stoffwechselweg der
peroxisomaen b-Oxidaton eingebunden wie die Prostanoide.

4.1.2 Metabolismus von 8-iso-Progstaglandin F,a in der Zdlkultur von Schweine-
hepatozyten

Bisher ig lediglich der Metabolismus von 8-is0-PGF24 in der Kultur von Rattenhepatozyten

untersucht worden [157]. Ein neuartiges Vefahren der Sandwich-Kultur von Hepatozyten
erlaubt die Nachahmung der in vivo gegebenen Lebensbedingungen der kultivieten Zdlen
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[360]. Der Metabolismus von 8-is0-PGF,; wurde daher in der Sandwich-Zdlkultur von
Schweinehepatozyten untersucht.

Isolation der Zellen. Leberzelen wurden von weblichen Schweinen mit @nem Gewicht von
20 bis 25 kg gewonnen. Die Isolation efolgte in Abwandlung der von Selgen et al. zur
Isolation von Leberzellen der Ratte beschriebenen Methode [361]. Zunéchst wurde die Leber
in gtu mit 1 | Ringe-Lactatlésung bel 4 °C perfundiert. Nach Resektion der Leber wurde mit
Puffer (8,3 g/l NaCl, 0,5 ¢/l KCl, 2,4 g/l HEPES) be 37 °C mit 80 ml/min 30 min perfundiert.
Zur Ablésung der Leberzellen wurde anschlieRend unter Zusaiz von Caf* und Collagenase
(39 gl NaCl, 05 g/l KCl, 24 g/l HEPES, 0,7 g/l CaCl und Collagenase Typ IV von
Biochrom, Berlin) 18 min mit 70 ml/min ba 37 °C pefundiert. Die Leberkapsen wurden in
eskatem Puffer (9,9 g/l Hanks Puffer Salz, 24 ¢/l HEPES, 2 g/l BSA) aufgdést und durch
en Nylonnetz (100 pm) filtriert. Dremd wurde zentrifugiert (800 rpm, 10 min) und in
letztgenanntem Puffer resuspendiert. Die Vitditét der Hepatozyten betrug 90 bis 95 % und
wurde mit Tryptan-Blau bestimmt. Bel der Isolation der Hepatozyten aus einer Leber wurden
etwa 3x 10° Zdlen gewonnen.

Hepatozytenkultur. Die Primérkultur der Hepatozyten erfolgte zwischen zwel Lagen Kollagen
[362,363]. Frisch isoliete Schweinehepatozyten wurden in  kollagenbeschichtete  6-Loch-
Platen mit dner Zdldichte von 15x 10° Zdlen pro Schae (9,6 cn?) oder in Zdl-
kulturflaschen mit einer Zdldichte von 12x 10° Zelen pro Flasche (75 cnf) ausgebracht. Die
6-Loch-Platten oder Zdlkulturflaschen waren zuvor mit 0,5 oder 4 ml Kollagen beschichtet
worden. Eine zweite Kollagenschicht wurde nach 1 h aufgebracht. Die Zelen wurden fir ene
Woche kultiviert.

Matrix und Medium. Die Beschichtung mit der Kollagen-Matrix efolgte nach Elsdde und
Bard [364]. Der pH-Wert der Kollagenlésung (1,11 mg/ml) wurde direkt vor der Auftragung
mit 10x Dulbecco's modified Eagles medium (DEMEM) auf pH 7,4 eingestdlt. Als Medium
wurde Williams E (Biochrom, Berlin) verwendet. Das Medium enthidt zusétzlich 5 % fotaes
Kéd8berserum, 96 pg/ml Prednisolon, 0,014 pg/ml Glucagon, 0,16 U/ml Insulin, 200 U/ml
Penicillin und 200 pg/ml Streptomycin. Der Medienwechsd erfolgte taglich (1 ml pro Schae
und 8 ml pro Hasche). Die Zellen wurden bel 37 °C in einer 5 % CO, Atmosphére mit 95
%iger Luftfeuchtigkeit kultiviert.
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Metabolismus. Von 8-iso-PGFa, 8-is0-[*H]PGF2a, 8-is0-[3,3',4,4'-H4]PGF2, und 6-Keto-
PGF1a wurden Stammldsungen folgender Konzentrationen in H,O/Ethanol, 8:2 (v/v), ange-
setzt: 10 pg/ul 8is0-PGF2a, 100 nCi/pl 8iso-[PH]PGF2a, 5 pg/pl 8is0-[3,3',4,4'->Hs]PGF2q
und 10 pg/ul 6-Keto-PGF1,. Die mit Medium verdinnten Stammlésungen wurden gegen das
urspringliche Medium ausgetauscht und unterschiedliche Zeiten mit den Hepatozyten inku-
biert. Die Konzentrationsangaben in den unterschiedlichen Ansitizen ergeben sch unter Be-
rickschtigung des jewelligen Kollagenvolumens. Der Ethanol-Gehdt lag in dlen Ansdizen
unter 0,01 Vol% [365].

Aufarbeitung der Zellen und Uberstande. Die ZdlUberstande wurden 1:1 (v/v) mit Wasser
verdinnt, mit 10 %iger HCOOH auf pH 2-3 engestdlt und nach 3.1.1 extrahiet. Die Ethyl-
acetat-Phase wurde bei —80 °C gelagert. Die in der Kollagenschicht eingebetteten Hepato-
zyten wurden aus dem Kollagenverband wie folgt herausgedst: 1 ml Kollagenasddsung (1 g/l
Kollagenase Typ IV Sigma, 1 mM CaCb, 1 g/l Glucose, 7,15 ¢/l NaCl, 04 g/l KCl, 0,6 g/l
KH2PO,, 4,08 g/l NgeHPO,4 - 12H,0, pH 7,5) pro ml Kollagen wurde fur 20 min bei 37 °C
inkubiert. Die erhatene Lésung wurde mit Puffer (1 g/l Glucose, 7,15 g/l NaCl, 04 g/l KCl,
0,6 g/l KHaPOy4, 4,08 g/l NgHPO, - 12H,0, pH 7,5) 1:3 (v/v) verdinnt und anschlief3end bel
620 rpm 5 min bel 4 °C zentrifugiert. Nach Resuspenson des Pdlets in 1 ml Puffer erfolgte
die Bestimmung der Vitditét der Zdlen mit Tryptan Blau.

High-performance liquid chromatography. Fir die Isolierung der Prostaglandine aus den Zéll-
Ubersténden wurde das unter 3.4.1 beschriebene HPLC-System bel einer Hussrate von 1,2 ml/
min verwendet. Die Detektion erfolgte durch photometrische Absorptionsmessung bei 205 nm
oder durch Szintillationszahlung und Ergtellung eines Radiogramms.

Zellkulturversuche. Zunéchst wurde mit 1,5x 10° Zellen der Metabolismus von 6-Keto-PGF 1,
in Abhéngigkeit von der Zet untersucht. Dazu wurden jewells 6 pg 6-Keto-PGF1, mit 1,5x
10° Zdlen fir 0, 1, 4 und 18 h bel 37 °C inkubiert. Die Konzentration von 6 Keto-PGF14 in

den Kulturansitzen betrug dabei 2 pg/ml Medium. Ein Aliquot (1/20) der Ethylacetat- Fest-
phasenextrekte der ZdlUberstéande wurde mit Deuterium markierten Andoga von 6-Keto-

PGF1a und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, versetzt und massenspektrometrisch andysert. Dazu
wurden 50 ng 6-Keto-[3,3',4,4'->Hs]PGF1, und 10 ng 2,3-Dinor-6-keto-[3,3',4,4'->H] PGF 14
zugesstzt. Die Aufarbetung der Proben und die anschliellende Quantifizierung mit GC-
Tandem-MS erfolgte wie beschrieben [195].
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Abb. 13. Zdtlicher Verlauf der Metaboliserung von 6Keto-PGF1, (V) und der Bildung von
2,3-Dinor-6-keto-PGF1, (-) be Inkubation von 2 pg/ml Medium 6Keto-PGF1, mit 1,5x 10°
Schweinehepatozyten in Sandwich-Kultur fir die angegebenen Zeten.

Abb. 13 vemittdt den zatlichen Verlasf der Metaboliserung von 6-Keto-PGFi, zu
2,3-Dinor-6-keto-PGF1, durch Kkultivierte Schweinehepatozyten. Es zeigt dch zundchg en
initid darker Abfal der 6-Keto-PGFia-Konzentration, der sch im weteren Verlauf ab-
schwéacht. Gleichzatig kommt es zu enem Andieg der 2,3-Dinor-6-keto-PGF1,-Konzentra
tion, der mit der Zet schwacher wird. Wahrend die Konzentration von 6-Keto-PGF1a von
iniid 2 pg/ml Medium auf 105 ng/ml Medium abfdlt, ist en entgprechender Andieg der 2,3
Dinor-6-keto-PGF14-Konzentration nicht zu verzeichnen. Dies lésst auf die Bildung anderer
nicht erfasster Metabolite von 6-Keto-PGF1, schliefen. Die Aufnehme von 6-Keto-PGFi,
vollzient sch schndl, so snd nur noch 35 % der urspringlichen Menge an 6-Keto-PGF14
nach 1 h im Medium vorhanden. Die Bildung von 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, dauert jedoch
langer. Grolere Mengen an 6-Keto-PGF1, wurden von den Zdlen aufgenommen und auch
nach 18 h nicht as 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, ausgeschieden. Moglicheweise konnten de in
der Zelle gespeichert oder anderen metabolischen Wegen zugeftihrt werden.

Metabolismus von 8is0-PGF24. Nachdem die Kinetik des Metabolismus von Prostaglandinen
an Begid von 6-Kto-PGFy, in der Kultur von Schweinehepatozyten gezeigt worden war,
wurde der Metabolismus von 8-iso-PGF2, in Abhangigkeit von der Zet untersucht. Dazu
wurden jewells 6 pg 8-iso-PGF,a zusammen mit 120 nCi 8-iso-[PH]PGF.;  mit 1,5x 10°
Zdlen fur O, 1, 4, 18 und 48 h bei 37 °C inkubiert. Die Konzentration von 8is0-PGF2, in den
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Kulturansiizen betrug 2 pug/ml Medium. Die anfangliche Konzentration von 8-iso-[*H]PGF2a
in den Kulturansétzen betrug 40 nCi/ml entsprechend 26,5 kepmyml Medium und Matrix.

Ein Aliquot (1/5) der Ethylacetat-Festphasenextrekte der ZdlUberstande wurde chromato-
graphisch andysert. Die HPLC-Fraktionen wurden 40 min im Abgtand von 05 min gesam
met und durch Szintillationsz&hlung auf Radioaktivitét hin untersucht.
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Abb. 14. Radiogramm aus der HPLC-Anayse des Zelliiberstandes von 1,5x 10° kultivierten
Schweinehepatozyten nach 18-h Inkubation mit enem Gemisch aus 8-iso-[*H]PGF2, und
8-i:0-PGF24 (links). Es wurden 19,2 kcpm andyset. Zum Verglech it das HPLC-
Chromatogramm eines Standard-Gemisches von 8is0-PGF2,, %,11a-PGF2,, 9,11b-PGF2,
und PGF,, (jewels 1 pg) gezegt (rechts). Eluent ist HoO/Acetonitril/1-Propanol, 67:21:12
(Vviv), 10 mM NaH»PO,4, pH 35, be ener Flussrate von 1,2 mi/min. Absorptionsmessung bel
205 nm (rechts).

Dasin Abb. 14 dargestdlte Radiogramm (links) zeigt neben 8iso-[*H]PGF., (17,5 min), wel-
ches die gleche Retentionszet wie 8-is0-PGF,, (rechts) aufwelst, eine weltere Verbindung.
Diese muss aus 8iso-[*H]PGF,, hervorgegangen sein, weist dabel jedoch eine kiirzere Reten
tionszeit (85 min) im Verglech zu 8-iso-[*H]PGF., auf. Die kirzere Retentionszeit impliziert
eéne hohere Polaritét und/oder ein geringeres Molekulargewicht fir die in der Hepatozyten
kultur entstandene Verbindung. Der zeitliche Velauf der Bildung der neu entstandenen Ver-
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bindung (2,3-Dinor-8-iso-[*H]PGF2a. siehe 4.1.2.1) und des Abbaus von 8iso-[*H]PGF., snd
inAbb. 15 dargestelIt.
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Abb. 15. Zdtlicher Verlauf der Metaboliserung von 8-iso-[*H]PGF2a (V) und der Bildung
von 2,3-Dinor-8-iso-[*H]PGF2, (-) be Inkubation von 120 nCi 8-iso-[*H]PGF24 und 6 pg
8-i0-PGF,, mit 1,5x 10° Schweinehepatozyten in Sandwich-Kultur. Es wurden 19,2 kcpm
andysert. Die Trennung von 8-iso-[*H]PGF,; und 2,3-Dinor-8-iso-[°H]PGF,, erfolgte mit
demin Abb. 14 beschriebenen HPLC-System.

Es zeigt sich en exponentidler Abfal der 8-iso-[*H]PGF2a-Konzentration. Wahrend nach
18 h noch 31 % des urspringlichen 8-iso-[°H]PGF,, vorhanden sind, verringert sich diese
innerhab der néchgen 20 h lediglich um wetere 10 %. Gleichzatig kommt es zu enem
Anstieg der 2,3-Dinor-8-iso-[*H]PGF2a-Konzentration innerhalb der ersten 18 h auf 48 % der
iniiden  8-is0-[*H]PGF2a-Konzentration. Die Bildung des Metaboliten stagniert bei weiterer
Inkubation (48 h). Die Menge des gebildeten Metaboliten liegt in der gleichen Grofen
ordnung wie der Abbau von 8-iso-[*H]PGF2a. Der untersuchte Metabolit scheint daher der
einzig entstandene Metabolit von 8-iso-[*H]PGF 24 zu .

4.1.2.1 Strukturaufklarung des Metaboliten von 8-iso-[°H]Prostaglandin Fza in der
Zellkultur von Schweinehepatozyten

Schweinehepatozytenkultur. Zur Strukturaufklarung des Metaboliten von 8iso-PGF2, wurden
grolere Mengen von 8-is0-PGF,,; in e@nem groflieren Ansatiz von Schwelnehepatozyten meta
bolisert. Dazu wurden 12x 10° Zellen 18 h mit 8-iso-PGF2a (48 pg) dlein und mit 8-iso-
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PGF2: (48 pg) und 8-iso-[*H]PGF2, (960 nCi) zusammen inkubiert. Die Konzentration von
8-10-PGF2,4 in den Kulturansdizen betrug jewels 2 pg/ml Medium. Die Konzentration von
8-is0-[°H]PGF2a in den Kulturansiizen betrug 40 nCi/ml entsprechend 26,5 kcpmvyml in
Medium und Matrix. Nach 18 h Inkubation fanden sich noch 255 kcpnm/ml Medium. Dies
entspricht 96 % der urspriinglichen Radioaktivitét. Bel der Festphasenextraktion des ZdlUber-
standes @.1.1) entfiden 114 cpm/100 pl Medium auf den Durchlauf und die Waschphase und
1940 cpmV100 pl Medium auf das Eluat. Damit entfalen 5 % der nach 18 h im Medium
verbliebenen Radioaktivitdt auf niedermolekulare, polare und nicht retenierende Metabolite
von 8-iso-[2H]PGF2a. 76 % der Radioaktivitét eluierten s 8-iso-[2H]PGF.a und Metabalit.
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Abb. 16. Radiogranm aus der HPLC-Andyse des Zdliiberstandes von 12x 10° kultivierten
Schweinehepatozyten nach 18 h Inkubation mit 8-iso-[*H]PGF2. und 8-iso-PGF2, (links). Es
wurden 64 kcpm andyset. Die rechte Gregphik zeigt zum Vergleich das HPLC-
Chromatogramm eines Gemisches von (a) 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2,, () 2,3-Dinor-
8-i50-PGF24 und 8-is0-PGF2, (jewells 1 pg). Eluent ist HoO/Acetonitril/1-Propanol, 67:21:12
(Viv), 10 mM NaH,POg4, pH 35, ba ener Flussate von 1,2 ml/min. Es wurde eine Vorséule
verwendet. Absorptionsmessung bel 205 nm (rechts).

Das in Abb. 16 dargestdlte Radiogramm (linke Graphik) der HPLC-Anayse des Zedllber-
standes nach 3.4.1 zeigt neben 8-iso-[*H]PGF., (21 min), welches die gleiche Retentionszeit
wie 8-is0-PGF,, aufwest (21,3 min, rechte Graphik), eine wetere Verbindung mit einer Re-

tentionszeit von 10 min. Diese muss aus 8-iso-[*H]PGF2a hervorgegangen sein und weist eine
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kirzere Retentionszeit ads 8-is0-[*H]PGF,, auf. Die Retentionszeit des in der Kultur von
Schweinehepatozyten entdandenen  Metaboliten (linke Grephik) it vergleichbar mit der
Retentionszeit von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2a (9,9 min) bzw. 2,3-Dinor-8-is0-PGF24
(10,1 min, rechte Graphik), die praktisch coduieren. Nach 18 h liegen noch 23 % des ur-
spriinglichen 8-iso-[*H]PGF2a unverandert vor. Im Vergleich zum Ansaz mit 1,5x 10° Zdlen
erfolgt der Abbau von 8-iso-[*H]-PGF2, im Ansaiz mit groRerer Zdlzahl schndller.

Die Inkubationsansitze mit 12x 10° Schweinehepatozyten, die mit 8-is0-PGF., versetzt
worden waren, wurden zur Strukturaufkl&rung des Metaboliten engesetzt. Zur Aufreinigung
wurden nach SPE (3.1.1) die freie Saure mit HPLC (3.4.1) isoliet. Zur Aufnahme der El-
Spektren folgte as weiterer chromatographischer Trennungschritt die TLC nach 3.3.1.
Folgende R-Werte ergaben sich: 0,23 0,01 fir 8is0-PGF24 (n = 2), 0,21 — 0,25 fir 8iso-
[*H]PGF.; (6 mm breite Bande), 0,12 — 0,17 fiir 2,3-Dinor-8-iso-[°H]PGF24 (6 mm breite
Bande) und 0,28 +£0,01 fir PGF2, (n = 2). Es wurden 5 pg 8is0-PGF2, und PGF24 sowie 10
kepm 8-iso-[*H]PGF,s andysiert. Der R-Wert des Metaboliten lie sich durch die Analyse
von 10 kepm mit Tritium markiertem Metaboliten ermitteln.

El-Massenspektroskopie. Die El-Spektren wurden von den Me-TMS-Derivaten von ent-2,3-
Dinor-8-is0-PGF,, (Dr. Thierry Durand, Faculty of Pharmacy, Montpelier, France) und von
dem Metaboliten von 8-is0-PGF2, in der Zdlkultur von Schweinehepatozyten mit dem unter
3.5.1 bexchriebenen GC-MS-System aufgenommen. Die Retentionszeit (min) der MeTMS
Derivate betrug: 10,99 fur ent-2,3-Dinor-8-is0-PGF2, und 11,00 fUr den Metaboliten von
8-i130-PGF2,.

Die GS-MS Andyse des Me-TMS-Derivates des in der Schweinehepatozytenkultur erhdte-
nen Metaboliten von 8-is0-PGF,; wies nach der aufwendigen Aufrenigung nur enen enz-
gen Pesk auf (Daten nicht gezeigt). Der Metabolit von 8-iso-PGF», duiert zur gleichen Zet
von der GC-Saule wie ent-2,3-Dinor-8-is0-PGF,,. Beide Massenspektren zeigen das gleiche
Molekilion (M™) be m/z 556 fir 2,3-Dinor-8-iso-PGF,, (Abb. 17). Alle lonen, die durch
Verlust von TMSOH-Gruppen entdanden sind, zeigen ebenfdls identische myz-Verhdtnisse
Das lon mit m/z 541, das aus dem Molekilion durch Verlust der Methyl-Gruppe entstanden
ig, findet sch ebenfdls in beiden Massenspektren. Somit handelt es sich bel dem Metaboliten
von 8-is0-PGF,; in der Schweinehepatozytenkultur um 2,3-Dinor-8-is0-PGF2,.
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El-Massenspektren der Me-TMS-Derivate von (A) ent-2,3-Dinor-8-iso-PGF2, und

(B) des Metaboliten von 8-is0-PGF,; in der Zdlkultur von Schweinehepatozyten. Die
loniserungsenergie betrug 70 éV. TMSOH, Trimethylsilanol.



4. Ergebnisse/ 4.1 |soprostane 67

Das Massenspektrum des Metaboliten entspricht dem von C. Chigdbrando et al. publizierten
El-Massenspektrum  fur  2,3-Dinor-8-is0-PGF2,  aus der Zdlkultur von Rattenhepatozyten
[157]. Die gleiche Arbeitsruppe konnte neben 2,3-Dinor-8-iso-PGF,, auch 2,3-Dinor-5,6-di-
hydro-8-is0-PGF2, im Urin von Menschen nachweisen. L. J Roberts et al. konnten zeigen,
dass es sch be 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; um den Hauptmetaboliten von 8-iso-
PGF2, im menschlichen Urin handdt [156]. Daher, obwohl 2,3-Dinor-8-i50-PGF24 in der
Sandwich-Kultur von Schweinehepatozyten ads Metabolit von 8-is0-PGF,, identifiziert wer-
den konnte, wurde eine Methode zur quantitativen Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
i0-PGF 24 in menschlichem Urin entwickelt. Diese wird nachfolgend vorgestellt.

4.1.3 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-Progstaglandin Fza

Einen Uberblick Uber die entwickdte GC-Tandem-MS-Methode zur cquantitativen Bestim-
mung von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF24 in menschlichem Urin gibt das Unterkapitel
4.1.3.1. Nach der Synthese des internen Standards ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-|
1,1'-*80,]PGF2, (4.1.3.2 und 4.1.3.3) folgt die Vaidierung der GC-Tandem-MS-Methode fiir
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2,  (4.1.3.5). Im nachfolgenden Unterkapitel 4.1.3.6 wird ein
Vegleich dar GC-MS und GC-TandemMS-Andytik von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, durchgefihrt. Unterkapited 4.1.3.7 gibt Auskunft Uber die mit den entwickdten
Methoden 4.1.1.1 und 4.1.3.1 im menschlichen Urin bestimmten Basdwerte von 8-is0-PGF»4,
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso- PGF,, und anderen Dinor-dihydro-Metaboliten von 8-iso-PGF ;.

4.1.3.1 Analytische Methode

Biologische Proben. Die Sammlung des Urins efolgte wie fir 8-iso-PGF,, beschrieben
(4.1.1.2).

Festphasenextraktion und Derivatisierung. Zu 5 ml Urin wurden 10 ng ent-2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-iso-[1,1'-180,]PGF,, ds interner Standard zugesetzt (2 ng/ml). Die Urinproben
wurden anschlieffend mit Cig-SPE-Kartuschen nach 3.1.1 extrahiert. Der PFB-Ester des
Andyten wurde zur Trockene eingeengt, in 70 ul Ethylacetat aufgenommen und mindestens
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12 h bei —78 °C gekiihlt. Nach Zentrifugation (5 min, 1500 g bei 4 °C) wurde der Uberstand
unter einem N2- Strom eingeengt und mit 20 pl Ethanol aufgenommen.

Dunnschichtchromatographie. Die Trennung der PFB-Egter efolgte mit dem unter 3.3.2
beschriebenen TLC-System. Als Referenzsubstanz wurde der Methylester von PGF2, (PGF2,-
Me) (R = 0,26 +0,01, n=5) verwendet. Unter den genannten Bedingungen zeigten Referenz-
subganz und Anayt identische Ri-Werte. PGF2,-Me wurde durch Methylierung von PGF24
mit Diazomethan erhdten (dehe 3.2.3). Die Refenzsubstanz wurde fir jede Slicagd-Platte
auf eine separate Bahn neben den biologischen Proben aufgetragen. Im Bereich des R-Wertes
der Referenz wurden 0,6-cm breite Banden fir jede Probe ausgekratzt, mit 700 ul Ethanol
extrahiert (5 min vortexen) und zentrifugiert (30 min, 4000 g).

Derivatiserung und massenspektrometrische Analyse. Die unter N» getrockneten Proben
wurden mit BSTFA (100 pl) zum TMS-Ether umgesetzt. CAD der lonen mit myz 543 und m/z
547 fihrte zu den Produktionen mit myz 273 und m/z 277 fir die PFB-TMS-Derivate von 2,3-
Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  und  ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'- 80, PGF2a, wel-
cheim SRM-Modus mit dem unter 3.5.1 beschriebenen GC-M S- System detektiert wurden.

4.1.3.2 Synthese von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-Prostaglandin F24

HO Et;SQ ><
..... - COOH +"“~CcOoOMe ©
D OH
o ., OTBDPS > L
H H Et;S Oﬁ/
(15R, 9-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2a Alkoxyester 1 Diaceton-D-Glucose

Abb. 18. Schemaisches Diagramm der Retrosynthese von (15R,S)-ent-2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF24. TBDPS = Tertiérbutyldiisopropylslyl.

Das Enatiomer von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,, i durch Totasynthese aus
Diaceton-D-Glucose zuganglich [366]. Die gtereosdektive Synthese von (15R)- und (159)-
ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2,  verlauft Uber den Alkoxyester 1 (Abb. 18). Alkoxy-
ester 1 wurde Uber eine neundufige Synthese bei ener Gesamtausbeute von 27 % erhdten.
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Beide Enantiomere von (ent)-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», wurden aus Alkoxyester 1
Uber 10 Zwischenstufen mit einer Gesamtausbeute von 32 % erhdten. Durch Methylierung
der Saurefunktion von (15R)- und (15S)-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,, mit Diazo-
methan konnten die beiden Enantiomere chromatographisch voneinander getrennt werden.
Die Trennung erfolgte mit Hash Chromatographie Uber Slicagd mit Cyclohexan/Ethylacetat,
30:70 (VIv).

4.1.3.3 Interner Standard

Im Gegensatiz zu 8-is0-PGF,, i fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  zur Zet ken
deuteriertes Analogon verflgbar. Der enzymatische Isotopenaustausch der Sauerstoffatome
der Carboxyl-Gruppe des Uber Totasynthese zuganglichen ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, bietet daher einen einfachen und deganten Weg, einen geeigneten internen Standard
Zu gewinnen [367].

Enzymatische Synthese von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[ 1,1'-0,] PGF,4.  Zunichst
wurde ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, (200 pg) mit Diazomethan zum Methylester
umgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde unter N» eingeengt und in 10 pl Ethanol aufgenom-
men. Ein 200-ul Aliquot der PLE Suspension (1000 U) wurde unter N> eingeengt und in 300
il H,B0 (99 Atom % 8O von Campro Scientific, Berlin) resuspendiert. Der pH-Wert wurde
mit L*®OH auf pH 7,5 eingestellt. Die resuspendierte PLE und das in Ethanol aufgenommene
Reaktionsgemisch wurden zusammengegeben und 30 min bel 37 °C inkubiert. Nach Inkuba
tion ist das Produkt der enzymatischen Synthese mit Festphasenextraktion nach 3.1.1 aufge-
reinigt und mit dem HPLC-System fir Prostaglandine as free Sauren (Sehe 3.4.1) isoliet
worden. Das aufgereinigte Produkt wurde in 1 ml Acetonitril geést und bel — 78 °C gelagert
(Stamml 6sung).

Massenspektrometrische Charakterisierung des Produktes der enzymatischen Synthese. Es
wurden die El-Spektren der Me-TMS-Derivate des Produktes der enzymatischen Synthese
und zum Vegech von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», (Cayman) sowie (15S)- und
(15R)-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,,  aufgenommen. Es wurde das GC-MS-System
fr Prostaglandine unter El- und GC-M S-Bedingungen verwendet (Sehe 3.5.1).
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El-Massenspektren der Me-TMS-Derivate von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF24

(A) und ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-130,]PGF,, (B). Die loniserungsenergie betrug
70 eV. Fir (B): *-Markierung der 20-Atome.
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Die GS-MS-Andyse des Me-TMS-Derivates des erhatenen ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
[*®O)PGF,, zdgte nach HPLC-Aufrdnigung nur einen einzigen Pesk. Die Retentionszeiten
(min) der Me-TMS-Derivate betrugen: 10,98 fur (159-, (15R)-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
iIS0-PGF, 5 sowie fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, und 10,97 fir ent-2,3-Dinor-5,6-di-
hydro-8-iso-[*8O]PGF,a. Sowohl ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[*®0]|PGF,, ds auch 2,3-
Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, duierten zur gleichen Zet von dar GC-Saulle Eine Differenz
von jeweils 4 Da zeigen die Molekillionen M* (m/z 558 und 562), die Fragmentionen [M —
90]* (mVz 468 und 472), [M — 90 - 71]* (mVz 397 und 401), [M — 2x90]" (m/z 378 und 382)
und [M —2x90 - 71]" (m/z 307 und 311) sowie die lonen mit vz 281 und 285 (Abb. 19). In
lonen unter MYz 249 finden sich keine 80-Atome mehr. Das Produkt des enzymatischen Iso-
topenaustausches  konnte  somit  eindeutig  ds  ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-180,] -
PGF,, identifiziet werden. Die charakterisischen lonen von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF2a, die die Carboxyl-Kette enthdten (z.B. M*, [M — 90]" und [M —90 - 71]%), zeigen €n
um 2 Da erniedrigtes m/z-Vehdtnis im Veglech zu 23-Dinor-8-is0-PGF,, (4.1.2.1). Das
Massenspektrum von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», entspricht dem von L. J. Roberts et
al. fur den Hauptmetaboliten von 8-is0-PGF2; im Humanurin publizierten Massenspektrum
[156]. Die Massenspektren von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF24 sowie von (15R)- und
(15S)-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF»,  zeigen identische Fragmentierung und  Intens-
td& der Fragmente (Daen nicht gezeigt). Die Elutionszeiten von der GC-Sdule unter den
gewdhlten Bedingungen sind ebenfdls identisch, so dass eine Trennung nicht méglich ist.

Bestimmung der Ausbeute und der isotopischen Reinheit des Produktes der enzymatischen
Synthese. Die synthetiserte Verbindung wurde zum PFB-TMS-Derivat umgesetzt. Es wurde
das GC-MS Sysem fiur Prostaglandine unter NICI- und GC-TandemM S-Bedingungen
vewendet (dehe 3.5.1). Die Ausbeute der enzymatischen Isotopenmarkierung von 8-iso-
PGF,, wurde bestimmt, indem die erhdtene StammiGsung von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-
8-i0-[1,1'-180,]PGF,;  massenspektrometrisch  standardisiert wurde. Dazu  wurden jeweils
10 ng ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,; mit unterschiedlichen Mengen an ent-2,3-Di-
nor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-180,]PGF,, versetzt (0, 5, 10, 20 und 40 ng, jeweils n=2) und zu
den entsprechenden PFB-TMS-Derivaten umgesatzt. Zur quantitativen Andyse mit GC-MS
wurden im SIM-Modus die Intensté der lonen mit m/z 543 fur ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
iso-PGF,, und mit m/z 547 fir ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'- 0] PGF2, bestimmt.
Die lineare Regression der Peakfléchenverhditnisse (SIM von mvz 547 zu mvz 543) (y) und das
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Verhdltnis der e@ngesetzten Menge von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-30,] PGF2, zu
ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso0-PGF2,  (X) ergab eine Gerade der Gleichung: y = 0,028 +
0,683x (r?=0,997). Die aus der Steigung der Geraden erhatene mittlere Gesamtausbeute der
| sotopenmarkierung betrégt 68,3 %.

Die isotopische Reinheit von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-¥0,]PGF2, wurde durch
SIM der lonen mit m/z 543 fur nichtmarkiertes ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, sowie
m/z 545 fir enfach und m/z 547 fiir zweifach 20-markiertes ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, bestimmt. Der Antell an nicht markiertem ent-2,3-Dinor-5,6-di-hydro-8-iso-PGF24
betrug 0,1 %. Der Anteil an ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-*0*®0)PGF», betrug 5,3 %
und der an ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-120,] PGF 2, 94,6 %.

Zusammenfassung. Bel der Umsetzung des Methylesters von  ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF2, mit unspezifischer Schweindeberesterase in Hp'80 kommt es zum Austausch beider
180-Atome der Carboxyl-Gruppe. Die im Vergleich zur enzymatischen Synthese von 8-iso-
[1,1-80,]PGF2a (4.1.1.2) geringere Gesamtausbeute von 683 % ist auf Verluste bei der
chromatographischen  Aufreinigung mit HPLC zurlickzuftihren. Aufgrund der Verunreinigung
im neu synthetigerten ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; war jedoch eine solche Aufre-
nigung angezeigt. Die isotopische Reinheit (0,1 % an nicht 8O-markiertem ent-2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF25) ist im Vergleich zur isotopischen Reinheit von 8-iso-[1,1'-%0,]-PGF2,
(4.1.1.2) sehr hoch. Se is auf die hohere isotopische Reinheit des eingesetzten H,'%0O
zuriickzufiihren (98 % gegeniiber 95 % an *20).

4.1.3.4 NICI-Massenspektren

Die NICI-Massengpektren der Dinor-dihydro-Metabolite von 8-iso-PGF,; wurden zusammen
mit 8-is0-PGF», unter 4.1.1.3 dargestel It und besprochen.

4.1.3.5 Validierung der quantitativen Methode

Die vorgesdlte GC-TandemMS-Methode erlaubt bel vergleichsweise geringem  Aufwand
die genaue und pezifische Bestimmung von 8-iso-PGF»2, in humanem Urin (Sehe auch
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[350]). Durch Modifikation dieser Methode sollte auch die Bestimmung des Hauptmetabo-
liten von 8-is0-PGF,, in menschlichem Urin, dh. 23-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF; ,
moglich sein. Als intemer Standard wird ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'- 20, PGF2a

verwendet.

ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[ 1,1'-80,] PGF 4 als interner Sandard fiir 2,3-Dinor-5,6-di-
hydro-8-iso-PGF,.. Die Eignung von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-180,]PGF,,  ds
interner Standard in der GC-MS- und GC-TandemMS-Anaytik wurde durch ene Verdin
nungseihe Uberprift. Dazu wurden verschiedene Mengen an 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF.a (1, 2, 5 10 und 20 ng, n=2) mit jewels 10 ng ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
[1,1-80,]PGF2a zu den PFB-TMS-Derivaten umgesetzt. Zur Standardiserung fir die
GC-MS wurden die lonen mit m/z 543 fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, und m/z 547
fir ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-120,]PGF2, im SIM-Modus detektiert. Zur Standar-
diserung fir die GC-Tandem-MS wurden die lonen mit m/z 273 fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
iso-PGF2, Ound  mvz 277 firr [1,1-180,]-ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, im SRM-
Modus detektiert. Die lineare Regresson der gemessenen Peskflachenverhdtnisse zwischen
Mz 543 und vz 547 (y) und dem Mengenverhdtnis des Andyten zum internen Standard er-
gab die Regressonggleichung: y = 0,001 + 0,977x (r=0,999). Die Steigung der Regressonsge-
raden aus der GC-MS-Andyse (SIM) bestétigt mit 0,977 das angenommene Verhdtnis vom
Andyten zum internen Standard. Die lineare Regresson der gemessenen Peskfléchenverhdt-
nisse zwischen m/z 273 und Mz 277 (y) und dem Mengenverhdtnis des Andyten zum inter-
nen Standard ergab die Regressonsgleichung: y = 0,005 + 3,984x (r=0,999). Vergleicht man
die Regressonsgeraden aus der GC-MS- und GC-TandemtMS-Andyse miteinander, so i die
Seigung der Regressonsgeraden aus der GC-TandemrMS-Andyse (SRM) um den Faktor
4,08 groler. Der Verlust von TMS™OH aus ent-2,3- Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-20,] PGF24
bem CAD-Prozess ig die Ursache fur die hohere Steigung der Regressonsgeraden fir das
SRM von m/z 273 und nvz 277. Der Faktor von 4,08 muss folglich bel quantitativen Analysen
mit GC-Tandem-MS in die Berechnung der Konzentration des Anayten eingehen.

Akkuratheit, Prézision, Reproduzierbarkeit, Detektionslimit und Nachweisgrenze der
Methode. Zur Aufreinigung der biologischen Proben vor der Quantifizierung mit GC-
TandemMS wurde TLC (Methode A) oder HPLC (Methode B) verwendet. Die Akkurathelt
und Prézision wurde sowohl fir Methode A as auch fir die Methode B evaluiert. Methode A
ig unter 4.1.3.1 beschricben worden. Methode B entspricht Methode A, wobe die TLC-
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Trennung der PFB-ESter der Isoprostane durch eine HPLC-Trennung der PFB-Ester der
Isoprostane nach 3.4.2 ersetzt wurde. Die Andyse von jewels 1 pg der PFB-Ester ergab
folgende Retentionszeiten (min): 6,02 £0,05 fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF25-PFB und
12,08 £0,1 fur 8-is0-PGF24-PFB (n=5).

Zur Bestimmung der Akkuratheit und Prézison der Methoden A und B wurden zum gleichen
gepoolten Urin verschiedene Mengen an exogenem 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  zuge-
setzt. Dazu snd Aliquots zu 5 ml Urin mit jewels 2 ng/ml ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
[1,1-*80,]PGF2, ds internem Standard versetzt worden. Die einzénen 5 ml-Aliquots wurden
mit unterschiedlichen Mengen an 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, versetzt (0, 0,1, 0,2, 0,5,
1 und 2 ng/ml, jewels n=2). Nach der Festphasenextraktion wurden die PFB-Ester mit TLC
(Methode A) oder mit HPLC (Methode B) aufgereinigt. GC-TandemMS wurde anschliefend
zur Quantifizierung der |soprostane eingesetzt (SRM der lonen mit m/z 273 und nvz 277).

Tab.4. Prézison und Akkuratheit der Methoden A und B zur quantitaiven Bestimmung
von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso- PGF», im Urin von Menschen mittels GC-Tandem-MS.2

Methode A® Methode B?
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF;, 2,3-Dinor-5,6- RSD./ 2,3-Dinor-5,6- RSD./
zugegeben® dihydro-8-iso- Akkuratheit dihydro-8-iso- Akkuratheit
PGF,, gemessen (%) PGF,, gemessen (%)
abzuglich Basal- abziiglich Basal-
konzentration® konzentration®
0 0 1,0/n.a. 0 1,7/n.a.
100 108 6,0/92 136 3,7/64
200 179 3,9/89 168 0,6/84
500 504 4,8/99 553 6,6/89
1000 1074 2,4/93 1005 1,9/99
2000 2086 1,7/96 2129 0,4/94
Mittel+S.D. der R.SD. 3,3+1,8 2,642,2
Mittel+S.D. der Akkuratheit (%) 9416 86+12

*Methode A stellt eine Kombination aus SPE, TLC und GC-Tandem-M S, und Methode B eine Kombination aus
SPE, HPLC und GC-Tandem-MS dar. Zur Validierung wurde die Additionsmethode verwendet. Dazu wurden
zu 5 ml-Aliquots gepoolten Humanurins 0 — 2000 pg/ml 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, zugesetzt (n=2).
Interner Standard war ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1-0,]PGF, (2 ng/ml).

bAlle Konzentrationsangaben in pg/ml Urin.
“Mittlere Basalkonzentration von 235 pg/ml Urin (Methode A) und von 681 pg/ml Urin (Methode B).
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Die lineare Regressionsandyse zwischen den gefundenen (y) und den zugesetzten Mengen an
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, in ng/ml Urin (x) ergab fir Methode A die Geraden
gleichung y = 0,227 + 1,05x (r* = 0,999) und fir Methode B die Gleichung y = 0,681 + 1,06x
(r* = 0998). Die mittleren gemessenen Konzentrationen von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, fir die verschiedenen zugesetzten Mengen an 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», und
deren Standardabweichung (SD) dienten ads Berechnungsgrundlage der Prézison und der
Akkuratheit der Methode. Die in Tab. 4 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass sSich die
andytische Methode zur Besimmung von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, durch ene
hohe Prézison und Akkuretheit auszeichnet. Die mittlere Prézison beider Methoden ist mit
einer RSD von 33 * 1,8 % (Methode A) bzw. 25 + 2,2 % (Methode B) sehr dhnlich. Die
mittlere Akkuratheit it jedoch fir Methode A (94 6 %) hoher ds fur Methode B (86 +
12 %). Dennoch ist auch Methode B mit ihrer hohen Prézison und Akkuratheit vaide.

Die ingdrumentdle Prézison und die Reproduzierbarkeit der Methode wurde mit 5 mi-
Aliquots gepoolten Urins bestimmt, denen jewels 2 ng/ml ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
[1,1-180,]PGF,, ds interner Standard zugesetzt wurden. Alle Proben wurden mit Methode A
und Methode B aufgearbeitet und mit GC-Tandem-MS quantifiziet. Die ingrumentele
Préazison betrug fir endogenes 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, 98,8 % (n=5). Die
Reproduzierbarkeit der Methode A lag b 96 % fir Proben, die am gleichen Tag
aufgearbeitet wurden (n=2) und be 94 % flr Proben, die an aufeinander folgenden Tagen
aufgearbeitet wurden (n=4). Die Reproduzierbarkeit der Methode B lag bel 97 % fir Proben,
die an gleichen Tag aufgearbeitet wurden (n=2) und be 94 % fir Proben, die an aufeinander
folgenden Tagen aufgearbeitet wurden (n=4).

Das Detektiondimit (LOD) fir 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, wurde durch GC-Tandem+
MS-Andyse (1 ul) von Verdinnungen einer Stammlésung des PFB-TMS-Derivates von 2,3-
Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, in BSTFA ermittdt. SRM des lons mit m/z 273 zeigte fur das
PFB-TMS-Derivat  von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2,  @én  Signd-zu-Rausch-Verhdtnis
von 20:1 fur 50 fg. Bel ener quantitativen Ausbeute wirde dieses LOD einer Konzentration
von 1 pg 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso- PGF,a/ml Urin (5 ml) entsprechen.
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Vergleich von TLC und HPLC sowie einer Kombination aus HPLC und TLC zur Aufreinigung
biologischer Proben zur quantitativen Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF24in
menschlichem Urin. Die Exkretion von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; und weiteren
Dinor-dihydro-Metaboliten von F,-Isoprostanen in den menschlichen Urin wurde bel 14
gesunden Probanden untersucht. Zur Aufreinigung der  biologischen Proben vor der
Quantifizierung mit GC-Tandem-MS wurde nur TLC (Methode A), nur HPLC (Methode B)
oder eine Kombination beider Methoden (HPLC vor TLC) verwendet. Abb. 20 zegt die
entsprechenden  Chromatogramme  aus den GC-Tandem-MS-Anaysen ener Urinprobe. Das
Peekflachenverhdtnis von myz 273 zu 277 ist 0,928 fur Methode A Abb. 20A). Das Peak-
flachenverhdtnis von mvz 273 zu 277 bleibt unverdndert fir die gleiche Urinprobe, wenn eine
Kombination von HPLC und TLC zur Aufreinigung der Probe verwendet wird (Abb. 20C;
das Verhdtnis m/z 273 zu 277 ist 0,924). Ahnliche Ergebnisse werden fir ale anderen Proben
erhdten. Auch fir die andytische Methode zur Bestimmung von 8-iso-PGF,; in Humanurin
zeigt die Kombination von HPLC mit TLC im Vergleich zur TLC-Aufreinigung dlene keine
Anderung der gemessenen Peskflachenverhdtnisse (Sehe 4.1.1.4). Abb. 20B zeigt das
GC-TandemM S-Chromatogramm fur die lonen mit m/z 273 und 277 nach HPLC-Trennung
der PFB-Ester der Isoprostane der gleichen Urinprobe (Methode B). Der GC-Peak (m/z 273)
mit der Retentionszeit des endogenen 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,, ig hier breiter ds in
den Chromatogrammen der Abb. 20A und Abb. 20C. Das Pegkflachenverhdtnis von m/z 273
Zu 277 it mit 2,894 groler ds nach Aufarbeitung mit Methode A oder der Kombination der
Methoden A und B.

Die Exkretion von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, in den Urin von 14 gesunden Proban
den, gemessen mit den Methoden A und B, ig in Tab. 5 wiedergegeben. Die gemessene
Exkretion in den Urin ig fir Methode B im Durchschnitt dreima so grol3 wie fur Methode A.
Wahrend Methode A die Ausschedung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  wiedergibt,
elaubt Mehode B offendchtlich die quantitative Bestimmung mehrerer Dinor-dihydro-
Metabolite von verschiedenen F,-Isoprostanen. 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  mecht
somit ewa en Drittd der mit Mehode B quantifizieten Dinor-dihydro-Metabolite von
F»-1soprostanen aus. Dies erklart auch die bel der Validierung beider Methoden angegebene,
etwadreima hohere Basalkonzentration der Metabolite fir Methode B (Tab. 4).
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Abb. 20. GC-Tandem-MS-Andytik von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,. Gezeigt snd
typische Chromatogramme aus der Anayse einer Urinprobe eines gesunden Probanden. SRM
der lonen mit myz 273 fir endogenes 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, und mvz 277 fur den
internen Standard ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-[1,1'-10,]PGF,, der PFB-TMS-Derivate.
Es dnd die Chromatogramme aus der GC-Tandem-MS-Andyse nach TLC (A), nach HPLC
(B) und nach HPLC gefolgt von TLC (C) gezegt.

Die Vetealung von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,; zeigt keine Alterssbhéngigkelt (r =
-0,099) in der untersuchten Gruppe. Die Verteilung der Dinor-dihydro-Metabolite von F-1so-
proganen zeigt in der untersuchten Gruppe ebenfdls keine Altersabhangigket (r = -0,064).
Der Korrdationskoeffizient zwischen der Ausscheidung von  2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, und der von Dinor-dihydro-Metaboliten der F»-lsoprogtane in den Urin der einzelnen
Probanden betrégt r = 0,489. Die mittlere Ausscheidung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, der welblichen Probanden i mit 431 +124 pg/mg Kredtinin (n=8) nicht dgnifikant
niedriger ds die der mannlichen Probanden mit 605 +387 pg/mg Kreatinin (n=6, p=0,31,
zweisdtiger t-Test). Die RSD der Gruppe der méannlichen Probanden ist mit 56 % fir die
Ausscheldung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  deutlich gréfier as die der weblichen
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Probanden (29 %). Die mittlere Ausscheidung an Dinor-dihydro-Metaboliten von F»-1so-
prostanen der weiblichen Probanden ist mit 1311 +748 pg/mg Kredinin nicht sgnifikant
niedriger ds die der méannlichen mit 1814 813 pg/mg Kreatinin (p=0,30). De RID liegt fir
beide Gruppen bei 50%.

Tab.5.  Ausschedung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,;, und von  Dinor-dihydro-
M etaboliten von F»-1soprostanen in den Urin von 14 gesunden Probanden.?

Proband Methode A® Methode B?
Geschlecht® Alter 2,3-Dinor-5,6-dihydro-  Dinor-dihydro Metabolite 8-is0-PGFo4
(Jahre) 8-is0-PGF;, von F,-lsoprostanen (pg/mg Kreatinin)°®
(pg/mg Kreatinin)°® (pg/mg Kreatinin) ¢
w 31 273 821 103
w 44 674 1760 269
w 35 451 1262 218
w 27 452 567 249
w 27 456 1421 265
w 23 409 2961 247
m 33 328 951 120
m 28 788 2920 268
m 35 152 696 128
m 38 438 2674 91
m 28 1166 1875 908
w 29 488 1244 45
m 28 759 1766 400
w 28 245 450 37
Mittel+S.D. 31+5 506+255 15264816 223+135
R.SD. (%) 17 50 53 61

M ethode A stellt eine Kombination aus SPE, TLC und GC-Tandem-M S, und Methode B eine Kombination aus
SPE, HPLC und GC-Tandem-M S dar.

®w, weiblich; m, mannlich
“Alle Konzentrationsangaben fur Urin. Die Ausscheidung ist auf den Kreatinin-Gehalt des Urines bezogen.

aa usschei dung von 8-iso-PGF,, gemessen nach 4.1.1.1.

Diskussion. Diese Ergebnisse zeigen, dass Methode A (TLC) die spezifische quantitative Be-
dimmung von 23-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; mit GC-TandemMS erlaubt. Eine zuséiz
lich durchgeflihrte HPLC-Aufreinigung erhtht nicht die Sdektivitdt der Methode. Im Gegen
stz dazu liegen die Messwerte dreimd hoher, wenn Methode B (HPLC) zur Aufreinigung
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eingesetzt wird. Dies lésst den Schluss zu, dass Dinor-dihydro-Metabolite anderer F»-1so-
prostane sowohl in der HPLC ds auch in der GC mit 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, coduieren. Auch fir die Bedimmung von 8-iso-PGF2; im Humanurin brachte ene
zusitzlich zur TLC durchgefihrte HPLC-Aufreinigung kenen Sdektivitdisgewinn  (dehe
4.1.1.4). Zwar unterscheiden sch die chromatographischen Eigenschaften vider 1soprostane
von denen der enzymatisch gebildeten Progtaglandine [189,200]. Einige F»-lsoprostane wie
(15R)-8-is0-PGF24, %,11a-PGF,; und 8is0-PGF2, weisen jedoch en identisches chromato-
graphisches Verhdten, sowohl bei der HPLC- ds auch der GC-Trennung, auf [216]. Die ak-
kurate Quantifizierung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGFo, i somit durch Methode A ge-
wahrleistet, wahrend Methode B die Quartifizierung verschiedener Dinor-dihydro-Metabolite

von - Isoprostanen ermdglicht.

4.1.3.6 Vergleich der Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-Prostaglandin F 24 mit
GC-MSund GC-Tandem-MS

Wie gezeigt werden konnte, ermdglicht eine Kombination aus TLC-Trennung der PFB-Ester
der Isoprostane mit anschlielender GC-TandemMS-Andyse die spezifische Quantifizierung
von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,  (Methode A). Ein Vergleich von GC-MS mit GC-
TandemMS soll zeigen, ob auch enfache Massenspekiroskopie die interferenzfreée und
spezifische Detektion von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF», erlaubt.

Dazu wurde 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso- PGF,, mit GC-MS (SIM der lonen mit nv/z 543 und
547) und GC-TandemtMS (SRM der lonen mit mVz 273 und 277) im sdben Urin von 14
gesunden Probanden nach TLC-Trennung quantifiziet. Mit GC-MS wurde ene mittlere
Ausscheidung an 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, von 529 +315 pg/mg Kregtinin gemes-
sn. Mit GC-Tandem-MS gemessen betrug die mittlere Ausscheidung 506 +£255 pg/mg
Kredinin. Die mit GC-MS gemessenen Werte zeigen eine hohe Korrdaion zu den mit GC-
TandemMS gemessenen Werten (r=0,89, Abb. 21). Die einzenen Messwerte der GC-MS-
Anayse unterscheiden sch jedoch zT. erheblich von denen der GC-TandemMS-Anadyse.
Das Verhdtnis der Messwerte von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, aus der GC-MS-
Andyse zu denen aus der GC-Tandem-MS-Andyse betrégt 1,0745 +0,5064. Dies entspricht
einer recht grol3en RSD von 47 %.
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Abb. 21. Veglech von GC-MS mit GC-Tandem-MS. Korrelation der gemessenen Werte

von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF24 in Urinproben von 14 gesunden Probanden nach
TLC-Aufreinigung der Proben und Quantifizierung mit GC-MS und GC- Tandem-MS.

4.1.3.7 Simultane Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-Prostaglandin F2a und

8-iso-Prostaglandin Foa

Sowohl fur die massenspektrometrische Quantifizierung von  2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, ds auch von 8-is0-PGF,,; aus menschlichem Urin eignet sich die Kombination aus
TLC und GC-Tandem-MS. Beide Subgstanzen <ollten daher nach gemeinsamer TLC-
Aufarbeitung der Proben zu quantifizeren sein. Eine wetere Vereinfachung wirde die
Kombination der jeweligen TLC-Banden zu ener gemensame GC-Tandem-MS-Andyse
bedeuten.

Zunéchst wurden daher madgliche Interferenzen beider Subgtanzen bel der GC-Tandem-MS-
Andyse in da jewdlig andeen TLC-Bande untersucht. Auf der Grundlage der

unterschiedlichen R-Werte der PFB-Ester von 8-iso-PGF2; und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, be der TLC-Trennung wurden beide TLC-Banden getrennt voneinander aufgearbeitet.
Die massenspektrometrische Andyse (SRM der lonen mit m/z 299 und 303) der TLC-Bande
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mit dem R-Wert von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,-PFB (Rf = 0,26) zeigte weder bel
m/z 299 noch bel m/z 303 ein Signd mit der Retentionszeit von 8is0-PGF2,4. Dies bedeutet, in
der TLC-Bande von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,,-PFB findet sch keine Subgtanz, die
mit der Quantifizierung von 8-is0-PGF,, interferieren wirde. Die massenspektrometrische
Andyse (SRM der lonen mit mVz 273 und 277) der TLC-Bande mit dem R-Wert von 8iso-
PGF,4-PFB (Rf = 0,31) zeigte ba myz 273 mehrere Signde im Bereich der Retentionszeit von
2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF», (12, bis 20. min). Es fanden sch Pesks im GC-Tandem-
MS-Chromatogramm mit den Retentionszeiten (min) 14,11 +0,01, 14,73 +0,01 und 14,87
0,01 (n=2). lonen mit m/z 277 wurden zur Retentionszeit von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, nicht detektiert. Dies bedeutet, dass sch in der TLC-Bande von 8-is0-PGF,,-PFB
zehlreiche Substanzen finden, die mit der Quantifizierung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF,, interferieren wirden. Eine Kombination der beiden TLC-Banden mit anschlief¥ender
gemein-samer GC-Tandem-M S-Quantifizierung ist daher nicht mdglich.

2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, und 8-is0-PGF,, wurden aus diessm Grund im Urin von
14 gesunden Probanden nach gemeinsamer TLC-Aufreinigung in den jeweligen TLC-Banden
mit GC-TandemMS separat bestimmt. Es ergab sSch ene mittlere Ausscheidung von 506
+255 pg/mg Kredtinin fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; und von 223 +135 pg/mg
Kregtinin fir 8-is0-PGF,,. Die Ausschedung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, it
sonifikant hoher ds digenige von 8-is0-PGF2, (p< 0,0001, abhédngiger zweiseitiger t-Tedt).
Die Korrdation zwischen der Ausscheidung von 8-is0-PGF2; und der seines Metaboliten
betrug r = 0,86 Abb. 22). Die Vertelung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», zeigt keine
Alterss oder Geschlechterabhéngigkeit in der untersuchten Gruppe (sehe 4.1.3.5, Tab. 5. Die
Vertelung von 8-is0-PGF,, lésst ebenfdls keine dgnifikante Alterssbhdngigket (r = -0,206,
n=14) in der untersuchten Gruppe erkennen. Die mittlere Ausscheldung an 8-iso-PGF,, der
welblichen Probanden i mit 179 £94 pg/mg Kredtinin (n=8) nicht dgnifikant niedriger ds
die der ménnlichen Probanden mit 319 +£284 pg/mg Kreatinin (n=6, p=0,33). Die RSD fir die
Austhedung von 8-is0-PGF2, i mit 89 % fir die mannlichen Probanden deutlich grof3er
verglichen mit den welblichen Probanden (52 %).
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Abb. 22. Korrdation zwischen der Kredatinin-bezogenen Ausscheidung von 2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-iso-PGF,, und 8-is0-PGF2,4 in den Urin von 14 gesunden Probanden.

Die mittlere Ausscheidung von 223 +135 pg/mg Kreatinin fir 8is0-PGF,, in den Urin von 14
Probanden liegt im Bereich der von anderen Gruppen gemessenen Konzentrationen: 221 +106
pg/mg Kreatinin [209], 244 +25 pg/mg Kredtinin [354] und 159 +18 pg/mg Kredtinin [149].
Eine mittlere Ausscheidung von 506 +255 pg/mg Kregtinin fir 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-
PGF2a bestétigt ebenfals frihere Messungen mit GC-MS (390 +180 pg/mg Kreatinin [368]).
Die gemessene Ausscheidung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; it etwa doppdt so
hoch wie die von 8-is0-PGF»,. Die Korrdation zwischen der Ausscheidung von 8iso-PGF2,

und sanem Metaboliten i mit einem Korrdationskoeffizienten von r = 0,86 hoch. Se liegt
in der gleichen Grolenordung wie die mit GC-MS bei Rauchern und Nichtrauchern fir 8iso-

PGF,, und seinem Metaboliten gefundene Korrelation (r = 0,77 [157]).

4.1.4 8-iso-Prostaglandin E;

Zur masenspekirometrische  Quantifizierung  (GC-NICI-MS) von  Progtaglandinen, die ene
Keto-Gruppe aufweisen (z. B. PGE, und PGD;), werden die PFB-MO-TMS-Derivate der
Verbindungen eingesstzt [198]. Werden 8-iso-PGE; und PGE; ads PFB-MO-TMS-Derivate
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gaschromatographiert, so i ene Trennung der Isomere mit herkdmmlichen GC-Saulen nicht
maglich [369,370]. Eine Mdglichkeit besteht jedoch in der Umsetzung zu anderen Derivaten
mit anschlieffender GC-Trennung (4.1.4.2). Zunéchst werden diese Derivate charakterisert
(4.1.4.1). Eine andere Mdoglichkeit bietet die TLC-Trennung der PFB-MO-TMS-Derivate von
8-is0-PGE; und PGE; (4.1.4.3).

4.1.4.1 NICI-Massenspektren

Derivate Massenspektren der Substanzen 8-iso-PGE;, PGE; (Alexis, Grinberg) und
[3,3,4,4'-?’H4]PGE, (Dr. U. Axen, The Upjohn Company, Kaamazoo, MI, USA) wurden von
den entsprechenden PFB-Methoxim (MO)}TMS-, Me-0O-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyloxim)
(PFBO)-TMS- und PFB-PFBO-TMS Derivaten aufgenommen (Derivatiserung Sehe 3.2).

Gaschromatographie-(Tandem) Massenspektrometrie. Die GC-MS- und GC-Tandem-MS-
Spektren wurden unter NICI-Bedingungen mit dem GC-MS-System fir Prostaglandine aufge-
nommen (sehe 3.5.1). Zur GC-Trennung wurde eine Kapillarstule Optima 5-MS der Dimen
son 30 m x 0,25 mm ID (0,25 um Fimdicke) verwendet. Die Retentionszeiten (min) der
gnzenen Mehoxim-lsomere der PFB-MO-TMS-Derivate betrugen 24,80 und 25,74 flr
8-is0-PGE,, 24,96 und 2588 fir PGE, 24,89 und 2581 fir [3,3,4,4-°Hs]PGE,. Die
Retentionszeiten (min) der enzenen Oxim-lsomere der Me-PFBO-TMS-Derivate betrugen
23,02 und 23,86 fur 8iso-PGE,, 22,68 und 24,34 fir PGE,, 22,59 und 24,25 fir [3,3,4,4-
2H,]PGE; und die der e@nzdnen Oxim-Isomere der PFB-PFBO-TMS-Derivate 30,10 und
30,85 fiir 8-is0-PGE, 29,97 und 31,22 PGE, 29,95 und 31,20 fiir [3,3',4,4'-*Hs] PGE,.

Ergebnisse und Diskussion. Die GC-MS- und die GC-Tandem-M S-Massenspektren der PFB-
MO-TMS-Derivate von 8-iso-PGE,, PGE; und [3,3,4,4-?H4]PGE, unter NICI-Bedingungen
snd in Tab. 6 wiedergegeben. Als prominente lonen in den GC-MS-NICI-Massenspektren
finden sch m/z 524 fir 8-iso-PGE, und PGE, und nvz 528 fir [3,3,4,4-?H4]PGE,. Das
Massenspektrum von PGE, i in Ubereingimmung mit bereits publizierten Massenspektren
von PGE; [197]. Der Verlust des PFB-Restes unter NICI-Bedingungen wurde auch fur PFB-
TMS-Derivate von F-lsoprostanen beobachtet (sehe 4.1.1.3). Die PFB-MO-TMS-Derivate
der Isomere zeigen nahezu identisches chromatographisches und massenspektrometrisches
Verhdten. Eine Trennung bzw. Unterscheidung der PFB-MO-TMS-Derivate von 8-iso-PGE;
und PGE; ig unter den gewahlten Bedingungen nicht moglich.
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Tab.6. Vertelung der Massenfragmente in den NICI-Massenspektren eines Ep-Prosta
glandins und E;-1soprostans als PFB-MO-TMS-Derivate.?

M assenfragment /V erbindung?® 8-is0-PGE; PGE, [3,3,4,4-?H,]PGE,

GC-MS-Massenspektren

[M - PFB] 524 (100) 524 (100) 528 (100)
[M - PFB- TMSOH] 434 (10) 434 (10) 438 (12)
[M - PFB- TMSOH - (CH3),Si=CH,]’ 361 (2) n.d.’ 365 (2)

GC-TandemMS-Massenspektren

[P- 2XTMSOH]" 344 (3) n.d. 348 (2)
[P- 2XTMSOH - CH0]" 313 (7) 313 (8) 317(20)
[P- 2XTMSOH - CO, - CHzOH]" 268 (100) 268 (100) 272 (100)
n.z.° 226 (38) 226 (34) 226 (17)
n.z. 214 (12) 214 (19) 216 (18)

M assenfragmente m/z (Intensitét %) der GC-NICI-Massenspektren der PFB-M O-TM S-Derivate verschiedener
E,-Prostaglandine und ihrer mit stabilen Isotopen markierten Analoga. CAD der lonen [P]” = [M — PFB]” fir die
GC-Tandem-M S-M assenspektren. Angaben jeweils fur das M ethoxim-lsomer mit der grof3eren Intensitéat.

Pn.d. nicht detektierbar;  °n.z. nicht zugeordnet

Tab.7. Vetelung der Massenfragmente in den NICI-Massenspektren eines Ep-Prosta
glandins und E;-1soprostans als Me-PFBO-TMS-Derivate?

M assenfragment /V erbindung?® 8-is0-PGE; PGE, [3,3,4,4-?H,]PGE,

GC-MS-Massenspektren

M - HF] 685 (9) 685(12) 689 (24)
[M - HF- TMSOH]’ 595 (16) 595 (13) 599 (18)
[M - PFB- 2XTMSOH]’ 345 (23) 345 (14) 349 (3)

[C/FsHO] 196 (100) 196 (100) 196 (100)
[C7F4H,0] 178 (44) 178 (38) 178 (50)

GC-TandemMS-Massenspektren

[P- 17] 668 (3) 668 (2) 672 (2)
[P- TMSOH - 17] 578 (24) 578 (22) 582 (22)
[P- TMSOH - (CH3),S=CH, - 17] 506 (4) 506 (6) 510 (4)
[P- 2XTMSOH - 17]° 488 (70) 488 (48) 492 (46)
n.z. 456 (10) 456 (6) 460 (8)
n.z. 217 (100) 217 (100) 217 (100)

M assenfragmente m/z (Intensitét %) der GC-NICI-Massenspektren der Me-PFBO-TM S-Derivate verschiedener
E,-Prostaglandine und ihrer mit stabilen Isotopen markierten Analoga. CAD der lonen [P]” = [M — HF]".
Angaben jeweils fir das Oxim-1somer mit der grof3eren Intensitét. ®n.z. nicht zugeordnet
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Die prominenten lonen [P = [M - PFB]" der PFB-MO-TMS-Derivate wurden mit Argon
weiter fragmentiert (CAD). Als intensve Produktionen finden sch in den GC-Tandem-MS-
NICI-Massenspektren lonen mit m/z 268 fir 8-iso-PGE; und PGE; und miz 272 fir
[3,3,4,4'-?Hs)PGE, (Tab. 6). Dies entspricht dem Verlust der beiden TMSOH-Gruppen,
Methanol und CO, ([P - 2XTMSOH - CO; - CHzOH]"). Das Tochtermassenspektrum von
PGE, entspricht einem bereits publizierten Tochtermassenspektrum dieser Substanz [193].

Die GC-MS- und GC-TandemMS-Massenspektren der Me-PFBO-TMS-Derivate von 8iso-
PGE,, PGE, und [3,34,4-?H4]PGE, unter NICI-Bedingungen sind in Tab. 7 wiedergegeben.
Im Gegensstiz zu den PFB-MO-TMS-Derivaten dominieren be den Me-PFBO-TMS
Derivaten in den GC-MS-NICI-Massenspektren die lonen des PFB-Oxim-Restes mit m/z 196
und m/z 178 [371]. Diese dnd jedoch unspezifisch. Spezifische lonen liegen nur in geringer
Intengitét vor u.a bel m/z 685 und 689 (jeweils [M - HF]"). Die Me-PFBO-TMS-Derivate der
Isomere unterscheiden sch in der Retentionszeit und ermdglichen so die GC-Trennung von
8-is0-PGE; und PGE,. Dies i moglicheweise auf die recht voluminbse fluorierte Benzyl-
Oxim-Gruppe zuriickzufihren. Die Fluoratome der Benzyl-Oxim-Gruppe erhthen dabe die
Sengtivitét der Detektion unter NICI-Bedingungen [372].

Die spezifischen lonen [P] = [M - HF]" der Me-PFBO-TMS-Derivate wurden mit Argon
weter fragmentiert (CAD). Als intendvstes Produktion findet dch in den GC-TandemMS-
NICI-Massenspektren das Fragment mit m/z 217 sowohl fir 8-iso-PGE, und PGE; ds auch
fur [3,3,4,4-’H4)PGE, (Tab. 7). Dies Fragment enthdt die PFBO-Gruppe und ist recht
unspezifisch. Esist daher fur die Quantifizierung von 1someren des PGE; nicht gesignet.

4.1.4.2 Gaschromatographische Trennung von  8-iso-Prostaglandin @ E> und

Prostaglandin E>

Gaschromatogr aphie-(Tandem)-Massenspektrometrie.  Zur gaschromatographischen  Tren
nung der PFB-MO-TMS-, PFB-PFBO-TMS- und Me-PFBO-TMS-Derivate von 8-is0-PGEy,
PGE, und [33,4,4-’HsPGE, mit dem GC-MS-Sysem fir Prostaglandine (Sehe 3.5.1)
wurden folgende GC-Saulen eingesetzt: Optima 5MS (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 pum
Filmdicke) und Optima 17 (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke) von Macherey-Nage
sowie DB 5MS (15 m x 0,25 mm ID, 0,25 pm Flmdicke) von J & W Scientific. Zur
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Detektion der PFB-MO-TMS-Derivate wurde im SRM-Modus die Intensté der lonen mit
m/z 268 und m/z 272 gemessen. Zur Detektion der Me-PFBO-TMS-Derivate wurde im SIM-
Modus die Intensitét der lonen mit myz 690 und m/z 694 gemessen.

CHAO O o N,OCHs

HG

HO

anti-MO-l somer

anti-PFBO-Isomer syn-PFBO-Isomer

Abb.23. Syn- und anti-Methoxim (MO)-Derivat von 8-is0-PGE, (oben). Syn- und anti-
0O-(2,3,4,5,6- Pentafluorobenzyl)hydroxylamin (PFBO)- Derivat von 8-iso-PGE, (unten).

Gaschromatographische Trennung der untersuchten Derivate. Durch die Methoximierung
entstehen zwel Isomere von PFB-MO-TMS-Deivaten, das syn- und anti-Methoxim
(Abb. 23). Die syn- und anti-Methoxime der einzdnen Substanzen konnten gaschromato-
grephisch voneinander getrennt werden. Das GC-Tandem-M S-Chromatogramm  zeigt  zwel
Peaks fur [3,3,4,4->Hs]PGE, (Abb. 24 (A)). Offensichtlich werden die beiden Methoxim-1so-
mere in unterschiedlichem Verhditnis zueinander gebildet, da die GC-Pesks unterschiedlich
grol3 snd. Eine unteschiedliche Fragmentierung der syn- und anti-Methoxime i nicht
beobachtet worden (sehe 4.1.4.1). Der kleinere GC-Peak des einen Methoxim-1somers euiert
fir das PFB-MO-TMS-Derivat von [3,3,4,4->Hs]PGE, vor dem anderen Methoxim-somer
(Abb. 24 (A)). Das PFB-MO-TMS-Derivat von PGE, zegt geche chromatographische
Eigenschaften. Fur 8-iso-PGE; kehrt sch die Reihenfolge der Elution um. Der erste GC-Peak
des PFB-MO-TMS-Derivates von 8is0-PGE; it grol¥er ds der spéter euierende zweite GC-
Peak des anderen Methoxim-lsomers (Abb. 24 (A)). Dies fuhrt jedoch nicht zu ener
Nettotrennung der Methoxim-lsomere von PGE, und 8-is0-PGE;. Die redive Retentionszet
des zweiten Pesks, normaiset auf die des ersten Peaks, betrégt sowohl fir das PFB-MO-
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TMS-Derivat von PGE; ds auch von 8iso-PGE, 1,042. Auch mit den GC-Séulen Optima 17
(30 m) und DB 5MS (15 m) kam es zu keiner Nettotrennung der Methoxim-lsomere der
PGE,- Isomere (nicht gezeigt).

Be der Oximierung mit PFBOX von 8-is0-PGE,, PGE, und [3,3,4,4-?H4]PGE, entstehen
ebenfdls zwel Isomere von Me-PFBO-TMS-Derivaten, das syn- und anti-Oxim (Abb. 24
(B)). Die syn- und anti-Oxime konnten gaschromatographisch voneinander getrennt werden.
Das GC-TandemMS-Chromatogramm zeigt zwei Pesks fir [3,3,4,4'-?H4]PGE,. Offendcht-
lich werden auch hier die beiden Oxim-Isomere in unterschiedlichem Verhdtnis zueinander
gebildet; die Pesks sind unterschiedlich grol3. Der kleinere Peak des einen Oxim-lsomers eu-
iert fir das Me-PFBO-TMS-Derivat von [3,3,4,4-2H,]PGE, vor dem anderen Oxim-Isomer
(Abb. 24 (B)). Das Me-PFBO-TMS-Derivat von PGE, zeigt gleiche chromatographische
Eigenschaften. Fir 8-iso-PGE, kehrt dch die Rehenfolge der Elution wiederum um. Dies
fuhrt nun jedoch zu ener Nettotrennung der Oxim-lsomere der PGE;-Isomere. Die rdétive
Retentionszeit des zweiten Peaks, normdigert auf die des ersten Pesks, betrégt fur das Me-
PFBO-TMS Derivat von PGE, 1,068 und fur das von 8is0-PGE; 1,038. Auch mit den GC-
Saulen Optima 17 (30 m) und DB 5MS (15 m) kam es zu einer Nettotrennung der Oxim-
Isomere der PGE,-Isomere (nicht gezeigt). Ersetzt man den Methylester des Me-PFBO-TM S
Derivates durch den PFB-Ester, so kommt es auch fur das erhatene PFB-PFBO-TMS-Derivat
zu einer Nettotremung der Oxim-lsomere der PGE,-lsomere (Daten nicht gezeigt). Vergli-
chen mit den Me-PFBO-TMS-Derivaien duieren die PFB-PFBO-TMS Derivate von PGE
und 8-is0-PGE; jedoch 8 min spéter von der GC-Saule.

Diskussion. Die Trennung der PFB-MO-TMS-Derivate von FGE; und 8is0-PGE; ig mit her-
kommlichen GC-Saulen der Prostaglandin-Andytik mit GC-MS und GC-TandemMS unter
NICI-Bedingungen nicht moglich. Wird jedoch dat der Methoximierung die Umsetzung der
Keto-Gruppe zum aromatischen Oxim gewahlt, o it die Trennung von PGE, und 8iso-PGE;
madglich. Diese Derivatiserung emoglicht die sdektive Quantifizierung von PGE, und 8-iso-
PGE, ohne aufwendige Probenaufarbatung mit GC-MS unter NICI-Bedingungen. Dies gilt
sowohl fur die Me-PFBO-TMS- ds auch PFB-PFBO-TMS-Derivate von PGE, und 8-iso-
PGE,. Die kirzere Retentionszeit des Me-PFBO-TMS-Derivates ig jedoch in Bezug auf die
Gesamtandysenzeit und die Empfindlichkeit vorteilhaft. Da be Vewendung des Me-Edters
angelle des PFB-Eders die eektronenziehenden F-Atome fehlen wirden, wurde zur Oximie-
rung PFBOX [372] statt O-Benzylhydroxylaminhydrochlorid engesstzt.
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Abb. 24. (vorherige Seite) Chromatogramme der Andyse eines Standardgemisches von 8-
iso-PGE,, PGE; und [3,3,4,4-?H4]PGE; (ds4-PGE;). GC-Tandem-MS-Anayse der PFB-MO-
TMS-Derivate (A) und GC-MS-Analyse der Me-PFBO-TMS-Derivate (B). SRM der lonen
mit Mz 268 fiir 8iso-PGE, und PGE, sowie mvz 272 fir [3,3,4,4'->H4]PGE, der PFB-MO-
TMS-Derivate (A). SIM der lonen mit m/z 685 fir 8iso-PGE, und PGE, sowie nv/z 689 fir
[3,3,4,4'->’Hs]PGE, der Me-PFBO-TMS-Derivate (B). GC-Saule eingesetzt: Optima 5MS (30
m x 0,25 mm 1D, 0,25 um Filmdicke).

Fur die PFB-MO-TMS-Derivate von PGE; und 8-iso-PGE, werden jewels zwel Methoxim-
Isomere, syn- und anti-Methoxim, erhdten. Es kommt nicht zu ener Nettotrennung der
Isomere. Offendchtlich kehrt sich jedoch die Rehenfolge der Elution von syn- und anti-
Methoxim fir 8-iso-PGE, um [94]. Auch fir die Me-PFBO-TMS- und PFB-PFBO-TMS
Derivate von PGE, und 8-is0-PGE, werden jewels zwa Oxim-lsomere erhdten. Die
raumbeanspruchende aromatische Oxim-Gruppe dieser Derivate erhoht jedoch die Interaktion
des einen Oxim-lsomers (grofRer Peak) mit der Stationdren Phase der GC-Saule und verringert
die Retentionszeit des anderen Oxim-lsomers (kleiner Peak), sowohl fir das PFBO-Derivat

von PGE; dsauch von 8-is0-PGE,. So kommt es zu einer Nettotrennung der 1somere.

4.1.4.3 Dunnschichtchromatographische Trennung von 8-iso-Prostaglandin E> und

Prostaglandin E»

Wie gezeigt werden konnte, ist die GC-Trennung der Isomere 8is0-PGE, und PGE, as PFB-
MO-TMS-Derivate mit herkdommlichen GC-Saulen nicht mdglich. Eine Alternative zur GC-
Trennung besteht in der TLC-Trennung der PFB-MO-Derivate der |somere.

Fur PFB-MO-Derivate von 8-iso-PGE, und PGE, wurden jewels die syn- und anti-
Methoxim-1somere  dinnschichtchromatographisch  voneinander getrennt. Die Trennung  der
PFB-MO-Derivate efolgte mit dem unter 3.3.2 beschriebenen TLC-Sysem. Zum Vergleich
snd auch die R-Werte weterer Isoprostane und Prostaglandine angegeben. Folgende
Rr-Werte wurden bestimmt: 0,58 +0,01 und 0,51 +0,01 fur PGD,-PFB-MO, 0,45 +0,01 und
0,28 +£0,005 fur PGE,-PFB-MO, 0,56 +0,01 und 0,27 +0,005 fir 8is0-PGE,-PFB-MO, 0,27
bis 0,36 fur Thromboxan By-PFB-MO, 0,095 +0,002 fur 6-Keto-PGFi,-PFB-MO, 0,12
+ 0,005 fir PGF24-PFB sowie 0,09 +0,005 fir 8-iso- PGF24-PFB.

Waéhrend die beiden Methoxim-lsomere von 8-iso-PGE, und PGE, mit hoherer Polaritét
geche R-Werte zeigten, war der Unterschied der R-Werte 0,11 +0,02 fur die Methoxim-
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Isomere von geringerer Polaritdt. Somit ist die TLC-Trennung der unpolareren Methoxim-
Isomere von 8-iso- PGE, und PGE, maglich.

4.1.4.4 Chemische Umwandlung von 8-iso-Prostaglandin E, in Prostaglandin E;

Insbesondere in wéssrigen Systemen unterliegt PGE, der Umwandlung zu PGA; und weiter
zu PGB, [373]. Mechanidisch handdt es sch um ene basenkatayserte Elimination nach
dem ElcB-Mechanismus. Be neutrdem pH-Wert kommt es zur  intramolekularen
Basenkatdyse [373]. Ubergangszugand ist immer en Enol-/Enolat-Intermediat der Keto-
Enol- Tautomerie der 9-Oxo-Gruppe des PGE,. Die Keto-Enol-Tautomerie der 3 Oxo-Gruppe
sollte auch Auswirkungen auf die Stereochemie am C(8) haben.

Umwandlung von 8iso-PGE; und PGE; in PGB,. Zur Untersuchung der Isomeriserung von
8-i50-PGE; und PGE, wurden jeweils 5 pg 8iso-PGE, oder PGE; in 100 pl wéassriger LiOH
bel pH 7 bis 8 oder pH > 8 fir 15 min be 37 °C inkubiert. Die Umwandlung von 8iso-PGE;
zu PGE; und PGB, sowie die Umwandlung von PGE, zu 8-iso-PGE, und PGB, wurde mit
HPLC nach 3.4.1 untersucht. Die gemessenen Peskfléchen sind in Tab. 8 wiedergegeben. Die
Andyse von jewels 1 pg der frden Sauren ergab folgende Retentionszeiten (min) for die
Anayten: 22,68 +0,21 fur 8-1s0-PGE;, 25,05 +0,25 fir PGE, und 37,30 £0,16 fir PGB, (n=4).

Tab. 8.  Peskflachen von 8-is0-PGE;, PGE, und PGB; aus der HPLC-Anayse von 8iso-
PGE, oder PGE, nach 15 min Inkubation in wassriger LiOH. Detektion bel 205 nm.

Ansatz Peakflachen
8-is0-PGE; PGE, PGB,
8-iso-PGE,, pH 7-8 1.738.000 781.000 n.d.?
PGE,, pH 7-8 101.000 2.826.000 n.d.
8-is0-PGE,, pH >8 n.d. 101.000 2.892.000
PGE;, pH >8 n.d. 104.000 3.580.000

n.d., nicht detektierbar

Die Bildung von PGB, aus 8-is0-PGE, oder PGE, be pH 7-8 i unter den gewdhiten
Bedingungen nicht nachweisbar. Es kommt jedoch zu ener raschen Epimeriserung der
Stereochemie an C(8). Das Gleichgewicht liegt auf der Seite von PGE,. Fir PGE; und 8iso-
PGE; wurde im Glachgewicht en Vehdtnis von 9:1 bestimmt [68]. Unter dkaischen
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Bedingungen kommt es zur fast vollgandigen Umwandiung von 8-iso-PGE, und PGE, zu
PGB..

Diskussion. Die Bildung von 8-is0-PGE; aus PGE; ig fur milde dkdische Bedingungen
beschrieben [68,374]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass es auch be pH 7-8 zur
Epimeriserung der Stereochemie an C(8) von PGE, kommt. Eine Sabiliserung des Enolat-
lons durch Kationen wie Li* ist nicht auszuschlieRen. Das Gleichgewicht liegt af der Seite
des PGE,-lsomers. Dies konnte Konsequenzen fir die Quantifizierung von 8-iso-PGE; in
biologischen Proben zur Folge haben. Auch hier ig eine Epimeriserung zu PGE, zu erwarten.
Dies konnte erkl&ren, warum im Urin von Menschen kein 8-iso-PGE, detektiert werden
konnte (sehe 5.1.1).

4.1.5 Bildung von Isoprostanen durch die PGH,-Synthase

Neben der nichtenzymatischen Bildung der Isoprogane wird auch ihre enzymatische
Entstehung diskutiet. Nachfolgend snd die Versuchsergebnisse der in vitro-Bildung von
Prostaglandinen und Isoprostanen durch die beiden Isoformen der PGH;-Synthase sowie die
der Hemmung ihrer Bildung dargestdllt.

Inkubationen mit PGH,-Synthase-l und —II und Aufarbeitung der Proben. PGH,-Synthase-|
(COX-1, Cayman, 50 U) oder PGH,-Synthase-11 (COX-Il, Cayman, 25 U) wurden in 50 mM
TrissHCl, pH 7,6, 0,1 % Tween 20, 2 mM Phenol und 1 pM Hematin mit 1 uM Diclofenac
(Aldrich), 100 uM S-Nitrosocystein (SNC) [375] oder 47 uM S Nitrosoglutathion (GSNO)
[375] fur 5 min bel 37 °C inkubiert. Mit 25 pM Arachidonséure (Sigma) wurde anschlief3end
die Synthese von Prostaglandinen und Isoprostanen gestartet. Nach 25 min wurde die Kata
lyse mit 10 %iger Amesensiure gestoppt. Die GC-TandemMS-Andyse von 8-is0-PGF2,
und 8-is0-PGE; efolgte nach 4.1.1.1 und 4.1.4.3. Die Progaglandine PGF., und PGE;
wurden wie beschrieben andysiert [198].

PGH,-Synthase-l. Wie Abb. 25 zeigt, katdysert die PGH,-Synthase-| die Bildung von PGF24
und PGE, aus Arachidonsaure. Daneben kommt es auch zur Bildung von 8-iso-PGF2, und
8-i0-PGE,. Der Antell jedes Isoprostanes am gebildeten Progstaglandin betrdgt fir 8-iso-
PGF2a 2,9 % und fir 8is0-PGE> 0,5 % und fir die Summe 1,2 %. Sowohl die Prostaglandin-
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as auch die Isoprostan-Bildung Snd Enzym-katdysert, da se sch durch Diclofenac hemmen
lassen (Abb. 25). Die Hemmung ig fur dle untersuchten Produkte > 90 %. Auch fir die
S Nitrososubstanz SNC kommt es zur fast vollgdndigen Inhibition der Prostaglandin- und
| soprostan Bildung.

PGH2-Synthase-1
1200 20
18 I Kontrolle
2= 1000 16 i V) Diclofenac
£ _ BB SNC
m —
£ 800 141
[ 12 4
il 1
@ 600 10
‘E ]
o) 87
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g ]
200 4 47
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] n.d.
0- 0

8-iso-PGF25 8-iso-PGE>

Abb. 25. Progaglandin- und  IsoprostanBildung nach  in  vitro-Inkubation  von
Arachidonsaure (25 uM) mit PGHz-Synthase-1 (50 U) in der Abwesenhet (Kontrolle) und in
der Gegenwart von Diclofenac (1 pM) oder S-Nitrosocystein (SNC, 100 uM), Mitte £SD
(n=2); n.d., nicht detektierbar.

PGH,-Synthase-1l. Auch die PGH»-Synthase-1l katdysert die Bildung von PGF.,, PGE,
8-10-PGF2; und 8-is0-PGE;. Der Antell jedes Isoprostanes am gebildeten Prostaglandin
betragt fur 8is0-PGF,5 0,8 % und fir 8iso-PGE,; 1,4 % und fir die Summe 1,0 %. Sowohl
die Progaglandin- as auch die Isoprostan-Bildung snd Enzym-katadysert, da se sich durch
Diclofenac zu Uber 90 % hemmen lassen. Fur die S-Nitrososubstanz GSNO kommt es zur fast
vollgdndigen Inhibition der Prostaglandin- und Isoprostan-Bildung. Berlicksichtigt man die
geringere eingesetzte katdytische Aktivitét der PGH,-Synthase-1l (25 U), s0 ist die Ausbeute
an PGF2,, PGE; und 8-i50-PGF,; mit einem Anteil von 31, 20 und 8 % an den durch die
PGH,- Synthase-| katdyserten Mengen gering.
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Abb. 26. Progaglandin- und  IsoprostanBildung nach  in  vitro-Inkubation  von
Arachidonsaure (25 uM) mit PGH,-Synthase-11 (25 U) in der Abwesenheit (Kontrolle) und in
der Gegenwart von Diclofenac (1 uM) oder S-Nitrosoglutathion (GSNO, 47 uM), Mitted £SD
(n=2 flr 8-is0-PGF2, und 8-is0-PGEy); n.d., nicht detektierbar.

Diskussion. Neben der Bildung von Prostaglandinen ist die Bildung von 8iso-PGF,, durch in
vitro-Inkubationen mit PGH,-Synthase-1 und —1 bekannt [151]. Wahrend Klein et al. ein Ver-
hdtnis von PGF,, zu 8-is0-PGF,, von 181 fir beide Isoenzyme finden [L51], liegt das hier
gefundene Verhdtnis mit 125:1 (0,8 % 8-is0-PGF»4) fur die PGH>-Synthase-1l deutlich dar-
Uber. Nicht die direkte Bildung von PGF,; und PGE, wird durch die PGH,-Synthase katay-
dert, sondern die von PGH» [80,81]. PGH; i jedoch ingabil und isomerisert ua zu PGE;
und PGD, oder wird zu PGF», reduziert [153]. Das dem Resktionsansatz zugesetzte Hematin
diente hier moglicherweise ds Reduktans. Kommt es zur Bildung von 8-is0-PGF2,, SO ist
auch die Bildung anderer 8iso-lsomere zu erwarten. In der Tat konnte die Bildung von &iso-
PGE; in dnlichen Konzentrationen wie 8-iso-PGF,, gezeigt werden. Interessanterweise kehrt
sch die Relhenfolge der Ausbeute an den beiden Isoprostanen fir PGH»-Synthase-1 und I
um. Die Summe der gebildeten Isoprostane hat jedoch fir beide Isomere der PGH,-Synthase
einen Anteil von etwa 1 % an der Summe von PGE; und PGF,, und it damit reletiv gering.
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Didofenac ig ein potenter Inhibitor beider Isoformen der PGH,-Synthase, der das Enzym
durch reversble derische Blockade des aktiven Zentrums inhibiert [376]. Die S-Nitroso-
substanzen SNC und GSNO zeigten ebenfals eine inhibierende Wirkung auf die durch die
PGH,-Synthase katdyserte Bildung von Prostaglandinen und Isoprostanen, jedoch et in
ener hoheren Konzentration. Die inhibierende Wirkung von S-Nitrososubstanzen auf die
PGH,-Synthase wird diskutiert, eine reversble Transnitrosylieeung der nicht im  aktiven
Zentrum befindlichen Cygen-Reste 313 und 540 i moglich [296,297,300]. Die Deakti-
vierung der PGH»-Synthase durch zwel unterschiedliche Inhibitoren fihrte sowohl fir die
Prostaglandin- a's auch die IsoprostantBildung zu einer Hemmung.

4.1.6 Effekt der Inhibierung der Prostaglandin H»-Synthase auf die physiologische
Bildung von 8-iso-Prostaglandin F2a

Die Bedeutung der in vivo-Bildung von 8-is0-PGF2; durch die PGH,-Synthase fir die
physologischen Konzentrationen von 8-is0-PGF,,  wird  kontrovers diskutiert [149-152].
Daher wurde die Ausscheidung von 8-iso-PGF2; in den menschlichen Urin nach Gabe von
Diclofenac mit der hier entwickelten Methode untersucht.

Die Exkretion von 8-is0-PGF2,, 2,3-Dinor-Thromboxan (Tx) B und 2,3-Dinor-6-keto-PGF14
in den Urin eines gesunden Probanden (40 Jahre, 93 kg) wurde an funf aufeinander folgende
Tage ba taglicher Gabe von 2x 50 mg Didofenac (Ratiopharm, Ulm) quantifiziert. 2,3-Dinor-
TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, dnd die Metabolite der enzymatisch gebildeten
Progtanoide Thromboxan und Prostacyclin im menschlichen Urin [195]. Zur Aufreénigung der
biologischen Proben und zur Quantifizierung von 8-is0-PGF,; mit GC-TandemMS wurde
die unter 4.1.1.1 beschricbene Methode verwendet. Die GC-Tandem-MS-Andytik von
2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, efolgte nach [195]. Am Kontrolltag wurden
513 ng/24 h, 359 ng/24 h und 79 ng/24 h von 8iso-PGF2,, 2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-
6-keto-PGF1, mit dem Urin ausgeschieden. Fir 23-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-PGF 14
kommt es nach enem Tag zu ener 56 bzw. 58 %igen Hemmung der Prostanoid-Biosynthese
(Abb. 27). Im weteren Verlauf ist die 2,3-Dinor-6-keto-PGF1,-Ausscheidung sogar zu 75 %
reduziert. Die Ausschedung von 8-is0-PGF,; in den Urin nimmt zundchst leicht ab, geigt am
2. Tag jedoch an. Erd mit dem dritten Tag reduziert Sch die Ausscheidung von 8iso-PGF2,
im Mittel (3. bis5. Tag) um 36 % gegentiber dem Ausgangswert (Kontrolle).
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Abb. 27. Vetelung der Tagesausscheidung von 8-is0-PGF2,, 2,3-Dinor-TxB; (2,3-dn+
TxBy) und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1,  (2,3-dn-6-keto-PGF1,) in den Urin eines gesunden
Probanden be funftdgiger Gabe von Diclofenac (100 mg/d). Fir 8-iso-PGF,, Mittd +£SD,
Doppe bestimmung).

Diskussion. Die 24 h-Ausschedung von 8-is0-PGF2,, 2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-
PGF1a am Kontrolltag entspricht anderen publizieten Werten [194,208,377]. Die Reduktion
der in vivo-Prostanoid-Biosynthese durch Diclofenac it bekannt [378]. Mit dem 3. Tag der
Diclofenac-Gabe kam es jedoch auch zur Reduktion der 8-is0-PGF25-Auscheidung in den
Urin um 36 %. Diese Beobachtung steht im Einklang mit einer 21 %igen Reduktion der 8-iso-
PGF,5-Ausscheidung nach  2tégiger  Indomethacin-Gabe (1,85 mg/kg/d) [150,151]. Die
Auscheidung von 8-is0-PGF», wird jedoch nicht in gleichem Ausmal reduziet wie die
Ausscheldung von 2,3-Dinor-TxB; und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1,. Auch setzt die Reduktion
der Ausscheidung im Gegensatiz zu 2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1, erst nach
mehrtégiger Gabe von Diclofenac (oder Indomethacin) en.

4.1.7 |soprostane als Mediatoren des oxidativen Stresses: Organbad-Versuche

Die gefddverengende Wirkung von PGF,, und 8-is0-PGF,, auf isolierte Arterien und Aorten
der Ratte, des Schweins sowie des Rinds ist bekannt [179-181]. An isolierten Herzen von
Meerschweinen konnte gezeigt werden, dass neben 8-is0-PGF,, auch 8-is0-PGE, ds
Vasokongtriktor etwa gleicher Potenz wirkt [163]. In der vorliegenden Arbeit wurden die
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gefddverengenden  Eigenschaften der Progtaglandine PGF,; und PGE, mit denen der
| soprostane 8-is0-PGF», und 8-iso- PGE; fir menschliche Blutgefé3e miteinander verglichen.
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Abb. 28. Vegleich der in vitro-Kontrektion von Segmenten menschlicher arteridler
Blutgefd3e (arteria mammaria) durch (A) PGF24 und 8iso0-PGF2, und (B) PGE; und 8iso-
PGE, (Mittd +SD, n=3). Hemmung ( [I) der durch Isoprostane hervorgerufenen Kontraktion
durch 10 M ICI 192605 (n=1).

Organbad. Die Inkubation der Prostaglandine und Isoprostane erfolgte im Organbad in 50 ml
Krebs-Puffer (118 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 25 mM CaCl, - H0, 1,2 mM MgSO, - 7 H0,
1,2 mM KH;PO4, 24 mM NaHCO3z und 11 mM Glucose) bel 37 °C und 95 % O, und 5 %
CO nach [379]. Arteridle Blutgefdl3e (arteria mammaria) von vier Probanden Alter 71 6
Jahre) wurden in 3 mm grol3e Segmente zertellt und im Organbad mit optimaer Spannung
(04 bis 1,6 g) gedehnt. Zur ersten Kontraktion wurde mit 10* M PGF», inkubiert (10 min)
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und die weteren Kontrektionen wurden as prozentuder Anteil an der ersten Kontraktion
gemessen. Der Zusatz der Progtaglandine und Isoprostane erfolgte nach jewelliger Reaxation
der Blutgefd3e durch mehrfaches Spilen mit Krebs Puffer. Zur Hemmung der Kontraktion
wurde der ThromboxanRezeptor-Antagonist ICl 192605 (Zeneca Pharmaceuticals, Cheshire,
UK) in einer Konzentration von 10 M e@ingesetzt (30 min Inkubation).

Ergebnisse und Diskussion. Sowohl 8is0-PGF, als auch 8iso-PGE, erweisen sch ds sehr
potente Vasokondtriktoren der arteria mammaria im Organbad-Versuch Abb. 28). Die gra-
phisch ermittelten ECso-Werte von 8iso-PGF., und 8iso-PGE; sind mit 2x 10° M und 1,5x
10°® M 2-3md kleiner ds der von PGF2, (5x 10° M). Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven
von PGF2,; und 8-is0-PGF,, (Abb. 28 (A)) fur menschliches arterielles Gewebe entgprechen
denen, die fur arteridle Blutgefd3e von Rind, Schwein und Ratte beschrieben snd [179-181].
Die neben der bekannten vasodilatatorischen Eigenschaft von PGE, gefundene Vasokonstrik-
tion fur hohere Konzentrationen von PGE, (Abb. 28 (B)) bestétigt andere Ergebnisse [182].
Interessanterweise  Ubertrifft 8-is0-PGE, noch 8-iso-PGF24 in sainer  vasokonstriktorischen
Potenz. Durch den ThromboxanRezeptor-Antagonisten ICl 192605 (10* M) wird die
vasokongriktive Wirkung beider Isoprostane gehemmt. Die Hemmung betrégt 96 % fir 8iso-
PGF,, und 75 % fir 8-iso-PGE,. Offendchtlich wird die vasokondriktive Wirkung beider

| soprostane Uber den Thromboxan-Rezeptor vermittelt.

4.2 3-Nitrotyrosin

Zundchs wurde eine andytische Methode zur Besimmung von 3-Nitrotyrosn in mensch
lichem Blutplasma entwicket (4.2.1). Eine Erweterung der Methode durch die enzymatische
Hydrolyse von Proteinen zu Aminosiuren erlaubt die anschliel}ende quantitative Bestimmung
von 3-Nitrotyrosin-Resten in Proteinen des menschlichen Blutplasmas (4.2.2). 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsiure wird ads Metabolit von 3-Nitrotyrosn im Urin diskutiert. Nach
entsorechender  Aufreinigung i die Bestimmung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigséure in
Urin prinzipidl mdglich (4.2.3). Die entwickdten, af GC-Tandem-MS baserenden Metho-
den wurden zur Quantifizierung von 3-Nitrotyrosin, 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen und
von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure in Untersuchungen zum Metabolismus von  3-Nitro-
tyrosin im Kaninchen (4.2.4) und in klinischen Studien eingesetzt.
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4.2.1 3-Nitrotyrosin alsfreie Aminosdure

4.2.1.1 Analytische Methode (Abb. 29)

Biologische Proben — Blut, Plasma und Ultrafiltrat. 5 ml ventses Blut wurden in EDTA-
Monovetten abgenommen und sofort auf Eis gestdlt. AnschliefRend ist 15 min bei 4 °C und
1500 g zentrifugiert worden. Das gewonnene Plasma wurde bei —78 °C bis zur weiteren Ana-
lyse gdagert. Ultrafiltrat wurde von 2 mil-Aliquots aufgetauten Plasmas durch Zentrifugation
Uber 1 h bei 1500 g und 4 °C gewonnen. Es wurden Centrisart |-Ultrafiltrationskartuschen
verwendet (20 kDa cut-off, 4 pum Porengrofde, 2,5 ml, Sartorius, Gottingen). Zuvor wurden
jeweils 2 ml Plasmamit 10 pmol 3-Nitro-L-[*Ha]tyrosin dsinternem Standard versetzt.

PLASMA
Ultraflitration

\:"roteinkonzentrat

| Proteinverdau |

Ultrafiltrat

l Ultrafiltration

! !

Derivatisierung l

|GC-Tandem-Ms| | GC-Tandem-Ms |

Abb. 29. Schematisches Diagranm der  andytischen Methode zur Bestimmung von
3-Nitrotyroan (links) und 3-Nitrotyrosn-Resten in  Plasmaproteinen (rechts, 4.2.2.1) in
menschlichem Plasma mittels GC- Tandem-MSS.

High-performance liquid chromatography. Zur Trennung der underivatiserten Aminosduren
wurde das unter 3.4.3 beschriebene HPLC-Sysem verwendet. Die Retentionszeiten (min)
betrugen: 1,05 +£0,02 fur Nitrat, 3,21 +0,03 fur Tyrosin, 515 £0,02 fur Nitrit, 9,04 £0,09 fur
3-Nitrotyrosn und 9,10 £0,05 fur p-Nitrophenyldanin (n=5). Die Retentionszeiten fur Nitrat
und Nitrit wurden durch GC-MS-Andyse bestétigt [380]. p-Nitrophenyldanin und 3-Nitro-
tyroan haben fast identische Retentionszeiten unter den gewahlten HPLC-Bedingungen in der
GC-TandemMS-Andytik. p-Nitrophenyldanin inteferiet nicht in der GC-TandemMS-
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Andyse von 3-Nitrotyrogn (nicht gezeigt). Um Kontaminationen der Proben zu vermeden,
wurde die Retentionszeit von 3-Nitrotyrosin fir jede Serie von Andysen (nE20) mit p-Nitro-
phenyldanin bestimmt. 200 pl-Aliquots des Ultrefiltrats wurden jewells chromatographiert;
3 ml Elua wurden um die Retentionszeit von p-Nitrophenylaanin gesammdt und extrahiert.

Festphasenextraktion, Derivatiserung und massenspektrometrische Analyse. Zur Quantifizie-
rung von 3-Nitrotyrosn mitteds GC-TandemMS wurden die Proben nach Festphasenextrak-
tion (Sehe 3.1.2) zum n-Propyl-PFP-TMS-Derivat umgesetzt (Sehe 3.2). CAD der lonen mit
m/z 396 und 399 flhrte zu den Produktionen mit m/z 379 und 382 fir die n-Propyl-PFP-TMS-
Derivate, welche sdektive mit dem unter 3.5.2 beschriebenen GC-Tandem-MS-System
detektiert wurden (SRM).

4.2.1.2 Interner Standard

Als interner Standard fUr die massengpektrometrische Bestimmung von 3-Nitrotyrosin eignet
sch 3-Nitrotyrosn nach Austausch von 2C, H, N oder °O durch entsprechende stabile
Isotope. Leeuwenburgh et al. beschreiben eine GC-MS-Methode, bel der se 3-Nitro-
[13C¢]tyrosin ds internen Standard verwenden [327]. Zur Synthese des internen Standards
wurde [**Cg]Tyrosin mit dem sehr toxischen und explosiven Tetranitromethan zum 3-Nitro-
[13Celtyrosn  umgesetzt [221]. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit
L-[?H4] Tyrosin mit Nitriersure zu 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin umgesetzt [381], welches dann fiir
die GC-Tandem M S-Andyse von 3-Nitrotyrosin dsinterner Standard eingesetzt wurde.

Synthese von 3-Nitro-L-[ ?Hs]tyrosin. 30 pmol L-[?H] Tyrosin (Isotec, 98 Atom % 2H) und 60
pmol NaNOs wurden in 600 pl Wasser ba 0 °C vorgeegt. Nitriersiure wurde in situ durch
langsame Zugabe von 300 pl eskater korz. Schwefdsdure unter Rihren generiert. Nach
ener Stunde im Eisbad ist die Resktion durch Zugabe von eskdter 5 M NaOH gestoppt
worden. Der pH-Wert der gelben Losung wurde auf pH 2-3 eingestelt. Sowohl fir die
Aufreinigung des Resktionsproduktes ds auch zur Vefolgung des Reektionsverlaufes wurde
das HPLC-System nach 3.4.3 mit ener Hussate von 2 ml/min verwendet (Detektion bel 276
nm). Die gesanmete HPLC-Fraktion von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin wurde nach 3.1.2 extrahiert.
Die Elutiongphase wurde unter N, engeengt und 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin in 3 ml 1 mM HCl
geos (Stammldsung). HPLC-Andyse der Stammldsung zeigte, dass diese mindestens 6
Monate bel 4 °C gabil igt. Verdinnungen in 1 mM HCI wurden bei — 20 °C gelagert.
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Abb. 30. ElI-Massenspektren der Me-PFP-TMS-Derivate von 3-Nitro-L-tyrosn (A) und
3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin (B). Die lonisierungsenergie betrug 70 eV.
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Massenspektrometrische Charakterisierung des Produktes der Nitrierung. Es wurden die
El-Spektren der Me-PFP-TMS-Derivate des Produktes und von 3-Nitro-L-tyrosn (Aldrich)
aufgenommen. SIM der lonen mit m/z 396 und 399 wurde durchgefiihrt. Es wurde das
GC-MS-Sysem nach 3.5.2 unter El-Bedingungen verwendet.

Sowohl 3-Nitrotyrosn as auch das Produkt der Nitrierung euieren zur gleichen Zeit von der
GC-Saule (9,74 min). Beide Massenspektren zeigen nicht das Molekillion (M™), jedoch das
lon [M — 15]* mit m/z 443 firr 3-Nitrotyrosin und mvz 446 fir 3-Nitro-[?Hs]tyrosin (Abb. 30).
Waeltere lonen entstehen durch den Verlust der CoFsC(=O)NH-Gruppe und weiteren Verlust
ener Methyl-Gruppe: mvz 280 firr 3Nitrotyorsin und m/z 283 fiir 3 Nitro-[?Hs]tyrosin. Durch
sukzessven Verlust der Carboxyl-Gruppe und der Methylen-Gruppe entstehen die Fragmente
m/z 224 fir 3-Nitrotyrosin und m/z 227 fiir 3-Nitro-[*Hs]tyrosin. Das m/z-Verhdtnis ist fiir
3-Nitro-[?Hs]tyrosin jeweils um 3 Da groRer ds fir 3Nitrotyrosin. Somit konnte das Produkt
der Nitrierung von [?Ha]Tyrosn endeutig as 3-Nitro-[?Hz]tyrosin identifiziet werden. Der
Velug enes Deuterium-Atoms am Benzolring wird durch die Subdtitution durch die Nitro-
gruppe erklart.

Bestimmung der Reinheit, Ausbeute und der isotopischen Reinheit des Produktes der
enzymatischen Synthese. Die HPLC-Andyse der Stammlésung von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin
zeigt enen enzigen Pesk ba 278 nm (Abb. 31). Die Retentionszeit von 3-Nitro-L-tyrosn
(6,94 +0,03 min) it mit der von 3-Nitro-L-[?Ha]tyrosin (7,04 +0,09 min) nahezu identisch.
Tyrosin (442 +001 min) is in der Sammlésung von 3-Nitro-L-[?Ha]tyrosin nicht mehr

nachzuweisen.

UVNis-Spektren von 3Nitrotyrosn wurden in 15 mM NaOH/10 mM NaCl von 200 bis 600
nm in 1-ml Quarzkivetten aufgenommen. Als UVNis-Spektrometer diente ein U-2000-
Sektrometer von Hitachi (Tokyo, Japan). Das UV/vis-Spektrum von 3Nitro-L-[?Hs]tyrosin in
15 mM NaOH/10 mM NaCl zeigt ein Maximum von 428 nm und ist mit dem von 3 Nitro-L-
tyrogn identisch (dehe Anhang). Telt man die ermittdte Absorption bei 428 nm durch die
bel 340 nm, 0 erhdt man einen Faktor von 4,9. Dieser simmt mit dem Literaturwert von 5,1
fur 3-Nitrotyrosin gut Uberein [222].

Zur Bestimmung der Ausbeute der Nitrierung von L-[2Ha]Tyrosin zu 3-Nitro-L-[?Ha]tyrosin

wurde eine Kdibrierkurve von 3-Nitro-L-tyroan ersdlt. Dazu wurde ene 2 mM 3-Nitro-L-
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tyrosn Lésung in 1 mM HCl angesetzt. Die Absorption bei 428 nm verschiedener Verdin
nungen in 15 mM NaOH/10 mM NaCl wurde gegen die Konzentration aufgetragen (Abb. 32).
Eine gedgnete Verdinnung der 3-Nitro-L-[*Hs]tyrosn Stammlésung wurde unter gleichen
Bedingungen gemessen. Die anhand der Kdibrierkurve ermittelte Konzentration der Stamm-
l6sung betrug 3 mM. Die Ausbeute der Synthese von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin betrug 80 %. Die
exakte Konzentration von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin in der Stammiésung wurde durch Standardi-
deaung mit GC-MS emittdt. Dazu wurden jeweils 100 pmol 3-Nitro-L-tyroan mit unter-
schiedlichen Mengen von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin (0-500 pmol) derivatisert. Die n-Propyl-
PFP-TMS-Derivate wurden mit GC-MS unter NICI-Bedingungen im SIM-Modus, m/z 396
(M — TMSOH]") fur 3-Nitro-L-tyroan und m/z 399 (M — TMSOH]) fur 3-Nitro-L-
[Hs]tyrosin, andysiert. Die lineare Regresson zwischen den Peskflachenverhdtnisse (SIM
von mVz 399 zu m/z 396) (y) und dem Verhdltnis der eingesetzten Menge von 3 Nitro-L-[*Hs]-
tyroan zu 3-Nitro-L-tyrosn (X) ergab eine Gerade der Glechung: y = 0,01 + 1,026x
(r’=0,999). Aus der Steigung der Geraden ergibt sich die Konzentration von 3-Nitro-L-
[Hs]tyrosin in der Stammlésung zu 3,08 mM. Dies entspricht einer Gesamtausbeute der
Nitrierung von 31 %. Ausbheuteverluste sind durch die SPE- und HPLC-Aufreinigung bedingt.
Eine weitere Erkl&rung it €n nicht quantitativer Umsatz.

6.995
7.003

3-Nitro-L-tyrosin 3-Nitro-L-[ H]tyrosin

v I

T rrrrrrrrrrrrrrri T rrTrrrrrrrrrrrrri
0 2 4 6 8 1012141618 0 2 4 6 8 1012 14 16 18

Zeit (min)

Abb. 31. HPLC-Chromatogramme von 3-Nitro-L-tyrosn (links) und von synthetisertem
3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin (rechts). Es wurde jeweils 1 pg andysert. Eluent: H,O/Methanol, 92:8
(VIV), 29 KHaPO4/l, pH 2,5; Hussrate: 2 mi/min. Absorptionsmessung bel 276 nm.
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Abb. 32.  UVNis-Kdibrierkurve von 3-Nitro-L-tyrosin in 15 mM NaOH/10 mM NaCl.

Die isotopische Reinheit von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin wurde durch SIM der lonen der
n-Propyl-PFP-TMS-Derivate mit myz 396 fur nichtmarkiertes 3-Nitro-L-tyrosn und myz 399
fir 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin bestimmt. Die Menge an nicht markiertem 3-Nitro-L-tyrosin betrug
2 %. Dies entspricht der isotopischen Reinheit des Ausgangsmaterias L-[*Ha] Tyrosin.

Zusammenfassung. Die Nitrierung von L-[?H4] Tyrosin mit Nitriersiure ergibt ein Produkt in
relativ guter Ausbeute und hoher isotopischer Reinhet. Die stereosdektive Nitrierung an C(3)
des aromaischen Systems fihrt zur Bildung von 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin. Dabe aktiviert die
Hydroxylgruppe an C(4) den Aromaten fir die Sg und wirkt ortho-dirigierend. Die beschrie-
bene synthetische Route is enfach, gefahrlos und liefet en definiertes Reaktionsproduk.
Das Ausgangsmaerid L-[?H4]Tyrosn is wohlfdl im Verglech zu [*3Cg]Tyrosn [327].
3-Nitro-L-[Hz]tyrosin  erfiillt die Kriterien zur Eignung ds intener Standard fir die
quantitative massengpektrometrische Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in biologischen Proben.

4.2.1.3 NICI-Massenspektren

Derivate Massenspektren der Substanzen 3-Nitro-L-tyrosin, 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin (Synthese
sehe 4.2.1.2) und 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin (450 Ci/mmol, Synthese in [382]) wurden von den
entsprechenden  n-Propyl-PFP-TMS-Derivaten aufgenommen. Dazu wurden jewels 1 pl-
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Aliquots der Losungen der fertigen Derivate in BSTFA (10 ng Substanz/ul BSTFA) splitlos
in das GC-MS-Sydem injiziert.

Gaschromatographie-(Tandem) Massenspekirometrie. Die GC-MS- und GC-Tandem-MS-
Spektren wurden unter NICI-Bedingungen mit dem unter 3.5.2 beschriebenen GC-MS-
Sydem aufgenommen. Die Retentionszeit (min) der enzenen n-Propyl-PFP-TMS-Derivate
betrug: 9,80 fir 3-Nitro-L-tyrosin, 9,80 fiir 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin und 9,83 fir 3-Nitro-L-
[YCo]tyrosin.

Tab.9. GC-MS und GC-TandemMS-NICI-Massenspektren der n-Propyl-PFP-TMS-
Derivate von 3-Nitro-L-tyrosin, 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin und 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin.?

Massenfragment /V erbindung® 3-Nitro-L-tyrosin 3-Nitro-L- 3-Nitro-L-
[?Hs]tyrosin [*Cs]tyrosin

GC-MS-Massenspektren

M] n.d. n.d. n.d.

[M - HF] 466 (6) 469 (20) 484 (22)
[M - (CH3);S=CH,] 414 (10) 417 (50) 432 (25)
[M - TMSOH] 396 (100) 399 (100) 414 (100)

GC-TandemMS-Massenspektren

[P 396 (10 399 (50) 414 (80)
[P- 17] 379 (100) 382 (100) 397(94)
[n-Propyl-CO,-CH=N-PFP]" 261 (78) 261 (55) 265 (100)

*Massenfragmente mvz (Intensitdt %) der GC-NICI-Massenspektren der n-Porpyl-PFP-TMS-Derivate von

3Nitrotyrosin und seiner isotopenmarkierten Analoga. CAD der lonen [P]" = [M — TMSOH] fir die GC-
Tandem-M S-M assenspektren.

P d. nicht detektierbar

Ergebnisse und Diskussion. Die NICI-Massenspektren der n-Propyl-PFP-TMS-Derivate von
3-Nitrotyrosin  und saner isotopenmarkierten Andoga zeigen ds intendvste  lonen
[M — TMSOH]  und ds etwas weniger intensve lonen [M — (CH3)2Si=CH,]" und [M — HF]
(Tab. 9). Der Verlug von HF ig typisch fir N-perfluoroacetylierte Aminoséuren [327,329].
Die Molekilionen konnten nicht detektiert werden.

Die lonen [M — TMSOH]" ([P]") wurden mit Argon weiter fragmentiert (CAD). Dabel ent-
danden unter den gewahiten Koallisonsbedingungen jewells zwel Produktionen: [P — 17]" und
[n-Propyl-CO2-CH=N-PFP]" (Tab. 9. Das durch Verlust von 17 Da aus dem lon [P]” entstan
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dene lon [P — 17] i spezifisch fur 3-Nitrotyrosin, da es neben den Deuterium-Atomen s
3-Nitro-[?Hs]tyrosin auch dle *C-Atome des 3-Nitro- [**Cg]tyrosin enthdt. Der Neutrdmas-
senverlust von 17 Da ist auch be der CAD anderer Nitroaromaten beobachtet worden [383].
Das Produktion mit m/z 265 von *C-markiertem 3-Nitrotyrosin hat eine um 4 Da hohere
Masse ds das entsprechende Produktion von unmarkiertem und 2H-markiertem 3Nitrotyrosin
(m/z 261). Es enthdt folglich nur noch zwe Kohlengoffatome und ist nicht spezifisch fir
3-Nitrotyrosin. Daher and zur GC-TandemM S-Quantifizierung die lonen [P — 17]7, d. h. mit
mz 379 furr 3-Nitrotyrosin und m/z 382 fiir 3-Nitro-[*Hs]tyrosin gewahlt worden.

Wie Tab. 9 zagt, wird unter den gewdhiten Derivatiserungsbedingungen 3-Nitrotyrosn in
sn  n-Alkylester-N- perfluoroacylamid-TM S-Ether-Derivat - Uberfuhrt. Die phenolische Hyd-
roxyl-Gruppe wird im Gegensatz zur Reektion von 3-Aminotyrosn mit PFP-Anhydrid nicht
acetyliert [329]. Durch die anschlielfende Silylierung der phenolischen  Hydroxyl-Gruppe
konnten die chromatographischen Eigenschaften des Derivates von  3-Nitrotyroan welter
verbessert werden [330]. Zur Veresterung der Carboxyl-Gruppe von Aminoséuren wurden
n-Propanol und Methanol eingesetzt. Der n-Propylester unterliegt jedoch in geringerem Mal3e
der Hydrolyse [384]. Das generierte n-Propyl-PFP-TMS-Derivat von 3-Nitrotyrosn zeichnet
sch durch sehr gute chromaographische Eigenschaften und hohe Stabilitéd aus. Zudem
fragmentiert es unter NICI-Bedingungen nur schwach, so dass die entsprechenden lonen mit
m/z 379 fir 3-Nitrotyrosin und nmvz 382 fiir 3-Nitro-[*Hs]tyrosin eine besonders empfindliche
Detektion von 3-Nitrotyrosn im SRM-Modus erlauben.

4.2.1.4 Validierung der quantitativen Methode

Die massenspektrometrische Besimmung von  3-Nitrotyrosn in  biologischer Matrix  bietet
gegentber anderen Detektionsmethoden ein hohes Mal3 an Genauigkeit und Zuverldssigkeit.
Bisherige massenspektrometrische Bestimmungsmethoden nutzen enfache GC-MS zur Quar:
tifizierung von 3-Nitrotyrosan [327,330,331]. Im Folgenden wurde eruiert, ob die GC-Tan
dem-MS-Technik zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosin in menschlichem Plasma gesignet i

3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin als interner Standard fiir 3-Nitrotyrosin. Die Verwendbarkeit von mit
Deuterium markiertem 3-Nitrotyrosn as interner Standard fUr die TandemMassenspektro-
metrie wurde im Konzentrationsbereich von 0 bis 20 nM in humanem Blutplasma getestet.
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Dazu wurde 3-Nitro-L-tyrosin in Konzentrationen von 0, 1,25, 25, 5, 10 und 20 nM zusam-
men mit jewels 10 nM 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin zum n-Propyl-PFP-TMS-Derivat umgesetzt.
Das Verhdtnis der Peakfléchen der lonen mit nvz 379 fur 3 Nitro-L-tyrogn und myz 382 fir
3-Nitro-L-[?Hs]tyrosn wurde im SRM-Modus bestimmt. Die lineare Regressonsanayse des
gemessenen  Konzentrationsverhdtnisses  zwischen  nichtmarkietem und  markiertem  3-Nitro-
tyroan (y) und dem Konzentrationsverhdtnis der Verbindungen ergab die Regressons-
gleichung: y = 0,08 + 1,00x (r=1,000). Dies zeigt die exzdlente Eignung von 3-Nitro-L-
[?Hs]tyrosin dsinterner Standard fiir die GC- Tandem-M S-Andlytik.

3-Nitro-L-[ >Hs]tyrosin als interner Sandard fiirr 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin. Die Eignung von
3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin ds interner Standard fir die GC-Tandem-MS-Quantifizierung von
3-Nitro-L-[*Cg]tyrosin wurde im Konzentrationsbereich von 0 bis 1000 pM in humanem
Blutplasma getestet. Dazu wurde 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin in Konzentrationen von 0, 100, 250,
500 und 1000 pM zusammen mit jeweils 500 pM 3Nitro-L-[?Hs]tyrosin zum n-Propyl-PFP-
TMS-Derivat umgesetzt. Das Verhditnis der Peskflachen der lonen mit nvz 397 fur 3 Nitro-L-
[Y*Co]tyrosin und mvz 382 fir 3-Nitro-L-[*Hs]tyrosn wurde im SRM besimmt. Die lineare
Regressonsandyse des gemessenen Konzentrationsverhdltnisses  zwischen  *C-markiertem
und 2H-markierten 3-Nitrotyrosin (y) und dem Konzentrationsverhdtnis der Verbindungen
ergab die Regressionsgleichung: y = 0,02 + 0,94x (r=0,999).

Recovery von 3-Nitrotyrosin in Plasma. 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin (50 nCi, 111 fmol) wurde
2 mil-Aliquots gepoolten menschlichen Plasmas zugesetzt (n=4). Daneben wurden 3-Nitro-L-
[Y*Co]tyrosin (10 nCi, 22 fmol) zusammen mit nichtmarkietem 3-Nitrotyrosin (300 pmol)
2 ml-Aliquots gepoolten menschlichen Plasmas zugesatzt (n=4). Die Plasmaproben wurden
ultrefiltriert und die Radioaktivitdt wurde im Ultrafiltrat (550 =50 pl) und im Proten-
konzentrat bestimmt. Sowohl beim Zusaz von 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin dlein ds auch von
3-Nitro-L-[*Cg]tyrosin und nichtmarkiertem 3-Nitrotyrosin  verteilte sich die Radioaktivita
gleichmélig auf beide Fraktionen. Die Recovery von 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin betrug in beiden
Experimenten 98 +2 %. Zur Besimmung der Recovery von 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin in der
HPLC-Andyse (nach 3.4.3) des Ultrdfiltrates wurden 5 nCi (11 fmol) 3Nitro-L-[**Cq]tyrosin
200 pl-Aliquots Ultrefiltrat zugesstzt (n=5). Die in der gesammeten HPLC-Fraktion ge-
fundene Radioaktivitdt wurde mit der urgoringlich dem Ultrefiltrat  zugesetzten verglichen.
Die Hauptfraktion des HPLC-Eluates wurde nach 3.1.2 extrahiert (n=5). Die nach der Fest-
phasenextraktion verbliebene Radioaktivitét wurde mit der in der HPLC-Fraktion enthatenen
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Radioaktivitdt verglichen. Fir die HPLC-Anayse ergab sich eine Recovery von 76 + 2 %. Flr
die Festphasenexiraktion ergab sich eine Recovery von 67 + 3 %. Die finde Recovery nach
Ultrafiltration, HPL C und Festphasenextraktion liegt somit bel 50 = 5 %.

Artifizielle Bildung von 3Nitrotyrosin aus Nitrat, Nitrit und Tyrosin bel der Derivatisierung.
Unter den sauren Bedingungen der Derivatiserungsprozeduren kann es zur Nitrierung von
Tyrosan unter Bildung von 3-Nitrotyrosn kommen [223]. Um das Ausmal? ene moglichen
Nitrierung von Tyrosn be physologischen Konzentrationen von Nitrat (20 — 60 pM) und
Nitrit (1 — 3 pM) in menschlichen Plasma [385] abzuschédizen, wurde [°N]Nitrat bzw.
[**N]Nitrit mit [?Ha]Tyrosin derivatisiert. Gewahlt wurden Konzentrationen von [*°N]Nitrat
und [*°N]Nitrit, die unterhab, innerhdb und oberhab der physiologischen Konzentrationen
liegen. Dazu wurden 3, 30, 300 pM und 3 mM [**N]Nitrat bzw. 0,3, 3, 30 und 300 pM
[*°N]Nitrit mit jewels 1 pM [*Ha]Tyrosin derivatisert (Derivaiserung zum n-Propyl-PFP-
TMS-Deivat). In der GC-TandemMS-Andytik war das n-Propyl-PFP-TMS-Derivat von
3-[**N]Nitro-[?Hs]tyrosin (SRM von m/z 383 aus mz 400) fiir Konzentrationen unterhab von
300 puM fir Nitrat und 30 uM fir Nitrit nicht detektierbar. Eine Bildung von 3-[*°N]Nitro-
[?Hs]tyrosn ist unterhdb dieser Konzentrationen nicht nachweisbar. Die Bildung von
3-[**N]Nitro-[?Hs]tyrosin konnte fir Konzentrationen tber 300 uM fir Nitra bzw. Uber
30 puM fir Nitrit nachgewiesen werden und war konzentrationsabhangig.

Einfluss des pH-Wertes des Eluenten auf die HPLC-Trennung von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin.
Abb. 33 zeigt deutlich den Einfluss des pH-Wertes des Eluenten bei der HPLC-Trennung
nach 3.4.3 von o-, m-, p-Tyrosin, 3Nitrotyrosn und p-Nitrophenylaanin. Wéhrend es be pH
25 unter den gewdhlten Bedingungen (70 mM Kaiumphosphet- Puffer/Methanol, 92/8, viv)
zu kene Trennung zwischen 3-Nitrotyrosn und p-Nitrophenyldanin kommt, wird 3-Nitro-
tyrosn be pH 7,0 von p-Nitrophenyldanin vollsandig getrennt. Eine moglichst vollsténdige
Trennung von o-Tyrodn und 3-Nitrotyrosn ist gewlnscht, da p-Nitrophenyldanin  der
taglichen Betimmung der Retentionszeit von 3-Nitrotyrosn diente. Die Auflésung der
HPLC-Trennung von o-, m-, p-Tyrosin und 3Nitrotyrosn ist bei pH 2,5 grof3er. Die HPLC-
Trennung enes Gemisches aus o-, m-, p-Tyrosn und 3-Nitrotyrosin ist somit bei pH 25
vollséndiger. Die HPLC-Trennung ener Tyrosn und 3-Nitrotyrosn enthatenden Probe bel
pH 25 unter den gewdhiten HPLC-Bedingungnen ig folglich aus zweele Grinden
vortelhaft.
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Abb. 33. HPLC-Chromatogramme von Tyrosn-Isomeren, 3-Nitrotyrosn und p-Nitro-
phenyldanin bei pH 25 (links) und pH 7,0 (rechts). Es wurde jewells 1 pug der Substanzen
andyget. Eluent: 70 mM Kdiumphosphat- Puffer/Methanal, 92:8 (v/v); Hussate 1,5 ml/min;
Absorptionsmessung bel 276 nm.

Einfluss des pH-Wertes des Eluenten der HPLC-Trennung auf die GC-Tandem-MS-Quantifi-
zierung von 3-Nitrotyrosin. In einer weiteren Versuchsreihe wurde 3-Nitrotyrosn in huma-
nem Plasma quantitativ bestimmt, wobe die HPLC-Trennung be pH 25 und 7,0 durchge-
fuhrt wurde. Die mittlere mit GC-TandemMS nach Derivatiserung der Proben gemessene
3-Nitrotyrosn-Konzentration im gleichen humanen Blutplasma betrug (n=4): 1,98 +0,11 nM
bel pH 2,5 und 2,49 +0,38 nM bei pH 7,0. Die RSD ist mit 15 % nach HPLC-Trennung be
pH 7,0 deutlich grol¥er ds nach HPLC-Trennung be pH 2,5 (6 %). Die nach HPLC-Trennung
von Nitrat, Nitrit, Tyrosn und 3-Nitrotyrosn bei pH 25 mit GC-TandemMS gemessene
3-Nitrotyrosn-Konzentration ist kleiner ds die nach HPLC-Trennung bel pH 7,0 gemessene.
Eine atifizdle Bildung von 3-Nitrotyroan wéhrend der HPLC-Trennung unter Sauren
Bedingungen i daher unwahrscheinlich. Die HPLC-Trennung von Tyrosn und 3-Nitrotyro-
sn aus Blutplasma be neutrdem pH-Wert i mdglicherweise unvollsdndig. Zu beechten ist
ferner, dass o-Tyrosn in ener physologischen Konzentraion im humanen Blutserum
vorliegt, die 10°-10°—fach Uber der von 3-Nitrotyrosin liegt [386]. Bei der anschlief?enden
Derivatiserung der Proben ig ene atifizidle Bildung von 3-Nitrotyrosn aus unvollsgéndig
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abgetrenntem Tyrosin denkbar. Dies konnte die nach HPLC-Trennung der Proben bel pH 7,0

gemessenen, hdheren K onzentrationen an 3-Nitrotyrosin erkléren.

Akkuratheit, Prazision, Reproduzierbarkeit, Detektionslimit und Nachweisgrenze der
Methode. Die Akkuratheit und Prézison der Methode zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosn in
humanem Plasma wurde wie folgt besimmt: In gepoolten Pasma von zwe gesunden
Probanden wurde die basde Konzentration von 3-Nitrotyrosn bestimmt. Dabel lag die
Konzentration von freiem 3Nitrotyrosin fir Proband A bel 1,41 +0,02 nM und fUr Proband B
bei 418 + 0,29 nM (n=2). Zu 2-ml Plasmaproben von Proband A wurden 0 — 40 pmal
3-Nitrotyrosn zugesetzt (n=2). Zu 2-ml Plasmaproben von Proband B wurden 0 — 20 pmol
3-Nitrotyrosn zugesstzt (n=2). Zu dlen Pasmaproben wurden 20 pmol  3-Nitro-L-
[?Hs]tyrosn ds interner Standard zugesetzt.  3-Nitrotyrosin wurde mit GC-Tandem-MS
bestimmt. Die lineare Regressonsanadyse zwischen der gefundenen (y) und der zugesetzten
Konzentration von 3-Nitrotyrosn in nM (x) ergab fir Proband A die Geradenglechung
y = 1,94 + 1,05x (r=0,999) und fur Proband B die Gleichung y = 4,38 + 0,96x (r=0,994). Die
mittleren gemessenen  Konzentrationen von 3-Nitrotyrosn fir die verschiedenen zugesetzten
Mengen an 3-Nitrotyrosin und die SD dienten as Berechnungsgrundiage der Prézison (RSD)
und der Akkuratheit der Methode. Die in Tab. 10 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass
gch die andytische Methode zur Bestimmung von fredem 3-Nitrotyrosn durch ene hohe
Prézison und Akkuratheit auszeichnet. Die mittlere Prdzison (RSD) liegt be 2,7 £ 1,8 %
(Proband A) bzw. 5,0 = 2,0 % (Proband B). Die mittlere Akkuratheit der Methode liegt bei 88
6 % (Proband A) bzw. 83 * 12 % (Proband B). Die mittlere Prézison und Akkuratheit ist
damit fir Proband A hoher. Sie i mdglicheweise auf den groferen gewdhlten Konzentrati-
onsbereich fir Proband A zurlickzufihren. Sowohl fir Proband A as auch fur Proband B sind
1,25 bzw. 1 nM 3-Nitrotyrosn zugesetzt zu Plasma mit einer Akkuratheit von 77 bzw. 80 %

und einer Prézison von 98 bzw. 94 % quantifizierbar.

Die indrumentedle Préazison und die Reproduzierbarkeit der Methode wurden mit 2 ml-
Aliquots gepoolten Plasmas bestimmt, denen jeweils 20 pmol 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin ds
interner Standard zugesetzt wurden (n=5). Alle Proben wurden wie beschrieben aufgearbeitet
und mit GC-TandemtMS andyset. Die indrumentdle Prézison betrug fUr endogenes
3-Nitrotyrosin 99,3 % (n=5). Die Reproduzierbarkeit der Methode lag bei 90 % fir Proben,
die am gleichen Tag (n=5) und bel 87 % fir Proben, die an aufenander folgenden Tagen
aufgearbeitet wurden (n=5).
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Tab. 10. Pré&zison und Akkuratheit der Methode zur quantitetiven Bestimmung von freem
3-Nitrotyrosin im Plasmavon Menschen.?

Proband A Proband B
3-Nitrotyrosin 3Nitrotyrosin  R.SD./ 3-Nitrotyrosin 3-Nitrotyrosin RSD/
zugegeben? emessen zugegeben emessen
9% g ) Akkuratheit (%) 95 g ) Akkuratheit(%)
abziglich Basal- abzlglich Basal-
konzentration® konzentration®
0 0 1.5/n.a. 0 0 6.9/n.a.
1.25 1.54 2.6/77 0.5 0.68 5.7/64
2.5 2.82 6.4/87 1 1.2 5.6/80
5 5.59 2.5/88 2 1.62 0.7/81
10 10.48 2.5/95 4 3.81 4.8/95
20 21.09 0.7/95 5 4.85 6.1/97
Mittel+S.D. der R.S.D. 2.7+1.8 5.0+£2.0
Mittel+S.D. der Akkuratheit (%) 8816 83+12

®Die Methode stellt eine Kombination aus Ultrafiltration, HPLC, SPE und GC-Tandem-MS dar. Zur Vaidierung
wurde die Additionsmethode verwendet. Dazu wurden zu 2 ml-Aliquots gepoolten Plasmas von zwei gesunden
Probanden (A und B) 0 — 20 pmol (Proband A) und 0 — 40 pmol 3Nitrotyrosin (Proband B) zugesetzt (n=2).
Interner Standard war 3-Nitro-L-[2Hs]tyrosin (20 pmol).

bAlle Konzentrationsangaben in nM.
“Mittlere Basalkonzentrationen: 1.41 nM fiir Proband A und 4.18 nM 3-Nitrotyrosin fiir Proband B.

Zur Begsimmung des Detektiondimits (LOD) der Methode wurden Verdinnungen einer
Stammlésung von 3-Nitrotyrodn mit GC-TandemMS andysert [387]. Dazu wurde 3-Nitro-
tyrosn zum n-Propyl-PFP-TMS-Derivat umgesetzt. SRM des lons mit m/z 379 zeigte fir das
n-Propyl-PFP-TMS-Derivat von 3-Nitrotyrosn ein Signd-zu-Rausch-Verhdtnis von 11:1 fir

eneinjiziete Menge von 4 amal.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOQ) der Methode wurde 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosn im
Konzentrationsbereich von 0 bis 1000 pM mit 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin ds internem Standard
(500 pM) mit GC-TandemMS andysert. Dazu wurde Plasma eines gesunden Probanden mit
enem endogenen Gehdt an 3-Nitrotyrosn von 25 +0,3 nM (n=2) diquotiert und 2 mil-Ali-
quots des Plasmas wurden mit 0, 50, 125, 250, 500 und 1000 pM 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin ver-
szt (jewels n=2). Alle Proben wurden wie beschrieben aufgearbeitet und mit GC-Tandem:
MS andyset: SRM der lonen mit mVz 382 fir 3-Nitro-L-[?Ha]tyrosin und m/z 397 fir
3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin. Die lineare Regressonsanalyse der gemessenen Konzentration von
3-Nitro-L-[*Cg]tyrosin (y) und der zugegebenen Konzentration von 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin
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(X) in pM ergab die Regressionsgerade; y = 17,41 + 1,03x (r=0,999). Das LOQ der Methode
lag bei 125 pM #C-markiertem 3Nitrotyrosin, wobei diese 3Nitro-L-[**Cg]tyrosin-Konzent-
ration mit einer Prazison von 955 % und ener Akkuratheit von 82 % gemessen werden
konnte. Sowohl Akkuratheit ds auch Prézison lagen Uber 89 % fir ale hoheren Konzentrati-
onen von 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin (Abb. 34).
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Abb. 34. Standardkurve fiir 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosn in menschlichem Plasma mit 3-Nitro-L-
[Hs]tyrosin ds intenem Standard (500 pM, n=2). Aliquots von 2 ml Plasma wurden
andysert. 3-Nitro-L-[**C]tyrosin wurde iiber das Peskflachenverhdltnis von mvz 397 zu mvz
382 quartifiziet (SRM der lonen mit nmvz 397 firr 3-Nitro-L-[**Cg]tyrosin und nmvz 382 fiir
3-Nitro-L-[?Ha]tyrosin) und Multiplikation mit der Konzentration des internen Standards.

Identifikation von endogenem 3Nitrotyrosin. Im Plasma von 11 gesunden Probanden wurde
endogenes 3-Nitrotyrosn in einer Konzentration von 2,6 +0,84 nM gefunden (Bereich 1,4 —
43 nM). Dabe ergab sch kein sgnifikanter Unterschied zwischen weiblichen und ménnli-
chen Probanden: 2,9 +1,00 nM vs 2,8 0,56 nM. Abb. 35 zagt en typisches Chromatogramm
aus der GC-TandemMS-Andyse einer Plasmaprobe eines gesunden Probanden. Sowohl flr
die endogene Substanz (Abb. 35, oberer Teil) as auch fur den internen Standard (Abb. 35,
unterer Teil) ist jewells nur en Pesk zu sehen. Dieser hat die Retentionszeit des n-Propyl-
PFP-TMS-Derivates von 3-Nitrotyrosn. Das Vorhandensain eines einzigen Pesks in e@nem
Zeitfender von 6 min zeigt, dass keine anderen Substanzen in der GC-Tandem-MS-Andytik
der hier beschriebenen Methode mit 3-Nitrotyosn interferieren.
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Abb. 35. Chromatogramm aus da GC-TandemtMS-Andyse ene Plasmgorobe enes
gesunden Probanden. SRM der lonen mit myz 379 fur endogenes 3 Nitrotyrosin und m/z 382
fir 3-Nitro-L-[>Ha]tyrosin der n-Propyl-PFP-TMS-Derivate.

Zur ldentifikation des GC-Pesks mit der Retentionszeit von synthetiscchem 3-Nitrotyrosin
wurde ein Tochterspektrum von der endogenen Substanz aufgenommen. Dazu wurde das lon
m/z 396 durch CAD fragmentiert (Abb. 36, rechts). Abb. 36 (links) zeigt das entsprechende
Tochterspektrum, das durch CAD des lons m/z 396 des n-Propyl-PFB-TMS-Derivates von
gynthetischem 3-Nitrotyrosn erhdten wurde. Die drel charakteristischen Produktionen des
n-Propyl-PFB-TMS-Derivates von synthetischem 3-Nitrotyrosn finden sch im  Tochter-
spektrum der endogenen Substanz wieder Abb. 36, rechts). Daneben finden sich noch weitere
Fragmente, die dem gleichen Mutterion (mVz 396) entstammen, jedoch as Produktionen en
anderes m/z-Verhdtnis zeigen. Dies zeigt, dass trotz der Aufreinigung der Plasmaproben mit
HPLC ene inteferenzfrele Detektion von endogenem 3-Nitrotyrosn mit einfacher GC-MS
nicht moglich i

Zusammenfassung. Um die atifizidle Bildung von 3-Nitrotyrosn bel der Probenaufarbeitung
zu verhindern, wurde folgendermaen verfaren: (1) Die Abtrennung von Plasmagproteinen
efolgte nicht durch saure Préazipitation, sondern durch schonende Ultrefiltration. (2) 3-Nitro-
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tyroan wurde vollgandig von endogenem Tyrodn, Nitrat und Nitrit durch HPLC vor der
Derivatiserung getrennt. Es konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert des Eluenten der
HPLC-Trennung im Bereich pH 25 bis 7,0 enen Einfluss auf die gemessene Konzentration
an 3-Nitrotyrogn hat. Die zuverldssgste Trennung wurde bel pH 2,5 erreicht.
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Abb. 36. CAD-NICI-Massenspektren von 3-Nitrotyrosin. Vergleich der GC-TandemMS-
Tochterspektren (oben) der n-Propyl-PFP-TMS-Derivate von kéuflichem  3-Nitrotyrosin
(links) und der endogenen Komponente aus humanen Blutplasma mit der Retentionszeit von
3-Nitrotyrosin (rechts) nach CAD des lons m/z 396 (P =[M - TMSOH]"). Die GC-Tandem:
MS-Chromatogramme  (unten) zeigen die Reentionszeiten der Pesks, die zu den
Massenspektren gehdren. Zu den lonen des Tochterspektrums von 3-Nitrotyrosin (*) gehdren
Mz 396 (P), m/z 379 ([P— 17]") und m/z 261 ([n-Propyl-CO»-CH=N-PFP]’).

Mit der Additionsmethode konnte die Zuverlassgkeat der entwickdten Methode zur Bestim-
mung von 3-Nitrotyrosn in humanem Blutplasma gezeigt werden. Die mittlere Prézision
(RSD) der Methode lag bei 2,7 bzw. 50 % fir zwe Probanden. Die mittlere Akkuratheit
betrug 88 bzw. 83 %. Fiir den internen Standard 3 Nitro-[*Ha]tyrosin zeigte sich gute Lineari-
tét im Bereich von 0 bis 20 nM 3Nitrotyrosin. Das LOQ der Methode lag bel 125 pM fur
3-Nitro-[**Cg]tyrosin und das LOD bei 4 amoal.
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4.2.1.5 Vergleich der Bestimmung von 3-Nitrotyrosin mit GC-MS und GC-Tandem-MS

Wie gezeigt, emoglicht ene Kombination aus HPLC-Trennung und anschlie3ender GC-
Tandem-MS-Andyse die spezifische Quantifizierung von 3-Nitrotyrosn in humanem Blut-
plasma (Sehe 4.2.1.4). In der Literatur snd Methoden beschrieben worden, die erméglichen
3-Nitrotyrosn im humanen Blutplasma mit GC-MS zu bestimmen [308,330]. Ein Verglech
von GC-MS mit GC-TandemMS soll zeigen, ob auch einfache Massengpektroskopie die
interferenzfreie und pezifische Detektion von 3-Nitrotyrosin in humanem Plasma erlaubt.

Tab.11. Veglech der Bestimmung von 3-Nitrotyroan mit GC-MS und GC-Tandem-MS
in einem Kollektiv von 12 gesunden Probanden.

Methode GC-Tandem- GC-MS GC-Tandem- GC-MS
MS MS
Peakfl &chenverhéltnis® Konzentration von Quotient
Geschlecht Alter m/'z 379 2u m/'z 396 zu 3Nitrotyrosin® GC-MSzu
m/'z 382 m/z 399 (nM) GC-Tandem-
MS
w 53 0,150 0,187 0,75 0,94 1,247
m 74 0,432 0,774 2,16 3,87 1,792
w 43 0,131 0,149 0,66 0,75 1,137
m 42 0,304 0,236 1,52 1,18 0,776
m 42 0,140 0,124 0,70 0,62 0,886
m 42 0,120 1,006 0,60 5,03 8,383
m 42 0,078 1,005 0,39 5,03 12,89
m 50 0,126 1,009 0,63 5,05 8,008
m 58 0,199 0,197 1,00 0,99 0,999
w 50 0,133 0,837 0,67 4,19 6,293
w 57 0,448 2,085 2,24 10,4 4,643
m 61 0,492 3,103 2,46 15,5 6,301
Mittel+tS.D.  51,2+9,6 0,23+0,14 0,89+0,86 1,15+0,71 4,46+4,31 4,45+3,79

*Endogenes 3-Nitrotyrosin zu internem Standard.

PDie Konzentration von 3Nitrotyrosin ergibt sich durch Multiplikation des Peakflachenverhaltnisses mit der
Konzentration des internen Standards (5 nM). w, weiblich; m, ménnlich.

Die Daen dear quantitativen Bestimmung von 3-Nitrotyrosn mit GC-MS und GC-Tandem-
MS wurden miteinander verglichen (Tab. 11). Die in der Gruppe von zwdlf weiblichen und
mannlichen Probanden (Alter 50 bis 74 Jahre) gefundene Plasmakonzentration von 3-Nitro-
tyrosin betrégt 1,15 +0,71 nM (0,67 bis 2,46 nM). Fir die wiedergegebenen Peakfléchen
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verhdtnisse von endogenem 3Nitrotyrosin zu internem Standard von mvz 396 zu vz 399 aus
der GC-MS-Andyse und myz 379 zu m/z 382 aus der GC-TandemMS-Analyse hat der daraus
gebildete Quotient einen Wert von 4,45 £3,79 (n=12, RSD 85,2 %). Dieses Verhdtnis liegt
welt Uber dem theoretischen Wert von 1. Die Quantifizierung von 3-Nitrotyroan mit GC-MS
fuhrt somit zu im Durchschnitt um den Faktor 4,5 hoheren Konzentrationen. Die Schwankun-
gen des Quotienten der GC-MS- zur GC-Tandem-MS-Messung sind dabe fur die einzelnen
Messwerte sehr grof3 (0,776 bis 12,89). Eine Erklarung fur die mit GC-MS gemessenen hohe-
ren 3-Nitrotyrosn-Konzentrationen ist die Kodution einer oder mehrerer Substanzen in der
GC-MS-Andyse, die lonen mit glechem m/z-Verhdtnis wie 3-Nitro-tyrosn, d. h. m/z 396,
bilden (sehe 4.2.1.4).

4.2.1.6 Invitro-Bildung von 3-Nitrotyrosin durch Peroxynitrit

Be der Nitrierung von Tyrosn durch Peroxynitrit wird erst bei hohen Peroxynitrit- Konzent-
rationen (>100 uM) eine Ausbeute von 45 % 3-Nitrotyrosin erreicht 231,388]. Zugabe von
CO; ehtht die Ausbeute der Nitrierung von 4-Hydroxyphenylessgsiure [19]. Im Folgenden
wird die konzentrationsabhéngige Bildung von 3-Nitrotyroan aus Tyrosn und Peroxynitrit
bel physologischem pH-Wert mit und ohne Bicarbonat dargestdlit.
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Abb. 37.  3-Nitrotyrosn-Bildung aus 1 mM Tyrosn be unterschiedlichen Konzentrationen
von Peroxynitrit. Resktionsbedingungen: 1 h ba RT in 200 mM TrigHCl Puffer, pH 74;
ohne und mit 20 mM NaHCOs;. Bedimmung von 3-Nitrotyroan mit HPLC: 70 mM
KH2PO4/Methanol, 92/8 (v/v), pH 2,5; Absorptionsmessung bei 356 nm.
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1 mM Tyrosn wurde dazu mit O, 100, 200, 300 und 500 pM Peroxynitrit fir 1 h be RT
inkubiert (0,5 ml 200 mM TrigHCl Puffer, pH 7,4, n=2). Daneben wurde der Effekt von
20 mM NaHCOs3 auf die Bildung von 3Nitrotyrosin untersucht. 3 Nitrotyrosn wurde mit der
unter 3.4.3 beschriebenen HPLC-Methode bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte durch Ab-
sorptionsmessung be 356 nm und Peskflachenvergleich mit externem Standard  (3-Nitro-
tyrogn). Das mittlere Verhdtnis von gebildetem 3-Nitrotyrosn zur zugesetzten Konzentration
von Peroxynitrit betrug 0,0451 +0,0024 ohne Zusatz von Bicarbonat (Abb. 37). Dies ent-
oricht ener mittleren Ausbeute der Nitrierung von Tyrosn durch Peroxynitrit von 4,5 %.
Das mittlere Verhdtnis von gebildetem 3-Nitrotyroan zur zugesstzten Konzentration an
Peroxynitrit betrug 0,0863 +0,0034 bel Zusatz von 20 mM Bicarbonat. Dies entspricht einer
mittleren Ausbeute von 8,6 %. Es kommt annéhernd zu einer Verdopplung der Ausbeute an
3-Nitrotyrosin bel Zusatz von 20 mM NaHCOs.

In der Literatur finden sch ds Angaben zur Ausbeute der Nitrierung von Tyrosn (1 mM)
durch 1 mM Peroxynitrit 3,7 % [231] bzw. 5,1 % [233]. Es konnte gezeigt werden, dass auch
kleinere Konzentrationen von Peroxynitrit (100 — 500 puM) zu einer Ausbeute von 4 bis 5 %
3-Nitrotyrosin fuhren. R. Uppu et al. konnten fir einen Konzentrationsbereich von 100 — 800
UM Peroxynitrit zeigen, dass 5 mM NaHCOs die Ausbeute der Nitrierung von 4-Hydroxy-
phenylessgsiure verdoppet [19]. Wie hier gezeigt werden konnte, findet sch auch fur die
Nitrierung von Tyrosn eine Erhdhung der Ausbeute be Zusatz von 20 mM NaHCOs von im
Mittd 45 auf 8,6 % datt. Unter den gleichen Bedingungen fihrt der Zusatz von 20 mM
NaHCOs; zu 1 mM Glutathion zu ener 50 %igen Verringerung der Ausbeute an Oxidations-
produkten (GSSG) und bis zu 80 %igen Veringerung der Ausbeute an S Nitr(osyl)ierungs-
produkten (GSNO und GSNO) (bisher unvertffentlichte Ergebnisse). Die Versuche bestéti-
gen die Ergebnisse von C. X. C. Santos et al., die ebenfals eine Steigerung der Ausbeute der
3-Nitrotyrosin-Bildung nach Zugabe von 25 mM NaHCOs um 197 % festgestellt haben [238].

4.2.2 3-Nitrotyrosin-Restein Proteinen

Die andytische Methode zur quantitativen Bestimmung von 3-Nitrotyrosn-Resen in
Proteinen entspricht grundsétzlich der unter 4.2.1.1 vorgestellten Methode fur 3-Nitrotyrogn.
Im Gegensatz zu dieser Methode wurde hier jedoch nicht das Ultrafiltrat, sondern das aus

Pasma durch Ultrefiltration gewonnene Proteinkonzentrat verwendet. Das Proteinkonzentrat
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wurde enzymatisch hydrolyset und das Hydrolysst ener weteren  Ultrefiltration  zur
Abtrennung unvollsgtdndig hydrolyserter Proteine unterzogen.

4.2.2.1 Analytische Methode

Biologische Proben. Die Sammlung des Blutplasmas und die Ultrefiltration erfolgte wie fir
3-Nitrotyrosin beschrieben (4.2.1.1).

Bestimmung der Proteinkonzentration. Die Proteinkonzentration des nach zwestindiger
Ultrefiltration (4 °C) gewonnenen Proteinkonzentrates wurde photometrisch nach Lowry et
al. mit ener Standardkurve fir BSA (0 — 400 pg/ml, n=2) bestimmt [389]. Der Proteingehalt
der zu untersuchenden Proben wurde so mit dest. Wasser eingestelt, dass er im Bereich der

Standardkurve lag (n=2).

Proteinverdau. Fir die hydrolytische Spdtung der Plasmaproteine wurde Pronase E
verwendet [314]. Pronase E ig ene Mischung verschiedener Proteasen, die Proteine zu den
enzenen Aminosauren abbauen [390]. Pronase E wurde jewells frisch in dest. Wasser in
ene Konzentration von 20 mg/ml gdés. Das Mengenverhdtnis von Pronase E zu Plasma-
protein lag be 1.5 Jeder Resktionsansatz enthidt: 200 pl Pronase E (20 mg/ml), 20 mg
Plasmaprotein und 500 ul 0,2 M TrigHCPuffer, pH 7,5. Die Reaktionszeit betrug 20 h und
die Reaktiongemperatur 37 °C. Nach Beendigung der enzymatischen Hydrolyse wurden 10
pmol 3-Nitro-L-[*Ha]tyrosin ds interner Standard zugesetzt. Anschlief?end wurden die Proben
20 min be 1500 g ultrefiltriet (wurden Centrisat |-Ultrefiltrationskartuschen). Das
gewonnene Ultréfiltrat wurde zur Bestimmung von Tyrosn und 3-Nitrotyrosn (Sehe 4.2.1.1)

verwendet.

Bestimmung der Tyrosinkonzentration. Zur Quantifizierung des Tyrosingehdtes des Hydroly-
sates wurde das unter 3.4.3 beschriebene HPLC-System verwendet. Ein 10-pl Aliquot des
Ultrefiltrates wurde 1:100 mit der mobilen Phase verdinnt und bel 276 nm chromatographiert.
Das Injektionsvolumen betrug jeweils 100 pl. Die Quantifizierung erfolgte Uber Peekflachen
vergleich des Standards mit der Probe.
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Berechnung des Verhaltnisses von 3Nitrotyrosin (3-NT)- zu Tyrosin (Tyr)-Resten. Folgende
Formd diente zur Berechnung des Molarverhdtnisses:

R (C. V. +S,
3-NT/Tyr = Cos c S5 ) x 103
(Ve +07) C

Tyr

Ve  Volumen von 20 mg Plasmaprotein flr die enzymatische Hydrolyse in ml
Cryr  Konzentration von Tyrosinin pM

R gemessenes mYz-Verhdtnis von 3-Nitrotyrosin zu internem Standard

Cis  Konzentration desinternen Standards im eingesetzten Blutplasmain nM
S|s Stoffmenge desinternen Standards zugesetzt zu 20 mg Protein in pmol

Alle Angaben gehen von 2 ml Plasma aus. Der Summand 0,7 ergibt sch aus dem Ansatz
volumen der erzymatischen Hydrolyse.

4.2.2.2 Invitro-Nitrierung von " bovine serum albumin” (BSA) durch Peroxynitrit

Waéhrend die Nitrierung von BSA mit grol¥en Konzentrationen von Peroxynitrit (1 — 5 mM)
eingehend untersucht wurde [239,240,261,317], ist bisher wenig Uber die Nitrierung von BSA
mit kleinen Peroxynitrit-Konzentrationen bekannt, wie se in vivo zu erwarten snd. Um diee
L Gicke zu schlief¥en, wurden entsprechende Untersuchungen durchgefhrt.

Die Nitrierung von Tyrosn-Resten in BSA wurde fUr verschiedenen Peroxynitrit-Konzentra-
tionen untersucht: 40 mg/ml (604 uM) BSA wurden mit O, 0,3, 3, 30 und 300 pM Peroxynitrit
1 h ba RT inkubiert. Die Albuminkorzentration entspricht der physiologischen Albuminkon
zentration im Blut (40 mg/ml im Blut von Menschen [235]). Die konzentrationsabhangige
Bildung von 3-Nitrotyrosin in BSA nach Inkubation mit Peroxynitrit it in Abb. 38 gezegt.
Es zegt sch ein dnlicher Verlauf wie von Ohshima et al. beschrieben [284]. Aus Abb. 38 er-
gibt sich ferner fir 30 pM Peroxynitrit &n Verhdltnis von 0,21 x10° von 3-Nitrotyrosin zu
Tyroan. Dies entspricht einer Nitrierung von 0,21 %o der Tyrosin-Reste. BSA hat ein Mole-
kulargewicht von 66,267 kDa und besitzt 19 Tyrosn-Reste pro Molekdl [391]. Fur 30 puM
Peroxynitrit ergibt dch en 3-Nitrotyrosn-Anteil von 60 pmol/mg Albumin oder 399 mmoal/
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mol Albumin. Fir 300 uM Peroxynitrit betragt die Nitrierung der Tyrosin-Reste 0,58 %o und
der 3-Nitrotyrosin-Antell 11 mmol/mol Albumin, fir 3 uM jedoch lediglich 0,95 mmol/moal.
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Abb. 38. Effekt der Peroxynitrit-Konzentretion auf die 3-Nitrotyrosn-Bildung in 40 mg/ml
BSA. Resktionsbedingungen: 1 h bei RT in 100 mM NgHPQO,4, pH 7,4 mit 0,1 mM DTPA.
Gezdgt ig das Verhdtnis von 3-Nitrotyrosn (3-NT)- zu Tyrosn (Tyr)-Resten as Mittewert
+SD (n=2). 3-Nitrotyrosn wurde mittds GC-TandemtMS und Tyrosn mittds HPLC
bestimmt.

Das fir 30 uM Peroxynitrit gefundenen Verhdtnis liegt etwas niedriger ds das von Ohshima
et al. fir 50 uM Proxynitrit und 10 mg/ml (151 pM) BSA berichtete (0,5 x10° [284]). Die
Abhdngigkeit der Ausbeute der Nitrierung vom Verhdtnis BSA zu Peroxynitrit it fir hohe
Peroxynitrit-Konzentrationen jedoch bereits bekannt: Fir Verhdtnisse von 1:1, 1.5, und 1:10
von BSA (4 mg/ml) zu Peroxynitrit liegt die Nitrierung bei 0,12, 1,4 und 3,2 % der Tyrosin-
Reste [280]. Der fur 300 puM Peroxynitrit ermittelte Antell an 3-Nitrotyrosn-Resten von
11 mmol/mol  Albumin liegt weit unter dem fur hohere Peroxynitrit-Konzentrationen in der
Literatur angegebenen: Fir 1 mM Peroxynitrit und 10 mg/ml Albumin wurde ein Antell an
3-Nitrotyrosn-Resten von 391 mmol/mol Albumin und fir 2 mM Peroxynitrit und 4 mg/ml
BSA sogar von 1330 mmol/mol Albumin berichtet [239,261].

4.2.2.3 Validierung der Methode zur Bestimmung von 3-Nitrotyrosin-Resten in Proteinen

Zur Zet deht kein nitrietes Protein ds interner Standard fUr die massengpektrometrische
Quantifizierung von 3-Nitrotyrosn-Resten zur Verflgung. Daher wurde die Eignung von
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3-Nitro-L-[*Hz]tyrosin ds interner Standard in der GC-TandemrMS-Andytik von 3-Nitro-

tyrosn-Resten in Proteinen untersucht.

Dazu wurde BSA (40 mg/ml) unter Zusatz von 300 M Peroxynitrit nitriert (dehe 4.2.2.2).
Von dem nitrierten BSA wurden 0O, 5, 10, 20, 50 und 100 pg zu jeweils 20 mg menschlichem
Pasmeprotein zugesetzt (n=2). Das Plasmgprotein wurde durch Ultrefiltration (2 h) aus
gepooltem menschlichen Plasma gewonnen. Die Aufarbetung der Proben erfolgte wie unter
4.2.2.1 beschrieben.

Verhaltnis m/z 379 zu m/z 382

O 1 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Mit ONOO nitriertes BSA (ug)

Abb. 39. Standardkurve fir 3-Nitrotyrosin-Reste in Proteinen in menschlichem Plasma 20
mg Plasmaprotein wurden zusammen mit 0 — 100 pg nitrietem BSA andyset. BSA (40
mg/ml) wurde nach 4.2.2.2 mit 300 uM Peroxynitrit nitriert. 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin diente
jewells ds interner Standard (10 pmol). Dargestellt it das gemessene Peekfl&chenverhdtnis
von m/z 379 zu m/z 382 (SRM der lonen mit nvz 379 fur 3-Nitrotyrosn und m/z 382 fir
3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin) as Mittelwert +SD (n=2).

Abb. 39 zedgt das lineare Verhdtnis zwischen den Peskfléchenverhdtnissen von 3-Nitrotyro-
sn zu internem Standard und der zugegebenen Menge von nitrietem BSA in pg. Die lineare
Regression ergibt eine Gerade der Gleichung y = 0,217 + 0,039x (r=0,998). Aus der Abbil-
dung l&sst sch ablaten, dass ene Erhthung des Antells von nitrietem BSA am gesamten
Protein zu ener proportionden Erhéhung der gemessenen Konzentration von 3-Nitro-tyrosin
nach enzymatischer Hydrolyse filhrt. 3-Nitro-L-[Hs]tyrosin eignet sich somit ds interner
Standard in der GC-Tandem-MS-Andytik von 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen. Mit ener
gnlichen Verdinnungsehe wurde die Eignung von 3-Nitro-[13Celtyrosn ds interner
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Standard fir die GC-MS-Andytik von 3-Nitrotyrosn-Resten im Protein von isolietem LDL
gezeigt [329].

4.2.2.4 Vergleich der Bestimmung von 3Nitrotyrosin-Resten in Proteinen mit GC-MS
und GC-Tandem-MS

Durch immunohistochemische Nachwelsmethoden wurde 3-Nitrotyrosin in  unterschiedlichen
Geweben ds Aminosiure-Rest in Proteinen detektiert [269,270,275]. Eine exakte Quantifi-
zZierung pahologischer Veranderungen ist jedoch mit den semiquantitativen Methoden nicht
moglich [226]. Daher wurde insbesondere die GC-MS zur Quantifizierung der 3Nitrotyrosin-
Reste in Proteinen herangezogen [267,327,329]. Im Folgenden wird die quantitative Bestim-
mung von 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen des humanen Blutplasmas mit GC-MS und GC-
Tandem-MS verglichen.

Tab. 12. Veglech der Bedimmung von 3-Nitrotyrosn-Resten in Plasmaproteinen mit GC-
MS und GC-TandemMS in einem Kollektiv von neun gesunden Probanden.

Methode GC-Tandem- GC-MS GC-Tandem- GC-MS
MS MS
Peakfl &chenverhéltnis® Verhdtnisvon Protein-3-NT Quotient
Geschlecht Alter m'z379zu Mz 3% zu zu Protein-Tyr® GC-MSzu
m'z 382 m'z 399 x10° GC-Tandem-
MS
w 53 1,878 2,826 3,13 4,72 1,505
m 74 0,720 1,039 1,50 2,16 1,442
w 43 0,669 1,051 1,03 1,61 1,571
m 42 0,505 2,060 1,09 4,43 4,079
m 42 1,095 4,266 1,86 7,26 3,896
m 50 0,542 0,140 1,29 0,33 0,258
m 58 0,554 0,137 1,52 0,38 0,247
w 50 0,368 0,132 0,91 0,33 0,359
m 61 0,525 0,379 1,02 0,74 0,722
Mittel+S.D. 52,6+9,9 0,76+0,44 1,34+1,36 1,48+0,65 2,44%2 34 1,56+1,39

“Endogenes 3-Nitrotyrosin zu internem Standard.

b Das Verhdltnis von 3Nitrotyrosin-Resten (Protein-3-NT) zu Tyrosin-Resten (Protein-Tyr) in Plasmaproteinen
ergibt sich aus den gemessenen Peakflachenverhdltnissen fur 3Nitrotyrosin und den gemessenen Tyrosin-
Konzentrationen nach enzymatischer Hydrolyse (nach 4.2.2.1). w, weiblich; m, ménnlich.
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Die quattitative Besimmung von 3-Nitrotyrodn efolgte in Blutplasma-Proben der unter
4.2.1.5 beschriebenen Probandengruppe. Aus den in Tab. 12 wiedergegebenen Peakfléchen
verhdtnissen von nvz 396 zu m/z 399 (GC-MS) und myz 379 zu m/'z 382 (GC-Tandem-MYS)
wurde en Quotient von 1,56 +1,39 errechnet (n=9, RSD 89,16 %). Dieser Wert liegt deutlich
Uber dem theoretischen Wert von 1, ist jedoch wesentlich niedriger ds der entsprechende
unter 4.2.1.5 in den gleichen Proben bestimmte Wert fir 3-Nitrotyroan ds free Aminosiure,
Die Schwankungen des Quotienten der GC-MS- zur GC-TandemtMS-Messung sind jedoch
auch fir die Bestimmung von 3-Nitrotyrosan-Resten in Plasmgproteinen fir die einzenen
Messwerte sehr grof3 (0,247 bis 4,079).

Es wurde ein mittleres Verhdtnis von 3-Nitrotyrodn- zu Tyrodn-Resten im Blutplasma der
dlteren Probandengruppe (50 bis 74 Jahre) von 1,48 +0,54 x10° (1,48 pmol 3Nitrotyrosin/
mol Tyrosn) gefunden. Damit kommen auf ein Molekil 3-Nitrotyrosn etwa 0,7 x10°
Molekile Tyrodn. Dies bestétigt die Ergebnisse von K. A. Skinner et al. (2,3 pmol 3Nitro-
tyrosn/mol Tyrosin [273]), steht jedoch im Widerspruch zu anderen Ergebnissen [317,330].

4.2.3 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure

3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure  entsent aus 3-Nitrotyrosn durch Desaminierung  und
anchlielfender Oxidation unter COo-Velust. Zundchst wurde  3-Nitro-4-hydroxyphenyl-
[1',1-180,]essigsiure zur Verwendung ds interner Standard firr die GC-Tandem-MS-Andyse
von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure hergestellt (4.2.3.1). Die NICI-Massenspektren von
3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure  und  3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1',1'-*20,]essigsiure  wer-
den im nachfolgenden Unterkepite 4.2.3.2 diskutiert. Die anschlief?end entwickete andyti-
scthe Methode zur Bestimmung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure (4.2.4) is Grundlage
fur die pharmakokinetische Untersuchung des Metabolismus von 3-Nitrotyroan im Kanin-
chen (4.2.4.).

4.2.3.1 Interner Standard

Die Sauergoffstome am Carboxyl-Kohlenstoffatom wvon  3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure
wurden in Anlehnung an die fiir Isoprostane beschriebenen Methode durch !2O-Atome
ausgetauscht (4.1.1.2 und 4.1.3.3).
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Enzymatische Synthese von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1',1'-*30,] essigséure. Zunachst wurde
3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure  mit  Diazomethan methyliet. Dazu wurden 200 g
3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure 5 min bei 0 °C mit 100 pl frisch hergestelter &herischer
Losung von Diazomethan inkubiert. Das Reektionsgemisch wurde unter N> engeengt und in
10 ul Ethanol aufgenommen. 300 pl der PLE Suspension (1000 U) wurden unter N, eingeengt
und in 300 pl H,®O (98 Atom % 80 von Isotec) resuspendiert. Der pH-Wert wurde mit
Li*®OH auf pH 7 eingestdlt. Die resuspendiete PLE und das in Ethanol aufgenommene
Reaktionggemisch inkubierten zusammen 30 min bel 37 °C. Nach der Inkubation wurde mit
5 M HCOOH auf pH 23 angestuert und 1:5 (v/iv) mit HO verdinnt. Die Reaktionsprodukte
wurden mit SPE nach 3.1.1 isoliet. Methylierung und enzymatische Hydrolyse wurden
einma wiederhalt.

High-performance liquid chromatography. Sowohl fir die Aufreinigung des Produktgemi-
sches ds auch zur Verfolgung des Resktionsverlaufes wurde das unter 3.4.1 beschriebene
HPLC-Sysem bea ener Hussate von 1 ml/min eingesstzt. Die Detektion erfolgte durch
photometrische Absorptionsmessung bei 356 nm. Die gesammelte HPLC-Fraktion von 8O-
markierter 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure wurde 1.8 (v/v) mit Wasser verdinnt und nach
3.1.1 extrahiert. Das aufgereinigte Produkt wurde in 1 ml Acetonitril gelést und bel — 78 °C
gelagert (Stammlésung).

HPLC-Aufreinigung des Produktgemisches und Bestimmung der Ausbeute Die Methylierung
von 4 pug 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure mit nachfolgender Hydrolyse mit 5 M NaOH
ergab en Gemisch von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure (74,4 %, 12,25 min), 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsauremethylether (141 %, 14,7 min), 3-Nitro-4-hydroxyphenylessig-
sduremethylester (96 %, 288 min) und 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiuremethylether-
methylester (1,8 %, 34,4 min); angegeben sind die rdativen Peskflachenverhdtnisse und
Retentionszeiten der HPLC-Andyse. Fir die Mehylieeung von 200 pg 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessigsiure  mit nachfolgender enzymaischer Hydrolyse mit PLE in H,'%0
wurde eéin Gemisch von 2O-markierter 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure (relativer Antell
68,7 %, 46 pg) und 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiuremethylether (31,3 %, 21 pg) erhdten
(Abb. 40 links). Nach Rechromatographie ergab sich eine Ausbeute von 33 pg 20-markierter
3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure  (Abb. 40 rechts). Weder der Methylester noch der
Methyletermethylether snd nach enzymatischer Hydrolyse noch nachweisbar (Abb. 40).
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180-Markierte  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure und ~ 3-Nitro-4- hydroxyphenylessigsiure
zeigten en identisches chromatographisches Verhdten in der HPLC-Andyse.
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Abb. 40. HPLC-Chromatogramme von 80-markierter  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure
(*80-NHPA) und deren Methylether (**O-NHPA-methylether). Die Resktion von NHPA mit
Diazomethan (5 min, 0 °C) mit nachfolgender enzymatischer Hydrolyse in H®O zeigt ein
Produktgemisch von 8O-NHPA und *0-NHPA-methylether (links, ca 1 pg 0,-NHPA
injiziert). Die Rechromatographie des isolierten '80,-NHPA zeigt nur noch einen Pesk
(rechts, 1 pg ®0,-NHPA injiziert). Eluent is 20 mM  NaH2PO4/Acetonitril/iso-Propanol,
80:14:6 (v/v), pH 3,5; Hussrate: 1 ml/min; Absorptionsmessung bei 356 nm.

Massenspektrometrische Charakterisierung des Produktes der enzymatischen Synthese nach
HPLC-Aufreinigung. Es wurden die Massenspektren der Me-TMS-Derivate nach HPLC-
Aufreinigung und zum Vergech von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure mit dem unter 3.5.2
beschriebenen GC-MS-Sysem unter El-Bedingungen aufgenommen.  Sowohl  3-Nitro-4-
hydroxyphenylessigsiure ds auch 8O-markierte 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure  duierten
zur gleichen Zet von der GC-Saule (8,99 min). Beide Massenspektren zeigen das Molekilion
(M*) bei mvz 283 fiir 3Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure und nvz 287 sowie mvz 285 fir *20-
markierte  3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure.  Die intensvsten lonen entstehen durch den
Velugt der Methyl-Gruppe des Esters, d.h. bei m/z 268 fir 3-Nitro-4-hydroxyphenylessg-
séure und m/z 272 sowie m/z 279 fiir 120-markierte 3-Nitro-4- hydroxyphenylessigsiure.
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Abb. 41. El-Massenspektren der Me-TMS-Derivate von 4-Nitro-3- hydroxyphenylessigsaure
(A) und von 4—Nitro—3-hydroxyphen}/l-[1,1'-1802]gss'ure (B). Die loniserungsenergie
betrug 70 eV. Firr (B): *-Markierung der *20-Atome.
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Die durch den Verlust der Carboxyl- und der Methyl-Gruppe entstehenden lonen mit m/z 224
fir 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiaure und 2O-markierte  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure
enthdten keine '80-Atome mehr. Die lonen mit vz 224 und 179 sind spezifisch fir den
Nitro-Aromaten und finden sch auch im El-Massenspektrum von 3-Nitrotyrosn (4.2.1.2).
Die massenspektrometrische Andyse identifiziert das Resktionsprodukt somit as 3-Nitro-4-
hydroxyphenyl-[1,1'-180,]essigsiure. Ebenso wie fir das enzymaische Labelling von Fett-

sauren eignet Sch folglich die Esteraseresktion fur die | sotopenmarkierung von Aminossuren.

Bestimmung der isotopischen Reinheit des Produktes der enzymatischen Synthese nach
HPLC-Aufreinigung. Die isotopische Reinheit von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1,1'-120,]essig-
sdure wurde durch SIM der lonen mit myz 376 fur nicht markierte 3 Nitro-4-hydroxyphenyl-
essgsiure sowie mvz 378 und 380 fir einfach bzw. zwefach ®O-markierte 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsaure bestimmt. Der Antel an nicht makierter 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-
essigsaure betrug 32 %, wahrend dieser fir einfach bzw. zwefach O-markierte 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgséure 40,7 bzw. 56 % betrug.

Diskussion. Im Gegensaz zu der von Murphy et al. beschriebenen 8O-Markierung von
Fettsturen und Prostaglandinen kommt es ba der Umsetzung von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-
essigsiure nicht nur zur Methylierung der Carboxyl-, sondern auch der aromatischen Alko-
holgruppe [344,345]. Die Reektivitdt von Diazomethan nimmt mit Steigender Aciditét der
Rehe Alkyl-OH < Aryl-OH < COOH zu, weshdb die phenolische Hydroxylgruppe der
Methylierung zuganglich i [392]. Dies macht ene chromaogrgphische Aufreinigung des
Reaktionsgemisches unabdingbar. Die Rechromatographie (HPLC) des Produktes ergab einen
enzigen Peek mit der Retentionszeit von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure. Auch die GC-
MS-Andyse zdgte déne dnzige Verbindung, die ds 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1,1-180,]-
essigsure identifiziet wurde. Die isotopische Reinhet i fir die Verwendung ds interner
Standard in der GC-MS ausreichend, jedoch wesentlich geringer ds nach *0-Markierung von
Isoprostanen (4.1.1.2 und 4.1.3.3). Eine Erklaung hiefir und fir die kleinere Ausbeute
konnte eine sterische Hinderung der enzymatischen Hydrolyse durch den Nitroaromaten sain.

4.2.3.2 NICIl-Massenspektren

Derivate und Gaschromatographie-(Tandem) Massenspekirometrie. Massenspektren der
Substanzen  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure  und ~ 3-Nitro-4- hydroxyphenyl-[1,1'-180,]-
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essgsaure (Synthese sehe 4.2.3.1) wurden von den entsprechenden PFB-TMS-Derivaten
aufgenommen. Die Aufnéhme dar GC-MS- und GC-Tandem-M S-Spektren fand unter NICI-
Bedingungen mit dem unter 3.5.2 beschriebenen GC-MS-System datt. Zur gaschromatogra-
phischen Trennung wurde ene Kapillasiule DB 17 HT (J & W Scentific) der Dimendon
30 m x 0,25 mm ID mit einer Filmdicke von 0,25 um verwendet. Die Retentionszeit der PFP-
TMS-Derivate betrug 11,55 min.

Tab. 13. GC-MS und GC-TandemMS-NICI-Massenspektren der PFB-TMS-Derivate von
3-Nitro-4- hydroxyphenylessigsiure und 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[ 1,1'- 20, essigsiure.

M assenfragment /V erbindung?® 3Nitro- 3-Nitro-4-hydroxy -pheny!-
4-hydroxyphenylessigsaure [1,1-'80;,] essigsdure

GC-MS-Massenspektren

M] n.d. n.d.

[M - (CH3),S=CH,] 376 (100) 380 (100) / 378 (78)°
[M - (CH3),Si=CH, - NO|’ 346 (5) 350 (8) / 348 (5)°
[M - PFB- (CH3),S=CH,] 196 (10) 200 (14) / 198 (10)°

GC-TandemMS-Massenspektren

[Pl n.d. n.d.
[PFB] 181 (45) 181 (47)
[NO,(O)CsH3CH,] 151 (100) 151 (100)
[NO,] 46 (20) 46 (22)

*Massenfragmente m/z (Intensitit %) der GC-NICI-Massenspektren der PFB-TMS-Derivate von
3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure und 3Nitro-4-hydroxyphenyl-[1,1-'80,]essigsaure. CAD der lonen [P]” =
[M — (CH3),S=CH,]  fir die GC-Tandem-M S-M assenspektren.

®n.d. nicht detektierbar

“Beitrag von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1-'®0] essigsaure

Die NICI-Massenspekiren der PFP-TMS-Derivate von  3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure
und  3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1,1-180,]essigsiure  zeigen ds intensvste lonen [M —
(CH3)2Si=CHy]" und ds etwas weniger intendgve lonen [M — (CHs),Si=CH, - NO] und [M —
PFB - (CHs),Si=CH,]" (Tab. 13). Die Molekllionen und die lonen [M — PFB]" konnten nicht
detektiert werden. Aufgrund des hohen Anteils eines °0O-Isotops in der Carboxyl-Gruppe von
180-markierter  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure (sehe 4.2.3.1) finden sich im Massen
spektrum von  3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1,1'-'80,]essigsiure auch die entsprechenden lonen
von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1- O] essigsiure.
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Die lonen [M — (CHs),Si=CH]" ([P]") wurden mit Argon weiter fragmentiert (CAD). Dabel
entdanden unter den gewdhiten Kollisonsbedingungen die spezifischen Produktionen mit nvz
151 ([NO2(O)CsH3CH2] ) und die unspezifischen Produktionen mit myz 181 fir den PFB-
Rest und mvz 46 fur Nitrit (Tab. 13). Das Produktion bei myz 151 enthdt keine Carboxyl-
Gruppe und somit keine 20-Atome mehr. Zur GC-TandemMS-Quarntifizierung von 3-Nitro-
4-hydroxyphenylessgsdure wurden die gleichen Produktionen mit mvz 151 (aus m/z 376) fir
die endogene Substanz und nvz 151 (aus mvz 380) fur den internen Standard gewahlt.

4.2.4 Metabolismusvon 3-Nitrotyrosin im Kaninchen

3-Nitrotyrosn wurde in der Rate zu 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure (43,7 %) und
3-Nitro-4-hydroxymilchséure (5,3 %) metabolisert [225]. Die Pharmakokinetik von 3-Nitro-
tyrogn in Rattenplasma ist untersucht worden [306]. Im Folgenden it die Pharmakokinetik
von 3-Nitrotyrosn im Kaninchen anhand der Plasmaspieged von freiem und proteinge-
bundenem 3-Nitrotyroan sowie der Ausscheidung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure in
den Urin untersucht worden.

Bolus-Injektion beim Kaninchen. Einem 2,8 kg schweren, welblichen, lokd anéastheserten
und hepariniserten Kaninchen (Lidocain, Heparin, 300 U/kg) wurden 10 mg 3-Nitrotyrosin in
3 ml physiologischer NaCkLosung in die Ohrvene injiziet. Uber eénen weiteren Zeitraum
von 3 h folgte die Infundierung ener physologischen NaClkLosung (24 mi/h). Die Blase
wurde katheterisert. Zu unterschiedlichen Zetpunkten wurden jeweils 1,5 ml Blut in EDTA-
Monovetten aus der Ohrarterie entnommen (0O bis 180 min, n=6). Das Blut wurde sofort
zentrifugiert (5 min, 20.000 g) und das Plasma bis zur weiteren Andyse bet — 78 °C gelagert.
Zu den glechen Zeitpunkten wurde die Blase vollgténdig entleert. Nach Entnahme wurde der
Urin sofort zentrifugiert (5 min, 20.000 g) und der Uberstand bei — 78 °C gelagert. Folgende
Volumina an Urin wurden entnommen: 14 ml zu Beginn sowie 8, 6,5, 21, 26 und 6 ml nach
10, 30, 60, 120 und 180 min.

Aufarbeitung von Urin und Plasma. Von den Urinproben wurden jewells Aliquots von 200 pl
Urin mit 1750 pl H,O dest. und mit 10 pl einer Lésung von 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-
[1,1-180,]essigsiure (1 ng/ul) versetzt (n=2). Die Konzentration des internen Standards
betrug 50 ng/ml Urin. Von den Plasmaproben wurden 1 mil-Aliquots ultréfiltriert, denen zuvor
6,7 pmol 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin ds interner Standard zugesetzt wurden (n=2). Die Konzentra-
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tion des internen Standards im Plasma betrug 6,7 nM. Zur Besimmung des frelen 3-Nitro-
tyrosns wurde das erste Ultrefiltrat verwendet (dehe unten). Die Bestimmung von fraem
3-Nitrotyrosin in der ersen Probe (O min) wurde nach 4.2.1.1 mit GC-Tandem-MS durchge-
fahrt. In alen anderen Proben wurde freies 3-Nitrotyrosin mit HPLC nach 3.4.3 bestimmt.

Methode zur Bestimmung von proteingebundenem 3Nitrotyrosin mit GC-Tandem-MS. Die
Besimmung von proteingebundenem  3-Nitrotyrosn efolgte nach der unter 4.2.2.1 be-
schriebenen anaytischen Methode fir 3-Nitrotyrosin-Reste in Proteinen. Die nach der Bolus-
Injektion von 3-Nitrotyrosn zu ewartenden hohen Plasmakonzentrationen an freiem 3-Nitro-
tyroan mussten jedoch vor der Bestimmung von proteingebundenem 3-Nitrotyrosn aus den
Proben entfernt werden. Dazu wurde das Plasma der Proben viermd ultréfiltriert (jewells 2 h)
und anschliefend wieder mit 2 ml H,O dest. rekondituiert. Nach der letzten Ultrafiltration
wurde das Proteinkonzentrat zu 300 pl mit H,O dest. verdinnt und der Proteingehdt
bestimmt. Nach dem Proteinverdau wurden zu den eingesetzten 20 mg Plasmaprotein jewells
15 pmol 3-Nitro-L-[?Hs]tyrosin zugesetzt.

Methode zur Bestimmung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsdure mit GC-Tandem-MS Nach
Zugabe des internen Standards 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1',1'-180,]essigsiure wurden die
Urinproben nach 3.1.1 mit Cis-SPE-Katuschen aufgereinigt (n=2). Zur TLC-Trennung
wurden die Proben anschlief?end mit PFB-Br veretert. Die zur Trockene eingeengten PFB-
Eser wurden in 70 pl Ethylacetat aufgenommen und mindestens 12 h be —78 °C gekihlt.
Nach Zentrifugation (5 min, 1500 g bei 4 °C) wurde der Uberstand unter N» eingeengt und
mit 20 pl Ethanol aufgenommen. Die Trennung der PFB-Ester erfolgte mit dem unter 3.3.2
beschricbenen TLC-Sysem. Als Referenzsubstanz wurde der PFB-Ester von 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsiure verwendet. Die Refenzsubstanz (2 pg) wurde fir jede Silicagd-
Patte auf eine separate Bahn neben den biologischen Proben aufgetragen. Im Bereich des
R-Wertes der Referenz wurden 1-cm breite Banden fir jede Probe ausgekratzt, mit 700 pl
Ethanol extrahiet (5 min vortexen) und zentrifugiet (30 min, 4000 g). Die unter N>
getrockneten Proben wurden mit BSTFA zu TMS-Ether umgesetzt. CAD der lonen mit m/z
376 und m/z 380 flhrte zum identischen Produktion mit nvz 151 fir die PFB-TMS-Derivate
von  3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure  und ~ 3-Nitro-4-hydroxyphenyl-[1',1'-0,]essigsiure
(Tab. 13, 4.2.3.2), welche im SRM-Modus mit dem unter 3.5.2 beschricbenen GC-MS-
System detektiert wurden.
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Freies 3-Nitrotyrosin. Freles 3-Nitrotyrosn wurde nach der Bolus-Injektion von 10 mg
3-Nitrotyrosn in das ventse Blutsysem des Kaninchens aufgrund der hohen Konzentrationen
von 3-Nitrotyrosn im Blutplasma mit der beschriebenen HPLC-Methode bestimmt. Lediglich
in der Nullprobe (O min) wurde 3-Nitrotyrosn im Plasma mit GC-TandemMS quantifiziert.
Die Konzentration an freiem 3-Nitrotyrosin vor der Injektion von 3-Nitrotyrosn betrug 1,8
0,5 nM. Alle Bestimmungen wurden as Doppebestimmungen durchgefiihrt. Die Kinetik der
Himinaion von frdem 3-Nitrotyrosn im Plasma des Kaninchens ist in Abb. 42 wiederge-
geben. Nach der Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyroan kommt es zu enem Abfdl der
Plasmekonzentration von frdem 3-Nitrotyrosn  (Didributionsphase). Nach 20 Minuten
betrégt die Plasmakonzentration von freilem 3-Nitrotyrosn noch 20,9 £05 puM. Im welteren
Zetverlauf kommt es dann zur linearen logarithmischen Abnahme der Plasmakonzentration
von frdem 3-Nitrotyrosn (Eliminationsphass). Die Habwertszeit von 3-Nitrotyrosn in der
Eliminationsphase wurde grgphisch zu 175 min ermittelt.
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Abb. 42. Kinetik der Didribution und Elimination von frdem 3-Nitrotyrosn im Plasma
nech Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyrosn im Kaninchen. Bestimmung von
3-Nitrotyrosn mit HPLC: 70 mM  KH;POs/Methanol, 92/8 (viv), pH 25
Absorptionsmessung bel 356 nm (n=2, Mittel £SD).

Proteingebundenes 3-Nitrotyrosin. Aufgrund der hohen Konzentrationen von freiem 3-Nitro-
tyrosn im Plasma des Kaninchens nach der Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyrosin wurde
das zur Begstimmung von proteingebundenem 3-Nitrotyrosn verwendete Proteinkonzentrat
vieemd ultréfiltriet und jewells wieder in dest. H,O rekondituiert. Zur Quantifizierung wurde
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die beschriebene GC-TandemMS-Methode verwendet. Die gemessenen Verhdtnisse von
proteingebundenem 3-Nitrotyrosn zu Tyrosn-Resten in den Plasmgproteinen snd in Abb. 43
wiedergegeben. Das Verhdtnis gseigt zundchst sark an und féllt dann bis zur 60. Minute
wieder ab. Darauf erfolgt ein weiterer Angtieg des Verhdtnisses.
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Abb. 43. Verhdtnis von proteingebundenem 3-Nitrotyrosin (prot.-3-NT) zu Tyrodn-Resten
(prot.-Tyr) in den Pasmaproteinen nach Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyrosn. Die mit
*makieten Messdaten wurden 10 und 30 min nach der Bolus-Injektion erhaten.
Quantifizierung von 3-Nitrotyrosn mittds GC-Tandem-MS.
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Abb. 44. Kinetik der Ausscheidung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure (NHPA) in den
Urin nech Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyrosn im Kaninchen. Quantifizierung von
3-Nitro-4- hydroxyphenylessgsaure mittels GC-TandemMS (n=2, Mittel +SD).
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3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure. Die Konzentration von  3-Nitro-4-hydroxyphenylessg-
saure vor der Injektion von 3Nitrotyrosn betrug 7 £2 ng/ml Urin. Abb. 44 zeigt die um das
auggeschiedene  Urinvolumen  korrigierte  Ausscheidungsrate von  3-Nitro-4- hydroxyphenyl-
essigsaure pro Minute zu verschiedenen Zetpunkten. Die Ausschedung von  3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsaure in den Urin betrug in der 1. Stunde 4156 +4,7 ug, in der 2. Stunde
359,3 £5,2 ug und in der 3. Stunde 108,8 +2,2 nug. Nach drei Stunden waren insgesamt 883,8
+12,2 ug 3-Nitro-4-hydroxyphenyless gsiure ausgeschieden worden.

Erlauterung. Nach der Bolus-Injektion von 10 mg 3Nitrotyrosn in das ventse Gefél3sysems
enes Kaninchens kommt es zum 14 x10%-fachen Angieg der Plasmakonzentration von
fradem 3-Nitrotyrosn. Die Habwertszeit der Eliminationsphase betréggt 175 min und it dre-
md 0 lang wie die Habwertszeit von 3Nitrotyrosn in Blutplasma der Ratte (65 min [306]).
Glechzatig kommt es zum enem Angieg von protengebundenem 3-Nitrotyrosn in den
Proteinen des Blutplasmas. Nach 30 Minuten ig das Verhdtnis zweifach gegeniber dem
Ausgangswert vergroRert. Im weiteren Zeitverlauf steigen die Werte wieder an. Diesr An-
dieg konnte durch den Einbau von 3-Nitrotyrosin-Resten in neu synthetisertes Albumin er-
klat werden. Be ener Habwertszeit von Albumin von seben Tagen sollte der Antell an in
dre Stunden neu synthetisertem Albumin jedoch nur 0,89 % betragen. Albumin macht etwa
50 % des Plasmaproteines aus [403]. Der kurzzetige funffache Angdieg von proteingebunde-
nem 3-Nitrotyrosn nach intravendser Gabe von 3-Nitrotyrosn (10. min) kénnte auf ene
schwache Plasmaprotein-Bindung des freien 3-Nitrotyrosin zuriickzufiihren sein. Gegentiber
einem 14 x10*-fachen Ansieg der Plasmakonzentration von freiem 3-Nitrotyrosin (10. min)
liegt seine Plasmaprotein-Bindung etwa bei 0,04 %.

Nach drei Stunden wurden 8,8 % der gegebenen Dosis an 3Nitrotyrosin (10 mg) im Urin ds
3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsiure  wiedergefunden. Tabrizi-Fard et al. finden ene dnliche
Exkretionsrate von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessigsaure in den Urin der Ratte trotz einer ande-
ren Plasma-Habwertszeit von 3-Nitrotyrosin (6,1 % [306]).
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5 Diskussion

5.1 Methodenentwicklung und Anwendung

Die Grundlage fir die Erforschung biologischer Zusammenhdnge bilden die engesatzten
andytischen Methoden. Je komplexer die zu untersuchende Matrix ist, desto schwieriger
gedatet sch die Entwicklung geeigneter Methoden. Die Kombination von Gaschromatogra:
phie und Massenspektrometrie (GC-MS) in der Biochemie erwies dch ds sehr empfindlich
und erméglicht daher die Detektion auflerst geringer Substanzmengen [353]. Auf der GC-MS
baserende Methoden efordern oft ene aufwendige Probenvorbereitung mit kombinierten
chromatographischen Trennverfahren wie SPE, TLC und HPLC sowie die Entwicklung ge-
egneter Derivatigerunggtechniken. Eine Mdoglichkeit, die aufwendige Probenvorbereitung zu
reduzieren, liegt im Einsstz der sdektiveren CAD-Technik der GC-Tandem+MS. Ein welterer
Vortel der GC-TandemMS igt die hthere Sdektivitét und damit grof3ere Zuverléssigkeit der
CAD-Technik.

Vorrangiges Zie der vorliegenden Arbeit war es daher, neue andytische Methoden auf der
Bass da GC-Tandem-MS zu entwicken. Die entwickelten Methoden sollten die grofd-
mogliche Zuverléssgkeit der quantitativen Bestimmung von Indexparametern des oxidativen
Stresses in vivo am Menschen garantieren. Nicht nur fir die Andytik der Isoprostane 8iso-
PGF2, und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,, sondern auch der Aminoséure 3-Nitrotyrosin
konnten entsprechende GC-TandemMS-Methoden entwickdt und in der zu untersuchenden
Matrix vdidiert werden. Diese neuen Methoden bieten eine Rethe von Vortellen gegentiber
bereits in der Literatur beschriebenen andytischen Vefaren. Diese Vortele schlielfen en:
grole Akkuratheit und Pré&zison, hohe Empfindlichkeit, Interferenzfreheit und ene Verin-
gerung des Zet- und Materidaufwands fir die Probenvorbereitung durch grof3ere Selektivitét.
Die entwickdten GC-TandemMS-Methoden wurden bel in vitro- und in vivo-Experimenten
efolgreich eingesstzt und haben die Durchfiihrung Kklinischer Studien zu Fragestellungen des
oxidativen Stresses ermiglicht. Daneben wurden zwel weitere andytische Verfahren zur
Trennung des Isoprostanes 8-iso-PGE; von sanem enzymdisch gebildeten Isomer PGE;
entwickelt.
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5.1.1 GC-TandemM S-Analytik von I soprostanen

Sat Entdeckung der Isoprostane in biologischen FHussgketen und Geweben ds Folge ener
durch free Radikade verursachten Lipid-Peroxidation wurden zahireiche Arbeten zur Quanti-
fizierung von F»-lsoprostanen mit GC-MS publiziert [189,200-205]. Zur Probenvorbereitung
snd bisher SPE und HPLC [204,205] oder SPE und TLC miteinander kombiniert worden
[200]. Die im menschlichen Urin gemessenen Konzentrationen an F»-I1soprogtanen variieren
zwischen 1,1 + 0,02 ng/mg [204], 1,6 = 0,6 und 1,7 0,2 ng/mg [78,393] und 325 +£308 ng/mg
Kregtinin [394], je nach eingesetzter Methode. Es bleibt jedoch unklar, welche F-1soprostane
quantifiziet wurden. Ein Vergleich der Ergebnisse ist daher schwierig und eine Aussage Uber
die Zuverldssigkeit der jewelligen Methode nicht moglich.

In jinggter Zeit Snd enige Arbeten erschienen, in denen explizit 8-iso-PGF», in biologischen
Flissgkeiten quantifiziet wurde. Zur Quantifizierung wurden sowohl immunologische ds
auch massengpektrometrische  Anayseverfahren eingesetzt [149,150,208-210,217]. Der Ein-
sz von GC-MS flhrte zur Bestimmung von recht enhetlichen mittleren Konzentrationen
von 8-is0-PGF,, im menschlichen Urin von Erwachsenen, so dass eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mdglich wurde: 159 +18 pg/mg [149], 221 +106 pg/mg (Alter 21 — 54 Jahre,
n=19) [209], 244 +25 pg/mg [354], 174 (56 —321) pg/mg (Alter 20 — 57 Jahre, n=32) [395]
und 204 +19 pg/mg Kregtinin (Alter 20 —54 Jahre, n=38) [B96]. Die GC-MS-Andytik setzt
jedoch umfangreiche Probenvorbereitung voraus, darunter Kombinationen von SPE, HPLC
und TLC [208] oder mehrere TLC-Trennungen hinterenander [149]. Eine besondere Aufrei-
nigungstechnik fir Urinproben wurde von Bachi et al. [217] vorgestdlt. Es wurde ein Anti-
korper entwickdt, der fir die Immunoaffinitdtschromatographie der biologischen Proben
eingesetzt werden konnte. Ohne weitere Probenvorbereitung wurde 8-iso-PGF24 im Urin von
Nichtrauchern und Rauchern quantifiziert (8,08 +2,3 ng/h vs. 18,40 +4,77 ng/h nf [217]). Der
Einsstz der immunoaffinitéischromatographischen  Aufreinigungstechnik  blieb  jedoch  bisher
aufgrund der  kommerzidlen Nichtverflgbarkeit auf diese Arbetsgruppe  beschrankt
[157,217].

Die in dieser Dissartaion vorgestdlte GC-TandemMS-Methode zur Quantifizierung von
8-is0-PGF,, vereinfacht die Probenvorbereitung. Es konnte gezeigt werden, dass eine zusitz
liche HPLC-Trennung der Isoprostane nicht mehr nétig ist. Nach der Festphasenextraktion ist
nunmehr nur noch die TLC-Trennung der derivatiserten Proben notwendig. Die Methode
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wurde in menschlichem Urin vdidiet und elaubt die sdektive und sendtive Bestimmung
von 8-i0-PGF2, bei einem LOD von 5 pg/ml Urin. Der Andyt konnte massenspektro-
metrisch ds 8-is0-PGF,, in ener Urinprobe identifiziert werden. In ener Gruppe gesunder
Probanden (Alter 31 +5 Jahre, Mittel £SD, n=14) wurde eine mittlere 8iso-PGF,,-Ausschei-
dung in den Urin von 223 £135 pg/mg Kredtinin gefunden. Dies bestétigt die zuvor von ande-
ren Gruppen mit GC-MS ermittelten Werte (s0.) und unterstreicht noch einmd die Vergleich
barkeit der Messergebnisse. Die Festlegung eines Normwertes fur die 8-iso-PGF,,-Aussche-
dung in den menschlichen Urin wird mdglich. Eine auf Kreatinin bezogene Ausscheidung ist
gnnvoll und die Sammlung von 24-Stunden Urinen erlibrigt sch. So konnte gezeigt werden,
dass dch das im Morgenurin bestimmte Verhdtnis von 8-is0-PGF,, zu Kredtinin nicht von
demjenigen in 24- Stunden Urinen unterscheidet.

Die entwickdte andytische Methode wurde in ener exploraiven Studie zur Erkrankung des
Zdlweger-Symdroms eingesatzt [350]. Fir Kinder mit Zelweger-Syndrom ist eine 124-fache
Erhohung der 8-is0-PGF,,5-Ausscheidung gegenlber einer Gruppe von gesunden Kindern er-
mittelt worden. Ob dieses Krankheitsbild mit einem erhthten oxidativen Stress verbunden i,
bleibt jedoch fraglich. Die St6rung der peroxisomaen b-Oxidation fuhrt offenschtlich zu
eéner vermindeten Metaboliserung und dadurch zu ener vermehrten Ausschedung von
8-130-PGF2; in den Urin. Eindeutig eine Reduktion des oxidativen Schadens konnte mit der
hier vorgeselten andytischen Methode im Urin von Kaninchen durch Vitamin E nachgewie-
sen werden [397]. In dieser tierexperimentdlen Studie wurden Maglichkeiten der Behandiung
einer bestehenden Arteriosklerose untersucht. Die Arteriosklerose wurde durch eine Choleste-
rnn-Did der Tiere induziet. Auch L-Arginin fihrte Uber eine Verbesserung der Endothel-
Funktion zu ener Verringerung des entstandenen Schadens und damit zu ener Erniedrigung
der 8-i50-PGF,,-Ausschaedung.

Dem sdektiven b1-Rezeptor-Antagonisten Nebivolol wird eine zusizliche, Uber NO-vermit-
telte vasodilatierende Eigenschaft zugeschrieben [398]. In ener klinischen Studie konnte mit
der hier entwickdten GC-Tandem-MS-Methode zur Bestimmung von 8-iso-PGF,, gezegt
werden, dass es unter Medikation mit Nebivolol zu ene datistisch Sgnifikenten Reduktion
der 8-is0-PGF24-Ausschedung in den Urin kommt [399]. Die protektiven Eigenschaften von
Nebivolol snd offenschtlich auf ene Reduktion des durch free Radikde entstandenen
Schadens zurlickzufUhren. Inwieweit jedoch eine erhdhte NO-Produktion unter Nebivolol fir
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das Abfangen freer Radikde und damit fir eine Veringerung der in vivo-Lipid- Peroxidation
verantwortlich gemacht werden kann, ist bisher nicht geklart.

Veglacht man die mittlere gefundene 8-iso-PGF,5-Ausseidung Erwachsener (Alter 31 5
Jahre, n=14) mit der von Kindern (Alter 64 £1,9 Jahre, n=5), 0 zeigt Sch ein datigisch
sgnifikanter Unterschied: 223 +£135 pg/mg vs. 510 +160 pg/mg Kredatinin (p < 0,02, zwei-
stiger unabhdngiger t-Test). Fir die untersuchten Gruppen bestent ein Trend zur dtersab-
héngigen Aussthedung von 8-iso-PGF,, (r=-0,53, Abb. 45). Eine um 13 % niedrigere 1so-
prostan- Ausseidung fir Erwachsene gegentiber Kindern wird auch von Schweer et al. berich
tet [150]. Der Unterschied ist jedoch wesentlich geringer; moglicherweise spidt das hohere
Alter der Kinder (6 — 15 Jahre) in der Studie von Schweer et al. eine Rolle. Die hthere Aus-
scheidung von 8-is0-PGF,, in den Urin der Kinder konnte auf eine hohere Stoffwechselakti-
vitéd zurlckzufihren sein und damit weniger auf eine dtersbedingte Abnahme des oxidativen
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Abb. 45. Abhéngigkeit der 8-is0-PGF5-Aussaidung in den Urin vom Alter gesunder
Probanden (r=-0,53, n=19). Daten aus 4.1.1.6 und 4.1.3.7.

Als Hauptmetabolit von 8-is0-PGF,, im menschlichen Urin wurde 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
i0-PGF,, idetifiziet [156,157]. Eine Methode zur GC-TandemtMS-Andytik von 2,3-Di-
nor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, wurde entwickdt und fir menschlichen Urin vdidiert. Wie auch
fur 8-is0-PGF25 waren Akkuratheit, Prézison und Reproduzierbarkeit der Methode nit Gber
M % sehr hoch. Das Detektiondimit lag bel umgerechnet 1 pg/ml Urin fur 2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF,,. Auch fir die GC-TandemMS-Andytik von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
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i0-PGF,, ig ene zusdzliche HPLC-Trennung der Proben nicht erforderlich. Wird die neben
der Festphasenextraktion ndtige TLC-Trennung der derivatiserten Proben durch eine HPLC-
Trennung ersetzt, so ig die Quantifizierung mehrerer Dinor-dihydro-Metabolite von F»-1so-
prosanen madglich. Die Kombination aus HPLC und GC-TandemMS wurde ebenfals fir
menschlichen Urin vdidiert. Die Akkuratheit, Prézison und Reproduzierbarkeit snd jedoch
mit > 86 % schlechter ds fur die Kombination aus TLC und GC-TandemMS. Trotz der
Probleme, die mit der Messung von F»-Isoprostanen verbunden sind, wurde vorgeschlagen,
dass die Messung mehrerer F»-lsoprostane ene integrativere Abschéizung der in vivo-Lipid-
peroxidation erlaubt [204]. Die mit den beden GC-Tandem-MS-Methoden erhobenen Daten
zum Vegleich der Ausschedung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; mit Dinor-dihydro-
Metaboliten der F»-Isoprosgane zeigen jedoch, dass nur eine geringe Korrelation zwischen
beden Parametern exidiert (r = 0,489, n=14). Es ig nicht bekannt, von wechen F,-lso-
prostanen die Dinor-dihydro-Metabolite mit der analytischen Methode erfasst werden.

Die mit GC-Tandem-MS-Andytik bestimmte mittlere 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF ;-
Auscheidung betrug 506 £225 pg/mg Kredtinin (Alter 31 £5 Jahre, n=14). Die gemessene
Konzentration von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, bestétigt frihere Messungen mit GC-
MS (390 +180 pg/mg Krestinin [368]). Die von Morrow et al. entwickdte GC-MS-Methode
ddit ebenfdls ene Kombination von SPE und TLC-Trennung zur Probenvorbereitung dar
[368]. Daher wurde die GC-Tandem-MS-Andytik von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2,
mit der GC-MS-Andytik verglichen. Trotz einer recht hohen Korreation zwischen den mit
GC-TandemtMS und GC-MS gemessenen Konzentrationen (r=0,89), unterscheiden dsch die
enzenen Messwerte zT. eheblich. Das Vehdtnis der Messwerte von 2,3-Dinor-5,6-
dihydro-8-is0-PGF2; aus der GC-MS-Andyse zu denen aus der GC-Tandem-MS-Andyse
betrug 1,0745 +0,5064 bel ener RSD von 47 %. Verglecht man be einfacheren andytischen
Fragestellungen das Verhdltnis der Messwverte aus der GC-MS-Andyse mit denen aus der
GC-TandemMS-Andyse, <0 i die Vaianz wesentlich geringer. Ein Bespie snd die Mess
werte fir Nitrat in menschlichem Urin. Hier wurde ein Verhdtnis der Messwerte der GC-MS-
zur GC-TandemMS-Andyse von 0,9855 +0,0275 mit einer RSD von nur 2,8 % gefunden
[400]. Im Gegensaiz zur Bestimmung von Nitrat im Urin gewdhrledet die GC-TandemM S
Anaytik des Isoprostans 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,; ene gegeniber der GC-MS-
Analytik hohere Akkuratheit des M essergebnisses.
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Die fir die quantitative Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, und 8iso-PGF24
entwickelten Methoden baseren auf den gleichen andytischen Trennungen: SPE und TLC.
Fur die glechzetige Betimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF24 und 8-is0-PGF2, in
ener Urinprobe erlibrigt sch ene separate SPE- und TLC-Aufarbeitung der Proben. Es
wurde gezeigt, dass eine dmultane GC-Tandem-MS-Quantifiziierung aufgrund von  Interfe-
renzen jedoch nicht mdglich is. Ein Verglech der mittleren gemessenen Ausscheidung von
506 +255 pg/mg fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, zeigt, dass diese etwa doppelt so
gro3 wie die des Precursors 8-is0-PGF,, (223 +135 pg/mg) in der untersuchten Gruppe ist.
Die Korrdation zwischen 8-is0-PGF2, und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, ist recht hoch
(r=0,86, n=14). Die glechzaitige Bestimmung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,,; und
8-is0-PGF2, in enea Klinischen Studie zu Thergpie der Hypertriglyceringmie mit der hier
vorgestelten GC-TandemMS-Andytik ergab eine dhnlich hohe Korrdation beider Parameter
(r=0,78, n=20) [401]. In dieser klinischen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass die
Thergpie der Hypertriglycerindmie mit Bezefibrat zu ener sgnifikanten Erhthung der 8-iso-
PGF,,-Ausscheidung in den menschlichen Urin fihrt [401]. Die konnte moglicherweise auf
ene Veringaung der gemessen Plasmakonzentration an Vitamin E zurickzufUhren sein. Im
Tiermodell der Hypercholesterindmie bewirkte Vitamin E, wie berets diskutiert, eine Ab-
nahme der 8-150-PGF,,-Ausscheidung [397].

Das von der Prostaglandin H,-Synthase gebildete PGH, ist indabil und lagert Sch mit einer
Habwertszeit von wenigen Minuten unter anderem in PGD», und PGE, um [153]. Entspre-
chend sollten sich radikalisch gebildete I1somere des PGH, auch in E»- und D,-lsoprostane
umlagern. Tatsichlich konnte die Bildung von 8-iso-PGE; in tierischem Gewebe ds Folge
ener versakten Lipidperoxidation nachgewiesen werden [94]. Zur Trennung von PGE; und
seinem radikalisch gebildeten Isomer 8-iso-PGE, wurden zwei andytische Methoden
entwickdt. Wahrend die PFB-MO-TMS-Derivate von PGE, und 8is0-PGE, weder gaschro-
matographisch  noch massenspektrometrisch voneinander getrennt werden  konnten, gelang
dies fir die Me-PFBO-TMS-Derivate beider Verbindungen. Aufgrund der geringen relativen
Intengtét der fUr die massenspektrometrischen Bestimmung von PGE; und 8-iso-PGE; not-
wendigen spezifischen lonen ist diese Methode fir biologische Matrices jedoch nur bedingt
gecignet. Eine Alterndtive zur GC-Trennung der Me-PFBO-TMS-Derivate besteht in der
TLC-Trennung der PFB-MO-Derivate von PGE, und 8-iso-PGE,. So wurde die TLC-Tren+
nung der Methoxim-lsomere von 8-is0-PGE, und PGE, ds Probenvorbereitung fir die GC-
Tandem-MS-Andytik von 8-is0-PGE; in Humanurin eingesetzt [402]. Die Konzentration von
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8-is0-PGE; im Urin gesunder Probanden liegt dlerdings unter dem Detektiondimit der
massenspektrometrischen Methode (5 pg/ml Urin [402)).

512 GC-TandemM S-Analytik von 3-Nitrotyrosn

Immunohistochemische Methoden eignen sch zur Lokdisation von 3-Nitrotyrosin-Resten in
Proteinen in unterschiedlichen Geweben [270,316]. Wéhrend sch diese Methoden nicht zur
Quantifizierung der freien Aminosdure egnen, snd in der Literatur zahlreche HPLC-
Methoden mit unterschiedlichen Detektoren beschrieben worden [233,262,273,284,314,315,
325,326]. Der Einsatz dieser HPLC-Methoden zur quantitativen Analyse von 3-Nitrotyrosin
in humanen Flissgkeiten blieb jedoch beschrankt [307,309,312,326]. Die Bestimmung von
3-Nitratyrosn in humanem Blutplasma efolgte zunéchst nur fir Proben von erkrankten
Personen. So wurde Uber 3-Nitrotyrosin-Konzentrationen von 280 +12,3 pM fir diadyse
pflichntige Petienten mit Nierenverssgen und von 1182 220 uM fir Pdienten mit
zusdtzlichem septischen Schock berichtet [309]. Basde Konzentrationen von 3-Nitrotyrosin
konnten mit diesen Methoden jedoch nicht gemessen werden. Lediglich mit FHuoreszenz-
Detektion konnte eine basde 3-Nitrotyrosn-Konzentration von 31 6 nM im Blut von
gesunden Probanden mit HPL C ermittelt werden [326].

Die massenspektrometrische Bestimmung von  3-Nitrotyrosin in biologischer Matrix  bietet
gegeniber anderen  Detektionsmethoden ein hohes Mad an Sendtivitdéd und Genauigket.
Bisher wurden nur wenige massengpektrometrische Bestimmungsmethoden fir 3-Nitrotyrosin
entwickdt [327,329-331]. Dies lag ua an da Schwierigket, gedgnete Derivatiserungs-
prozeduren zu finden. Voraussstzung fir die gaschromatographische Trennung von
Aminosauren ig ihre Derivatligerung zu lecht fltchtigen und unpolaren Verbindungen [384].
Shigenaga. et al. zeigten zudem, dass unter den sauren Derivatiserungsbedingungen ene
atifizidle Bildung von 3-Nitrotyrosn aus Nitrat und Nitrit und Tyrodn mdglich ist [274].
Die Ergebnisse sind von anderen Autoren bestétigt worden [223,308,330]. In menschlichem
Blutplasma finden sch bis zu 100 uM Tyrosin [386], 20 bis 60 uM Nitrat und 1 bis 3 uM
Nitrit [385]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte mit °N-markierten Verbindungen gezeigt
werden, dass es auch fur diese physiologisch relevanten Konzentrationen von Nitrat und Nitrit
zur atifizdlen Bildung von 3-Nitrotyrosn kommt. Ein spezidles Vefaren wurde ent-
wickelt, mit dem Nitrat, Nitrit, Tyrosn und Proteine aus den Plasmaproben entfernt werden
konnten. Eine schonende Ultrdfiltration trennt zundchst die Plasmaproteine ab. Die anschlie-
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fende HPLC-Trennung des Ultrefiltrates ermdglicht eine vollsdndige Abtrennung von Nitrat,
Nitrit und Tyrosn. Es konnte gezeigt werden, dass Tyrosn-Konzentrationen [0 1 pM nicht

mehr zu einer messbaren Bildung von 3-Nitrotyrosin fihren.

Unterschiedliche Derivate wurden bisher zur massenspektrometrischen Analyse von 3-Nitro-
tyroan engesetzt [308,327,329-331]. Eine Veeanfachung der Derivaiserung von 3-Nitro-
tyrosn durch Resktion mit einem einzigen Resgenz ig vorgeschlagen worden [274,331]. Ein
tri-TMS-Derivat von 3-Nitrotyroan ewies dch ds hilfreich bei  Metabolismus-Unter-
suchungen mit °N-Arginin, jedoch as ungesignet zur massenspektrometrischen Quantifizie-
rung von 3-Nitrotyrosn [274]. Nach Derivatiserung von 3-Nitrotyrosn zum tri-PFB-Derivat
zeigt sch unter NICI-Bedingungen eine nur schwache Fragmentierung. Das LOD wurde bel
13 fmal erecht [331]. Auch das in dieser Arbeit generiete n-Propyl-PFP-TMS-Derivat von
3-Nitrotyrodn zeigte ene nur schwache Fragmentierung, sowohl unter MS ds auch unter
TandemM S-Bedingungen. Die chromatogrgphischen  wie auch  massengpektrometrischen
Eigenscheften des n-Propyl-PFP-TMS-Derivats von  3-Nitrotyrosin  erlauben  jedoch im
Vergleich zu bisherigen Derivatiserungstechniken die besonders empfindliche Detektion des
Andyten. Die entwickdte GC-Tandem-MS-Methode zeichnet sch durch en extrem niedriges
LOD von 4 amol 3-Nitrotyrosin aus. Das LOQ der Methode liegt bel 125 pM fir 3Nitro-
[YCo]tyrosin in Humanplasma Dies snd die bisher kldnsen Werte fir ene anaytische
Methode zu Quantifizierung von 3-Nitrotyrosn in Humanplasma [263,308,326,329].

Bisherige massengpektrometrische  Methoden nutzen einfache GC-MS zur Quantifizierung
von 3-Nitrotyrosin [327,329-331]. Im Gegensatiz dazu bietet die in dieser Arbet fir humanes
Blutplasma vdidiete Methode zusizlich die efordeliche Sdektivitdt zur quantitativen
Besimmung von 3-Nitrotyrosn. Dies wird durch den Einsaiz der CAD-Technik erreicht.
Aufgrund der besonderen Empfindlichkeit der Methode fir das eingesetzte n-Propyl-PFP-
TMS-Derivat konnte ein Tochterspektrum von 3-Nitrotyrosn aus ener humanen Blutplasma-
probe aufgenommen werden. Neben den fir die ldentifikation von 3-Nitrotyrosn as
Anadyten im Tochterspektrum vorhandenen cherakteristischen lonen, fanden sch jedoch
wetere lonen ener nicht néher identifizierten Verunrenigung. Daraus ergibt sch eindeutig
die Notwendigkeit der GC-TandemMS-Andyse von 3-Nitrotyrosn. Ein durchgefthrter Ver-
gech da GC-MS- und GC-TandemMS-Andyse von 3-Nitrotyrosin in einem Kollektiv von
12 gesunden Probanden ergab, dass die mit GC-MS in humanem Blutplasma gemessene
mittlere Konzentration in der Tat um einen Faktor von etwa 4,5 grolier it.
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Die in der Gruppe von zwdlf weblichen und ménnlichen Probanden (Alter 51 +10 Jahre)
gefundene Plasmakonzentration von 3-Nitrotyrosn betrug 1,15 +0,71 nM (0,67 bis 2,46 nM).
Die GC-TandemtMS-Methode wurde auch zur Besimmung der mittlere Plasmakonzentration
von 3-Nitrotyrosin in einer Probandengruppe jlingeren Alters eingesetzt (32 £6 Jahre, n=11)
[382]. 3-Nitrotyrosin wurde in dieser Gruppe in einer mittleren Konzentration von 2.8 + 0,84
nM gemessen. Die Altersabhangigkeit der  3-Nitrotyrogn-Konzentration im  humanem
Blutplasma ist jedoch aufgrund einer grofRen Streuung der Messwerte gering (r=-0,31, n=23).
Eine Geschlechterabhangigkeit der  3-Nitrotyrosin-Konzentration konnte nicht  festgestellt

werden.

Sowohl die bel jungeren as auch dteren Probanden gefundenen 3-Nitrotyrosin-Konzentra-
tionen liegen wet unter bisher verdffentlichten Werten fir humanes Blutplasma 31 6 nM
[326] und 62 £3 nM 3-Nitrotyroan [330]. Die Quantifizierung erfolgte nach Derivatiserung
des Blutplasmas mit Huoreszenzdetektion [326] bzw. mit GC-MS [330]. Eine vorherige
Abtrennung von Nitrat, Nitrit und Tyroan aus den Plasmgproben fand be keiner dieser
Methoden datt. Eine Ursache fir die Erfassung UberhShter Konzentrationen von 3-Nitrotyro-
gn ig die atifizidle Bildung von 3-Nitrotyrosn aus Tyrosn und Nitrat und Nitrit bel der
Derivatiserung der Proben vor ausreichender Trennung. Tatsichlich konnten Yi et al. ohne
vorherige Abtrennung von Tyrosn und Nitrat und Nitrit keine zuverlassge GC-MS-Methode
entwickeln [308]. Denkbar ist auch die Moglichket einer Interferenz durch eine coduierende
Subgtanz, die wegen nicht eingesetzter chromatographischer Trennung, z.B. HPLC wie in der
vorliegenden Arbeit, nicht diminiet wurde. Mit LC-TandemMS, die auf eine vorherige
Derivatiserung der Proben verzichten kann, bestétigten Yi et al die hier gewonnenen Ergeb-
nisss Ba enem LOQ von 44 nM 3-Nitrotyroan konnten diese Autoren kein 3-Nitrotyrosin

im Blutplasma von gesunden Probanden quantifizieren [308].

Die entwickdte GC-TandemMS Methode zur quantitativen Besimmung von 3-Nitrotyrosin
gdlt ene Kombination aus Ultrdfiltration, HPLC und GC-TandemMS dar. Wird nach der
Ultrefiltration nicht das Ultrefiltrat, sondern das Protein-Konzentrat einer  enzymatischen
Hydrolyse unterzogen, so ist die anschlief?ende GC-TandemMS-Andyse von 3-Nitrotyrosin-
Resen aus den Proteinen des Blutplasmas moglich. Auf e@ne HPLC-Trennung vor der
Derivatiserung der Proben wurde weiterhin nicht verzichtet. Die Anwendbarkeit der Methode
zur Quantifizierung von 3-Nitrotyroan-Resten aus Plasmasproteinen konnte gezeigt werden.
Zusdtzlich wurde ene HPLC-Methode zur Quantifizierung von Tyrosn-Resten aus Plasma-
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proteinen nach enzymatischer Hydrolyse entwickdt. Die enzymaische Hydrolyse durch
Pronase E hat gegeniber der sauren Hydrolyse mit 6 M HCl den grof3en Vortel, dass ene
atifizidle Bildung von 3-Nitrotyrosn unwahrscheinlich ig [314,324]. Hendey et al.
berichten von weiteren Problemen be der sauren Hydrolyse von Protenen bea  der
Quanrtifizierung von 3-Nitrotyroan-Resten, wie z.B. eine schlechte Reproduzierbarkeit und
die Bildung von Oxidationsprodukten unter den harschen Hydrolysebedingungen [321,322].

In der gleichen Probandengruppe, in der zuvor die Konzentration von 3-Nitrotyrosn im
Blutplasma besimmt worden war (Alter 51 +10 Jahre), wurde auch das Verhdtnis von
3-Nitrotyrosn- zu Tyrodn-Resten in Plasmaproteinen bestimmt. Das mittlere Verhdtnis von
3-Nitrotyrosn- zu Tyrodn-Resten im Blutplasma betrug 1,48 +0,54 pmal 3-Nitrotyrosn/mol
Tyrosin. Damit kommen auf ein Molekil 3-Nitrotyrosin etwa 0,7 x10° Molekile Tyrosin.
Dies gimmt mit den Ergebnissen von K. A. Skinner et al. Uberein (2,3 pmol 3-Nitrotyro-
anmol Tyrogn [273]), steht jedoch im Widerspruch zu anderen Ergebnissen [317,330].
Wihrend nach einer ELISA-Methode etwa 3 x10” Molekiile Tyrosin auf ein Molekiil 3 Nitro-
tyrosn in HSA kommen [317], wurde mit GC-MS in menschlichen Plasmgprotenen en
Verhdtnis von 3 x10* besimmt (354 umol 3-Nitrotyrosiymol Tyrosin [330]). Méglicher-
weise i das Vehdtnis von 3-Nitrotyrosn zu Tyrosn unterschiedlich fir HSA und andere
Plasmaproteine. HSA macht etwa 50 % der Plasmaproteine aus [403]. Auch unterliegen
unterschiedliche Proteine in unterschiedlichem Ausma der Nitrierung [282]. Daneben mogen
Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies bestehen, so z.B. firr Rattenplasma (0,5 x10°
[274]). Unabhéngig davon unterscheiden sch jedoch die mit GC-MS und GC-Tandem-MSin
humanem Blutplasma gemessenen Verhdtnisse erheblich. Daher wurde die GC-TandemtM S
Andyse der Plasmaproben wiederum mit der GC-MS-Andyse verglichen. Im Mittd fand sch
fur die GC-MS-Andyse en um den Faktor 1,6 hoheres Verhdtnis von 3-Nitrotyrosin- zu
Tyrosn-Resten. Wie bereits fir die quantitetive Bestimmung von 3-Nitrotyrosn ds freie
Aminocsiure in humanem Blutplasma erléutert, liegt die Ursache fir die unterschiedlichen
Messergebnisse in der hoheren Sdektivitdt der GC-TandemrMS-Andytik. Dies dlein erklart
jedoch noch nicht die von Frost et al. beschriebenen, etwa 24-fach htheren Verhdtnisse von
3-Nitrotyrosn- zu Tyrosn-Resten [330]. Eine Ursache hierfir konnte der Verzicht auf eine
HPLC-Trennung vor der Derivatiserung der Proben sain. Wiederum mit LC-TandemMS
konnten Yi et al. zeigen, dass die GC-MS-Andyse ohne vorherige HPLC-Trennung zu ener
Uberschétzung des Verhdtnisses von 3-Nitrotyrosin- zu Tyrosin-Resten fihrt: Statt des im
Gewebehomogenat von Rattenherzen ohne vorherige  HPLC-Aufrenigung  gefundenen
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Verhdtnisses von 3-Nitrotyrogn zu Tyrosin von 150 pmol/mol fanden se ein Verhdtnis von
< 15 ymol/mol [308,329,332].

5.2 Metabolismusvon 8-iso-Prostaglandin F,, und 3-Nitrotyrosin

Zwe  unterschiedliche Untersuchungen zum Metabolismus von  8-iso-PGF2, und  3-Nitro-
tyroan wurden in diessr Arbet durchgefiihrt: Zum enen wurde der Metabolismus von 8-iso-
PGF,, in vitro in der Zdlkultur von Schweinehepatozyten untersucht, zum anderen der Meta-
bolismus von 3-Nitrotyrosin in vivo in einem Kaninchen. Ferner wurde auch eine Relhe von
Daten zum Hauptmetaboliten von 8-is0- PG, in menschlichem Urin gesammdt.

521 Metabolismus von 8-iso-Progtaglandin Fza in der Zdlkultur von Schweine-
hepatozyten

De Metabolismus von PGF2, und anderen Prostaglandinen ist eingehend in der Zdlkultur
von Hepatozyten untersucht worden [404,405]. Auch wurde die Zdlkultur von Hepatozyten
zur Gewinnung von mit Isotopen markierten Metaboliten von Prostagandinen eingesatzt
[406]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Sandwich-Kultur von Hepatozyten hat den
Vortell, dass die physologischen Funktionen des Hepatozyten erhdten bleiben [360]. Mit der
Sandwich-Kultur von Schweinehepatozyten wurde der Metabolismus von 8-is0-PGF,,  unter-
sucht. Als Hauptmetabolit von 8-iso-PGF,; wurde 2,3-Dinor-8-is0-PGF2, gefunden. 2,3-Di-
nor-8-is0-PGF,,  konnte eindeutig massenspektrometrisch  identifiziet  werden.  Daneben
wurde die Kinetik des Metabolismus von 8-iso-[2H]PGF2, untersucht. Nach 18 Sunden fan+
den sich im Zeliberstand noch 31 % des urspriinglichen 8iso-[*H]PGF.,, wahrend 48 % zu
2,3-Di-nor-8-iso-[*H]PGF,, umgewanddt worden waren. Damit ist 2,3-Dinor-8-iso-PGF2, in
der Sandwich-Kultur von Schweinehepatozyten der Hauptmetabolit. Fir den Menschen it
dage-gen  2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, der Hauptmetabolit im  Urin  [156]. C.
Chiadbrando et al. fanden in der Zdlkultur von Rattenhepatozyten neben 2,3-Dinor-8-iso-
PGF,, ds weteren Metaboliten von 8-is0-PGF,, noch 2,3,4,5-Tetranor-8-iso-PGF2, [157].
Ebenfdls den Tetranor-Metaboliten wiesen T. Sago et al. in der Rattenhepatozytenkultur ds
Metaboliten von PGF,; nach. Als weteren Metaboliten von PGFo, fanden se 2,3-Dinor-5,6-
dihydro-PGF,,, jedoch kein 2,3-Dinor-PGF2, [404]. Moglicherweise unterscheidet sich der
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Metabolismus von 8-is0-PGF2, und PGF,, in der Zdlkultur unabhdngig von der Spezies der
eingesetzten Zdlen. Auch bem Menschen is der Metabolismus von 8-is0-PGF», offenscht-
lich anders ds der von PGF24 [154-156].

522 Korrdation zwischen 8-iso-Prostaglandin Foa und seinem Metaboliten in

menschlichem Urin

Ein Vegleich der Ausscheidung von 8-is0-PGF2, und seinem Hauptmetaboliten 2,3-Dinor-
5,6-dihydro-8-is0-PGF,, in den menschlichen Urin zagt, dass letztere etwa doppelt so grof3
it wie die von 8is0-PGF24 (506 +255 vs. 223 +135 pg/mg Kreetinin). Die Korrelaion zwi-
schen 8is0-PGF2, und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,;, ist recht hoch (r=0,86, n=14). Eine
ahnlich hohe Korrdation (r=0,77) wird auch von C. Chidbrando et al. berichtet, jedoch sind
dort die Konzentrationen von 8-is0-PGF2, und seinem Metaboliten etwa gleich grof3 (8,14
+2,05 ng/h und 6,37 £1,30 ng/h [157]). Dies konnte mehrere Grinde haben. Zum enen setz
ten Chiabrando et al. eine indirekte Methode ohne echten internen Standard zur GC-MS-
Quantifizierung von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, ein. Im Gegensatiz dazu wurde fir
die in der vorliegenden Arbeit entwickdten GC-TandemMS-Methoden jewells en egener
interner Standard synthetisert. Ein weiterer Unterschied liegt in der Probenvorbereitung vor
der GC-MS-Andyse. Chiabrando et al. ranigten die Proben mit Immunoaffinitéischromato-
graphie auf. Der verwendete Antikorper, der gegen 8is0-PGF2, und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-
iS0-PGF,, gerichtet idt, zeigt eine sehr hohe Enantiosdektivitét. Daher wird z.B. ent-2,3-Di-
nor-5,6-dihydro-8-iso0-PGF», nicht zurlickgehdten [157]. Mithin kénnte ent-2,3-Dinor-5,6-di-
hydro-8-is0-PGF2, enen Tel des in der vorliegenden Arbeit mit GC-TandemMS quantifi-
Zierten 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,; ausmachen. Dieses wirde bei der Messung mit
GC-MS nach Immunoaffinitétschromatographie nicht erfasst. Gleiches gilt natirlich auch fir
8-is0-PGF24. Aufgrund der radikdischen Entsehung von 8-iso-PGF,, ig die Bildung von 64
Isomeren des PGF»2, maglich [L15]. Einige Isomere werden jedoch bel der Autooxidation von
Arachidonsdure bevorzugt [86,87]. In der hier vorliegenden Arbet konnten die (15R)- und
(159-1somere von 8-iso-PGF,, weder chromatographisch noch massengpektrometrisch vor
enander unterschieden werden. Gleiches gilt auch fur 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, und
die (15R)- und (159-1somere von ent-2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,,. Nun kdnnte sich
jedoch der Metabolismus der (15R)- und (159)-Isomere der beiden Enantiomer von 8-iso-
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PGF,, im Menschen voneinander unterscheiden. Dies wirde zur Messung unterschiedlicher
Verhdtnisse von 8-is0-PGF,, zu 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2,  mit GC-TandemMS
und mit GC-MS nach Immunoaffinitétschromatographie fuhren.

5.2.3 Metabolismusvon 3-Nitrotyrosin im Kaninchen

Bisher wurden zwe tierexperimentdle Studien zum Metabolismus von 3-Nitrotyrosn in der
Ratte durchgefuhrt [225,306]. In der ersten Untersuchung sind 100 pg 3Nitrotyrosin ord ver-
abreicht worden [225]. In der zweten Studie wurde die Kinetik von 3-Nitrotyrogn im Blut-
plasma nach Bolus-Injektion von 10 mg/kg bzw. 30 mg/kg 3Nitrotyrosin untersucht [306]. In
keiner der beiden tierexperimentdlen Studien konnte unmetabolisertes 3-Nitrotyrogn im
Urin der Ratte nachgewiesen werden. In beiden Untersuchungen fand sich jedoch 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessgsdure ds Metabalit von 3-Nitrotyrosn im Urin [225,306]. Die nicht-
invesve Erfassung von 3-Nitrotyrosn sollte daher Uber die 3-Nitro-4-hydroxyphenylessg-
sdure- Ausscheidung in den Urin moglich sain.

Nach Bolus-Injektion von 10 mg 3-Nitrotyrosn (3,6 mg/kg) in die Ohrvene eines Kaninchens
wurde die Kinetik der Elimination von 3-Nitrotyrosan im Blutplasma bestimmt. Es wurde ene
Habwertszeit von 175 min ermittdt. Die Habwertszeit fir 3-Nitrotyrosn im Blutplasma des
Kaninchens ig damit eiwa dremd s0 lang wie die im Blutplasma der Ratte (65 min [306]).
Als Metabolit von 3-Nitrotyrosin wurde 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure in den Urin des
Kaninchens ausgeschieden. Die nach 3 Stunden in den Urin ausgeschiedene Menge an
3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure wurde mit ener hiefir entwickdten GC-TandemMS-
Methode zu 883,8 +12,2 ug bestimmt. Mit einem Antell von 8,8 % an der doserten Menge
von 3-Nitrotyrosn entspricht dies sehr gut den fir Ratten gefundenen Antellen (6,1 % fur
10 mg/kg und 4,7 % fir 30 mg/kg 3-Nitrotyrosin [306]). Nach oraer Gabe von 100 pg
3-Nitrotyrosn wurden jedoch 44 % as 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgséure in den Urin der
Ratte ausgeschieden [225]. Offendchtlich bestehen dso grole Unterschiede zwischen dem
Metabolismus von 3-Nitrotyrosn nach order Aufnahme in den Gadtrointestindtrakt und nach
Injektion (i.v.). Eine Erklaung konnte die Umwandlung von 3-Nitrotyrosn durch Darm:
bakterien in 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure sain. Fir Tyrosn it dies sat langem bekannt
[407]. Offenbar zeigen die beteligten Enzyme keine grole Sdektivitdt beziglich des Sub-
drates. Dies hat wichtige Konsequenzen fur die nicht-invesve Quantifizierung von 3-Nitro-4-
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hydroxyphenylessgsiure im menschlichen Urin. Schon 1974 wurde von Knowles et al. die
3-Nitrotyrosn-Bildung unter den im Magen vorherrschenden sauren Bedingungen gezegt
[224]. Mit der Nahrung aufgenommenes 3-Nitrotyrosn oder im Magen gebildetes 3-Nitro-
tyroan konnte so Uberproportiona zur im Urin ausgeschiedenen Menge an  3-Nitro-4-

hydroxyphenylessigsaure beitragen.

5.3 Biologische Bedeutung der |soprostane und von 3-Nitrotyrosin

Waéhrend sich die biologische Bedeutung der Isoprostane 8-iso-PGF,, und 8-iso-PGE;, nicht
nur auf einen Indexparameter phathologischer Verdnderungen beschrankt, wird 3-Nitrotyrosin
keine biologische Aktivitdt zugeschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurden daher Unter-
suchungen zur biologischen Aktivitdt und zur enzymdischen Bildung von 8-is0-PGF,; und
8-is0-PGE; durchgefiihrt. Als en pathologischer Mechanismus der  3-Nitrotyrosin-Bildung
wurde die Tyrosn-Nitrierung durch Peroxynitrit untersucht.

5.3.1 Biologische Aktivitat und enzymatische Bildung von 8iso-Prostaglandin F,a und
8-iso-Progtaglandin E»

Die biologische Aktivitdt der Isoprostane 8-is0-PGF2; und 8-iso-PGE; it bekannt [76,78].
8-is0-PGF,, i en hochpotenter Vasokondriktor arteridler Blutgefélie [179-181], der Niere
[161], des Bronchidsysems [170-174] und en Antagonit der Plétchenaggregation
[164,186]. Wahrend PGF,; und PGE, entgegengesetzte Effekte auf das Blutgefa3system
haben [165], wirken 8-is0-PGF,, und 8is0-PGE, beide als Vasokonstiktoren [162,163]. Die
biologische Aktivitét der Isoprostane 8-iso-PGF2, und 8-iso-PGE; wurde bisher jedoch fast
auschliedich an tierischem Gewebe untersucht. In diesr Arbeit wurde die Pharmakologie
der vasokongriktiven Eigenschaften von 8-iso-PGF,, und 8-iso-PGE, an menschlichen arteri-
dlen Blutgefdien untersucht. Im Organbad-Versuch konnte die konzentrationsabhangige
Vasokondtriktion der arteria mammaria gezeigt werden. Folgende Rethenfolge der vasokon
diktiven Potenz (ECso-Werte) lief3 Sch ermittdt: 8is0-PGE, > 8-150-PGF2, > PGF2, > PGE;.
Wéhrend die Relhenfolge 8-is0-PGF,, > PGF,; > PGE, die Ergebnise fir ateridle Blut-
gefd3e von Raten, Rindern und Schweinen bestétigt [180,182], konnte bisher eine so hohe
vasokongtiktorische Potenz fur 8-iso- PGE; nicht festgestellt werden [162,163].
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Die vasokondriktorische Wirkung von 8-iso-PGF,, |8 sich durch eine Rehe von Throm:
boxan-Rezeptor-Antagonisten aufheben: SQ 29548 [161,162,166,176-177,180,181], BM
13505 [180], ICl 192605 [172,182] und GR 32191 [185]. Demgegeniiber zeigen Inhibi-toren
der Progtaglandin H-Synthase und a-Rezeptor-Antagonisten keinen Effekt auf die Wirkung
von 8-is0-PGF24 [170,174]. Daher wurde im durchgefihrten Experiment nicht nur die durch
8-is0-PGF2;s und 8-is0-PGE, ausgdoste konzentrationsabhéngige Vasokondriktion der
arteria mammaria untersucht, sondern auch ihre Inhibierung durch den ThromboxanRezep-
tor-Antagonisten 1Cl 192605. Durch ICl 192605 (10* M) wurde die vasokonstriktorische
Wirkung zu 96 % fur 8is0-PGF,, und zu 75 % fir 8iso-PGE, gehemmt. Offen-schtlich wird
die vasokongriktorische Wirkung beider Isoprostane Uber den Thromboxan Rezeptor vermit-
telt. Dies bestétigt die Ergebnisse von G. A. FitzGerdd und Mitarbeitern: Knock-out-Mutar+
ten der Maus, denen das Gen des ThromboxanRezeptors fehlt, reagieren nicht mehr auf
8-is0-PGF24 und 8-is0-PGE, mit Vasokongtriktion 408]. Wird das Gen in der gleichen Spe-

zZies Uberexprimiert, S0 kommt es zu einer verstérkten Vasokongtriktion [408].

Wie gezeigt werden konnte, werden die vasokongriktorischen Eigenschaften von 8-iso-PGF24
und 8-iso-PGE, Uber den ThromboxanRezeptor vermittdt. Thromboxan wird im
menschlichen Organismus durch die ThromboxanSynthase enzymetisch gebildet [80]. Auch
fir 8-is0-PGF,, ig die enzymatische Bildung als Nebenprodukt der PGH.-Synthase berichtet
worden [144-148,151]. Mit in vitro-Ansdizen aufgerenigter PGH,-Synthase-1 und -1 konnte
neben der Bildung von 8-iso-PGF,; auch die enzymatische Bildung von 8-iso-PGE, gezegt
werden. Zur Trennung von 8-iso-PGE, und PGE, wurde eine TLC-Methode entwickdt. Die
Quantifizierung von 8-iso-PGE; wurde mit GC-Tandem-MS durchgefiihrt. Eine besondere
Deivatiserungstechnik erlaubte zudem die eindeutige massenspektrometrische  Untersche-
dung von 8-is0-PGE; und PGE,. Die Menge an durch PGH;-Synthase gebildetem 8iso-PGE;
lag in der gleichen Grol¥enordnung wie die von 8is0-PGF,,. Der Antell der beiden gebildeten
Isoprostane an den entsprechenden Prostaglandinen betrug 1,2 % bzw. 1 % fir die PGHo-
Synthase-1 und —I. Damit liegt die Bildungsrate deutlich unterhalb der fir 8iso-PGF2, in der
Literatur beschriebenen (6 % [151]). Um zu zeigen, dass die Bildung von 8-iso-PGF», und
8-is0-PGE, enzymatisch efolgt, wurde den Ansdizen der PGH,-Synthase-Inhibitor
Diclofenac  zugesetzt. Sowohl die Progtaglandin- as auch die Isoprostan-Bildung erwiesen
gch ds Enzym-katdysert, da se zu > 90 % gehemmt wurden. Neben der Hemmung der
Isoprostan-Bildung durch Didofenac konnte auch eine Hemmung durch die S Nitroso-
substanzen SNC und GSNO gezeigt werden. Die durch S Transnitrosylierung Uber NO
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gebildeten S Nitrososubstanzen werden ds Transportform des vasodilatierenden EDRF disku
tiert [409]. Eine Hemmung der PGH»-Synthase durch S Nitrososubstanzen konnte somit die
Bildung der vasoaktiven Prostaglandine und Isoprostane verhindern.

Die physiologische Bedeutung des ads Nebenprodukt der PGH,-Synthase gebildeten Iso-
prostanes 8-iso-PGF,, wurde evauiert, indem die 2,3-Dinor-TxB,-, 2,3-Dinor-6-keto-PGF15-
und 8-is0-PGF2,-Ausscheidung enes gesunden Probanden bel  funftagiger Gabe von
Diclofenac (100 mg/Tag) untersucht wurde. Fir 2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-PGF 14
kam es bereits an aden Tag zur ener bis zu 76 %igen Hemmung der Progtanoid-
Biosynthese. Die Auscheidung von 8-is0-PGF2, in den Urin wurde jedoch erst nach drel
Tagen um 36 % reduziert. Diese Beobachtung steht im Einklang mit ener 21 %igen Reduk-
tion der 8-is0-PGF24-Ausstheidung nach zweitdgiger Indomethacin-Gabe (1,85 mg/kg/d
[150,151]). Die Aussctheidung von 8-is0-PGF2, wird jedoch nicht in gleichem Ausmal
reduziert wie die Ausscheidung von 2,3-Dinor-TxB; und 2,3-Dinor-6-keto-PGF1,. Auch setzt
die Reduktion der Ausscheidung im Gegensatz zu 2,3-Dinor-TxB, und 2,3-Dinor-6-keto-
PGF1, erst nach mehrtégiger Gabe von Diclofenac ein. Fir Naproxen und niedrige Dosen von
Aspirin findet sich jedoch kein Effekt auf die 8-iso0-PGF24- Ausscheidung [149,152].

Nachdem Bespide fir die enzymatische Bildung und biologische Aktivitdt beder 1so-
prostane gezeigt worden sind, sollte neben 8-is0-PGF2, auch 8-is0-PGE; im menschlichen
Urin quantifizierbar sain. Es konnte jedoch in dieser Arbet gezeigt werden, dass 8-iso-PGE;
in wasyigen Puffern der raschen Umlagerung zu PGE; und PGB, unterliegt. Diese Um+
lagerung konnte auch in vivo datfinden und eine Erklarung dafir sein, dass bisher kein 8-iso-
PGE; in menschlichem Urin bel Normal probanden nachgewiesen werden konnte [402].

5.3.2 Peroxynitrit und 3-Nitrotyrosin

Die Nitrierung von Tyrosn und Tyrosn-Resen in BSA wurde fir Peroxynitrit-Konzentra-
tionen < 1 mM untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es fur 100 — 500 uM zu einer Aus-
beute von 4 bis 5 % 3-Nitrotyrosn kommt. Dies entspricht den Literaturwerten fir 1 mM
Peroxynitrit [239,241]. Auch konnte gezeigt werden, dass es unter Zusatz von 20 mM
NaHCO3 zu ener Erhdhung der Ausbeute auf 8,6 % kommt. Dies bestétigt die Ergebnisse
von Santos et al. [238]. Im Gegensaiz dazu findet die Nitrierung von Tyrosn-Resten im
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Albumin fir klene Peroxynitrit-Konzentrationen in wesentlich geringegrem Umfang dait, as
bisher angenommen. Der fir 300 uM Peroxynitrit ermittelte Antell an 3-Nitrotyrosan-Resten
von 11 mmoal/mol Albumin liegt wet unter dem fir 1 — 2 mM Peroxynitrit in der Literatur
gefundenen Werten von 391 mmol/mol und 1330 mmol/mol Albumin [239,261]. Die Aus-
beute der Nitrierung von Tyrosin-Resten ig somit fir kleinere Peroxynitrit-Konzentrationen
und physiologische Albumin-K onzentrationen sehr gering.

5.4 Schlussfolgerungen

54.1 Isoprostane

Die sdektive Messung eines F»-1soprostanes im Urirn, z.B. 8is0-PGF,,, erfordert eine Reihe
von chromatographischen  Aufrenigungsschritten  oder  Immunoaffinitéischromatographie  zur
Isolation des Andyten [149,150,208-210,217]. Daher werden oft mehrere F»-Isoprostane
zusammen  quantifiziert [189,200-205]. Eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse it jedoch nicht
in jedem Fal gegeben und oft von den eingesetzten Methoden abhéngig. Die sdektive Mes
sung enes definieten Messparameters erlaubt eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse.
Eine vereinfachte Probenvorbereitung fir die quantitative Bestimmung von 8-iso-PGF2, in
humanem Blutplasma i von Nourooz-Zadeh et al. vorgechlagen worden [201,202]. Im
Gegensatz zur quantitativen Bestimmung von 8-is0-PGF,; im Blutplasma erlaubt die nicht-
invasve Quantifizierung im Humanurin ene hohere Zuverléssgkeit aufgrund der geringen
Mengen an oxidierbaren Lipiden. Diese kénnen zu ener atifizidlen, d.h. ex vivo-Bildung von
Isoprostanen beitragen [73]. Einen Vortell fir die Probenvorbereitung bieten die in dieser Ar-
bet entwickdten Methoden zur sdektiven Quantifizierung von 8-is0-PGF2, und 2,3-Dinor-
5,6-dihydro-8-iso-PGF,; mit GC-TandemtMS. Durch den Einsatiz der CAD-Technik gdingt
es, die Probenvorbereitung auf eine Kombination von SPE und TLC zu reduzieren. Zudem
konnte die hohere Zuverléssgkeit der Messung mit der GC-Tandem-MS-Technologie
gegentber einfacher GC-MS gezeigt werden.

Der Ursprung unmetaboliserter Isoprostane im Urin ist bisher noch nicht bekannt. Die reativ
groflfen Mengen an unmetabolisertem 8-is0-PGF2, wurden zum Tell auf ene lokae Bildung
in der Niere zurlickgefuhrt [122]. Eine mogliche Ldsung des Problems bietet die quantitative
Besimmung des Hauptmetaboliten von 8-iso-PGF»,; im Urin. In der vorliegenden Arbeit
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wurde ene GC-TandemMS-Methode zur quantitativen Besimmung des Hauptmetaboliten
von 8-is0-PGF,,, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-i1s0-PGF2,, im menschlichen Urin entwickdt. Die
hiermit gefundene gute Korrdation zwischen 8-iso0-PGF,; und seinem Metaboliten legt die
Vermutung nahe, dass sowohl urindres 8-is0-PGF,, ds auch sein Hauptmetabolit im mensch
lichen Urin in engem Zusammenhang sehen, und dass beide die sysemische Produktion von
8-is0-PGF2, widerspiegeln. Diesem Ergebnis geht die kirzlich taiséchlich  nachgewiesene
lokde Bildung von 8-is0-PGF,, in der Niere gegentber, die jedoch im Vergleich zur sysemi-
schen Bildung von 8-is0-PGF24 eher unbedeutend sain konnte [410]. Im Gegensatz zu 8iso-
PGF,, wird PGF24 im menschlichen Organismus extendver metabolisert und ds Tetranor-
PGF-MUM  (5a,7a-Dihydroxy-11-keto-tetranorprostan-1,16-dicarbonséure) rend  diminiert
[154,155]. Es ig dso durchaus mdglich, dass die reativ hohen Konzentrationen von 8-iso-
PGF2a im menschlichen Urin einen verminderten Metabolismus von 8-iso-PGF, reflektieren.
S0 ist durchaus denkbar, dass 8is0-PGF,, und seine Abbauprodukte schlechtere Substrate fiir
die beteligten metabolischen Enzyme dargelen. Dies konnte auch ene Erkldrung fir die
unterschiedliche Metaboliserung von 8-is0-PGF,, und PGF,, in der Zelkultur von Hepato-

zyten sain.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch gezeigt, dass es zu einer enzymatischen Bildung von
8-is0-PGF2,4 und 8is0-PGE, durch die PGH,-Synthase kommt. Der Antell an den durch freie
Radikde gebildeten Isoprostanen it jedoch gering. Eine Moglichket, enen Antel der en
zymdisch gebildeten Isoprostane an den insgesamt gebildeten Isoprostanen auszuschlief3en,
liegt in der Quantifizierung von Regioisomeren von F-lsoprostanen, deren Bildung nicht von
der PGH,- Synthase katalysiert wird [127,207].

5.4.2 Bedeutung der |soprostane als BOSS (biomarker of oxidative stress status)

Die Isoprostane, insbesondere das hier untersuchte 8-iso-PGF,; und sein Hauptmetabolit im
menschlichen Urin, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF»,, ddlen in erster Linie enen geeigne-
ten Indexparameter fur die in vivo-Lipid-Peroxidation und moglicherweise in zweter Linie
enen Biomarker des oxidativen Stresses dar. Sowohl resktive Stickstoffspezies (RNS) ds
auch reektive Saurerstoffspezies (ROS) tragen zur Lipid-Peroxidation bei. Doch snd es die
radikalischen Vertreter diesr Spezies, die die Lipid-Peroxidation initiieren und terminieren,
Der Initigtion durch freie Radikade folgt die Peroxidation; hier i Sauerstoff beteiligt. So
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handdt es sch auch im engeren Sinne um oxidative Verénderungen. Doch nicht nur RNS und
ROS konnen zur Bildung von Isoprostanen fuhren; im Tiermodell wurde se durch CCly
intiiert [89,93,101,141]. Mit der in dieser Arbet entwickdten GC-TandemMS-Methode zur
quantitaven Besimmung von 8-is0-PGF,, konnte der enge Zusammenhang zwischen in vivo-
Lipid-Peroxidation und urindrer 8-is0-PGF25-Ausschedung gezeigt werden. In ener tierexpe-
rimentdlen Studie verringerte das lipidiédiche Vitamin E endeutig die 8-iso-PGF24-Aus-
scheidung [397]. Unter der Thergpie mit Bezefibrat wurde eine Veringerung des Vitamin E-
Pasmaspiegels be  glechzaitig erhthter  8-is0-PGF,5-Ausscheidung  bel  Hypertriglycerin-

amie-Petienten gemessen [401].

5.4.3 3-Nitrotyrosn

Die Nitrierung von Tyrosn und Tyrodn-Redsen in Protenen i fir eine ganze Relhe von
pathophysiologischen Ablaufen berichtet worden [226,227]. Einen grofien Beitrag hat hier der
semiquantitetive  immunohisgochemische  Nachwels von  3-Nitrotyroan-Resten  in - Proteinen
unterschiedlicher Gewebe gdedet [269,270,275]. Die engesetzten Methoden sind jedoch
ungenau und wenig sdektiv. Die Spezifitdt des gegen nitrierte Tyrosn-Reste in BSA ge-
richteten Antikorpers fir 3-Nitrotyrosn-Reste in anderen Proteinen it fraglich. Auch die UV-
Detektion von 3-Nitrotyrosin hat vid zur anfanglichen Begaserung Uber extrem hohe Werte
an 3-Nitrotyrosin bel verschiedenen Krankhetsbildern beigetragen [307-310]. Doch auch
diese Methode ist fir in vivo-Untersuchungen nicht salektiv genug.

Methoden, die ene Derivaiserung der Proben vor der egetlichen Quantifizierung von
3-Nitrotyrosn erforderlich machen, haben die Konzentration von 3-Nitrotyroan vermutlich
oft "Uberschétzt" [263,326,327,330]. Probleme beredtet die atifizidle Bildung von 3-Nitro-
tyrosn bel der Probenaufarbeitung aus Tyrosn und Nitrat bzw. Nitrit. Die in diessr Arbeit
vorgedtellte GC-TandemMS-Methode zur quantitativen Bestimmung von  3-Nitrotyrosin in
humanem Blutplasma setzt daher eine im Verglech zu anderen Methoden etwas aufwendi-
gere Probenvorbereitung voraus. Die Methode gdlt eine Kombination aus Ultrafiltration,
HPLC und GC-TandemMS dar. Ultrdfiltration und HPLC-Trennung sorgen fir ene voll-
stdndige und schonende Trennung des Anayten von Proteinen, Tyrosn, Nitrat und Nitrit. Es
konnte gezeigt werden, dass es nicht mehr zu ener atifizidlen Bildung von 3-Nitrotyrosn
bel der Probenaufarbeitung kommt. Auch fur die Bestimmung von 3-Nitro-tyrosin-Resten in
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Plasmaproteinen wurde die Methode nach enzymatischer Hydrolyse der Proteine eingesetzt.
Mit diessr Methode wurden die bisher klengen Plasmakonzentrationen von 3-Nitrotyrosin
und 3-Nitrotyrosn-Resten in Proteinen gemessen. Offengchtlich i das Ausmald der
Nitrierung von Tyrosn und Tyrodn-Resen in Proteinen, zumindest in humanem Plasma,

weltaus geringer as bisher angenommen.

Wie in dieser Arbet gezeigt wurde, it 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure im Urin der
Hauptmetabolit von 3-Nitrotyrosn im Kaninchen. Da 3-Nitrotyrosn sdbst nur in sehr ge-
ringen Mengen im Urin zu finden ig [225], sdlt die Quantifizierung von 3-Nitro-4-hydroxy-
phenylgssigsaure ene Alterndive dar. Bisher konnte noch keine Methode zur zuverléssgen
Quantifizierung von  3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsdure  im  Humanurin - entwickelt  werden.
Ein mdgliches Problem be der Quantifizierung von 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure im
Urin konnte jedoch der Betrag von Darmbakterien an der Entstehung von 3 Nitro-4-hydroxy-
phenylessigsiure im Gastrointestindtrakt sein.

5.4.4 Bedeutung von 3-Nitrotyrosin alsBOSS

Neben den resktiven Stickstoffspezies (RNS) konnen auch eine Reihe von reaktiven Sauer-
soffspezies (ROS) wie das Superoxid-Anion (O27) oder die Hypochlorige Sdure (HOCI) an
der Entstehung von 3-Nitrotyrosn beteligt sain [247-249,251-254]. Doch darf nicht Uberse-
hen werden, dass die Nitrierung von Tyrosn die Beeligung von Sticksoff einschliel®. Wird
vorausgesetzt, dass die endogene Bildung von Stickgoffdioxid im Vergleich zu Stickstoff-
monoxid eher gering sain dirfte, i 3-Nitrotyrodn as Biomarker des NO-abhdngigen
oxidativen Stresses anzusehen. So konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Peroxy-
nitrit zur Nitrierung von Tyrodn und Tyrosn-Reden unter Bildung von 3-Nitrotyrosin fihrt.
Klene Peroxynitrit-Konzentrationen nitrieren Tyrosn-Reste jedoch nur in geringem Ausmall
Die Bedeutung von Peroxynitrit fir die Nitrierung von Tyrosn-Resten sollte daher nicht
Uberschétzt werden. Fur pathologische Veranderungen bei denen sowohl NO as auch Q" in
besonderem Mal3e gebildet werden, z.B. bei erhthter Aktivité von Makrophagen, konnte es
dennoch zu ener nicht unbedeutenden Nitrierung von Tyrosn und Tyrosn-Resen in

Proteinen durch Peroxynitrit kommen.
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55 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbet entwickdten GC-TandemMS-Methoden zur quantitativen
Betimmung von 8-is0-PGF,; und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, Sdlen zur Zet die
genauesten und zuverléssgsen Methoden zur Erfassung der in vivo-Lipid-Peroxidation dar.
Eine Vdidierung und Uberprifung der eeganten und einfachen immunoaffinitatschromato-
graphischen Aufreinigunggtechnik von Bachi und Chidbrando et al. [157,217] mit den hier
entwickdten GC-TandemMS-Methoden konnte ene dnliche Genauigkeit und Zuverlassg-
keit auch fir die Kombination von Immunoaffinitdtschromatographie und GC-MS ergeben.
Bisher dand der breten Anwendung der Immunoaffinitéischromatogrephie fir die 1so-
prostan-Anadyse die kommerziele Nichtverfigbarkeit entsprechenden chromatographischen
Materides entgegen. Sat kurzem it jedoch zumindest fir die Aufreinigung von 8-iso-PGF2,
ein auf Sepharose immobiliserter Antikorper kommerziell erhdtlich (Cayman).

Bisher konnte nicht geklart werden, aus welchen Grinden sch 8-iso-PGF», im Verglech zu
seinem Hauptmetaboliten 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF», in S0 grof¥r Konzentration im
menschlichen Urin findet. Die Proganoide finden sich dagegen im Vergleich zu ihren uring-
ren Hauptmetaboliten nur in wesentlich kleineren  Konzentrationen im  menschlichen  Urin
[198,411]. Ein Betrag der Niere zu unmetaboliserten Prostanoiden im menschlichen Urin igt
lange bekannt [412]. Solch eine Erklarung durfte fir die gefundenen Konzentrationen von
unmetabolisertem 8-is0-PGF,, jedoch nicht ausreichen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte
massenspektrometrische Andyse von verschiedenen Isomeren von 8-iso-PGF2, und 2,3-Di-
nor-5,6-dihydro-8-is0-PGF,, zeigte, dass (15R)- und (15S)-1somere beider Verbindungen und
die Enantiomere von 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, weder massenspektrometrisch noch
chromatographisch voneinander getrennt werden konnten. Ein  unterschiedlicher  Metabolis-
mus der einzelnen Isomere im menschlichen Organismus ig jedoch nicht auszuschliel¥en. Die
von Bachi und Chidbrando et al. entwickdte Immunoaffinitéischromatographie zur Proben
aufarbeitung fur 8-is0-PGF,, und 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2, ist hoch enantiosdektiv
[157,217]. Ein direkter Vergleich mit den in diessr Arbat entwickdten GC-TandemMS-
Methoden der Andyse von Urinproben mit und ohne Immunoaffinitéischromatographie zur
Probenaufarbeitung sollte derartige Unterschiede im Metabolismus bestétigen.
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Nicht nur as Metabolit von 8-is0-PGF»,, sondern auch as Oxidationsprodukt der g-Linolen
sdure wurde 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF,, diskutiert [395]. Mit den in dieser Arbeit
entwickdten GC-Tandem-MS-Methoden wurde eine hohe Korrdation zwischen 8-iso-PGF,4
und ssinem Hauptmetaboliten in  menschlichem  Urin, 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2a,
ermittelt. Diese Korrelation |ésst den Beitrag der g-Linolensdure ds weitere Quelle fir endo-
genes 2,3-Dinor-5,6-dihydro-8-iso-PGF2, jedoch als eher unbedeutend erscheinen. Fir Kinder
mit dem Zdlweger-Syndrom fand dch in der GC-Tandem-MS-Andyse der Urinproben eine
124-fache Erhthung der 8-is0-PGF24-Ausscheidung gegeniber gesunden Kindern. Diese Er-
héhung i weniger ds en Indikator fir erhdhten oxidativen Stress, ds vidmehr ene Verrin-
gerung der peroxisomaden b-Oxidation zu deuten. Die Unfahigkeit zur peroxisomaen b-Oxi-
dation sollte jedoch mit einer sarken Veringerung bzw. kompletten Wegfdlen der 2,3-Di-
nor-5,6-dihydro-8-is0-PGF2,-Ausscheidung in den Urin der erkrankten Kinder einhergehen.
Das Ausmal? diesr Veringerung gegenitber gesunden Kindern konnte direkt Rickschltsse
auf den Betrag der g-Linolensdure ds weitere Quelle fir endogenes 2,3-Dinor-5,6-dihydro-
8-10-PGF,; zulassen. Die Unféhigket zur peroxisomaen b-Oxidation im Krankheitsbild des
Zdlweger- Syndroms bietet so die einzige Moglichkeit diese Fragestellung in vivo zu kléren.

Zuwerléssge Daen Uber die 3-Nitrotyrosn-Konzentration im humanen Blutplasma lassen
Sch bisher nicht in der Literatur finden. Dies liegt an der mangelnden Senstivitét und Spezi-
fitdt der bisher eingesetzten Methoden. Mit der in diesr Arbet entwickdten GC-Tandem:
MS-Methode zur quantitativen Besimmung von 3-Nitrotyrosn konnten zum ersen Md
slche Daen Uber die im menschlichen Blut zrkulierenden Mengen an  3-Nitrotyrosin
ehdten werden. Zur Zet ig der Ursprung dieser aullers geringen Mengen zirkulierenden
3-Nitrotyrogns nicht bekannt. Mit der aus dieser Arbeit hervorgegangenen GC-TandemMS-
Methode konnte in vitro gezeigt werden, dass Tyrosn-Reste im Albumin nitriert werden. In
diesem Zusammenhang interessant, it die Fragestdlung, inwieweit Albumin in vivo nitriert
wird. Die Waeiterentwicklung der hier vorgestdlten GC-TandemMS-Methode zur sdlektiven
quantitativen Besimmung der 3-Nitrotyrosn-Reste im Albumin konnte diese Frage klaren.
Eine Mdglichket zur sdektiven Abtrennung von Albumin von anderen Plasmaproteinen
bietet die Immunoaffinitétschromatographie mit Sepharose Blau [409].

Nicht nur far Albumin ig die Frage interessant, welche Tyrosn-Rede in bestimmten
Proteinen nitriert werden. So konnte fir eine Reihe von Enzymen gezeigt werden, dass die
sdektive Nitrierung e@nes Tyrodn-Restes zu deren Inaktivierung fuhrt [241,265,266,303]. Die
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Entwicklung ener sendtiven LC-Tandem-MS-Methode zur sdektiven Bestimmung von
nitrieten  Tyrosn-Resten in Polypeptiden gdlt dScher ene Herausforderung fiur die Zukunft
dar. Erst wenn der Ursprung, das Ausmald und die Sdektivitét der Nitrierung von Tyrosin und
Tyrosn-Regen in Proteinen im humanen Blutplasma geklat worden snd, wird dch heraus-
delen, ob zirkulierendes 3-Nitrotyrosn ein geeigneter Indexparameter flr den nitrativen, d.h.
N O-abhéngigen oxidativen Stress i<,

Wie in diesr Arbeit gezeigt werden konnte, ist 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsaure der
Hauptmetabolit von 3-Nitrotyroan im Urin des Kaninchens. Bisher konnte 3-Nitro-4-
hydroxyphenylessigsiure jedoch nicht im Urin von Menschen quantitativ bestimmt  werden.
Die Vdidierung der hier vorgestellten massenspekirometrischen Methode zur Detektion von
3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure fir menschlichen Urin sollte Aufschluss dariber  geben,
ob dch maoglicheweise 3-Nitro-4-hydroxyphenylessgsiure ds Indexparameter fur den NO-
abhdngigen oxidaiven Siress eignet. Dies ig auch fur klinische Studien von Bedeutung, da
der nicht-invasven Erfassung des NO-abhangigen oxidativen Stresses der Vorzug zu geben
is. Von besonderem Interesse ist die Erfassung des NO-abhangigen oxidativen Stresses bel
der Untersuchung der Ursachen der Nitrat-Toleranz bei der Gabe von organischen Nitraten
[413]. Entsprechende klinische Swudien mit gedgneten Indexparametern  konnten  hier
hilfreich bei der Kl&rung der Ursachen der Nitrat-Toleranz san.
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AbkUrzungsver zeichnis

AA
ALS
BOSS
BSA
BSTFA
Cis
CAD
COX
DMSO
DOPA
DTPA
EC
ECso
EDRF
El

EIA
ELISA
ESR

ET

FAB

FL
GC-MS
GC-tandem MS
GSH
GSNO
HPLC
ICl 192605

IS

LC

LDL
MO
MOX
MPO
MS
MUM
m/z
3-NT
NHPA
NICI
NO
NOS
8-OHdG
PFB-Bromid

Arachidonséaure

Amyotrophe Lateralsklerose
biomarker of oxidative stress status
bovine serum albumin
N,O-bigtrimethylslyl)trifluoroacetamid
Oktadecylslika

collison-activated dissoziation

Cyclooxygenase
Dimethylsulfoxid

Dihydroxyphenyldanin
Diethylentriaminpentaessgsiure
Elektrochemisch

effective concentration 50 %
endothelium-derived relaxing factor
electron impact

enzyme immunoassay

enzyme-linked immunosor bent assay
Elektronen Resonanzspektroskopie
Elektronentransfer

fast atom bombardment

Fluoreszenz
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Gaschromatographie- Tandemmassengpektrometrie
Glutathion

S—Nitroso-Gluthathion

high performance liquid chromatography
4(2)-6-[ 2- (0- Chlorophenyl)-4-(o- hydroxyphenyl)- 1,3-dioxan
cis-5-yl]lhexensdure

Interner Standard

liquid chromatography

low density lipoprotein
O-Methylhydroxylamin
O-Methylhydroxylamin Hydrochlorid

Myel operoxidase

M assenspektrometrie

major urinary metabolite

Masse zu Ladungs-Verhdtnis
3-Nitrotyrosin

3-Nitro-4- hydroxyphenyldanin
negative-ion chemical ionization
Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

8- Hydroxydeoxyguanosn
Pentafluorobenzylbromid
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PFBO
PFBOX
PFP
PFPA
PG

RIA
RNS
ROS
RSD
SD

SIM
SOD
SPE
SRM
TBA
TBARS
TEA
TLC
T™MS
TMSOH
TX

Tyr

uv

Chemikalien

0-(2,3,4,5,6- Pentafluorobenzyl)hydroxylamin
0O-(2,3,4,5,6- Pentafluorobenzyl)hydroxylamin Hydrochlorid

Pentafluoropropionsiure

Pentafluoropropionsaureanhydrid

Progtaglandin
radiolmmunoassay
reactive nitrogen species
reactive oxygen species
relative standard deviation
standard deviation
selected-ion monitoring
Superoxid-Dismutase
solid-phase extraction
selected-reaction monitoring
Thiobarbitursiure

thiobarbituric acid reactive substances

thermal energy analyzer
thin layer chromatogrpahy
Trimethylsiyl
Trimethylslanol
Thromboxan

Tyrosn
Ultraviolett

Alle verwendeten Chemikaien waren von grold maglicher Reinheit.

Aceton
Acetonitril

Arachidonsaure
Cdciumchlorid

Collagenase Clostridium histolyticum

Cyclooxygenase— und I
D(+)-Glucose-Monchydrat

Diazdd

Dichlordimethylslan

Diethylentriaminpentaessgsiure

DMEM/Ham's F-12 Medium

EDTA

Ethanal, absolut
N — Ethyldiisopropylamin

4-Fuorobenzylbromid (4FB-Bromid)

Fotaes Kdberserum (FKYS)

Hamatin

4-Hydroxy- 3- nitrophenylessgsaure

ICI 192605

Isotone Natriumchl oridl6sung (0,9%)

Kaiumhydrogenphosphat

Kupfersulfat

Baker, Holland
Merck, Darmstadt
Sigma, Desenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Delsenhofen
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Merck, Darmstadt
Aldrich, Seinhem
Aldrich, Steinhem
Aldrich, Seinhem
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Baker, Holland
Aldrich, Seinhem
Aldrich, Steinhem
Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
ICI, London, UK
Braun, Mesungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Magnesiumchlorid Hexahydrat
O-Methylhydroxylamin Hydrochlorid
Natriumdihydogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydroxidpl&zchen

Natriumnitrat

Natriumnitrit

Natrium[*>N]nitrat, (98,5% 15N)
Natrium[ *°N]nitrit, (98,5% 5N)

Natriumsulfat, wasserfrei, Na,SO,

nitriertes BSA

p-Nitrophenyldanin

Nitrotyrosin

Octant+1-sulfonsiure Natriumsalz
2,3,4,5,6- Pentafluorbenzylbromid
0O-(2,3,4,5,6- Pentafluorobenzyl)hydroxylamin
Hydrochlorid

Pentafl uoropropionsaureanhydrid

0- Phosphorséure 85%
Polyoxyethylensorbiditanmonolaurat (Tween 20)
Pronase Streptomyces griseus
Progtaglandin E,

8-iso-Prostaglandin B,
2,3-Dinor-8-iso-Prostaglandin Fi4
Progtaglandin Fz4
[3,3',4,4'-2Hy]-Prostaglandin Fza
8-is0-Progtaglandin F24
8-is0-[3,3',4,4'-?H,] Prostaglandin Foq
3H-8-is0-Prostaglandin F»4 (50-70 Ci/mmol)
8-is0-(15R)Prostaglandin F»,
9a,11b-Progtaglandin F»4
9b,11a-Progtaglandin F»4

RPMI 1640 Medium

Rotiszint ecoplus

Schwefelsaure, konz.

SQ-29548
Tetramethylammoniumperoxynitrit
N,O-bigTrimethylslyltrifluoroacetamid
L-Tyrodn

[2',3,5',6'-H,]-L-Tyrosn

Dest. Wasser (Ampuva fur Spllzwecke)
[*80]-Wasser (98 % 180)

Fir die GC-M S verwendete Gase:
Hedium (5,0), Methan (5,5) und Argon (5,0)

Merck, Darmstadt

Aldrich, Seinhem

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedd de Haén, Sedze

Riedd de Haén, Sedze

MSD IsotopesMFC, Montred, Caneda
Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, MA, USA

Merck, Darmstadt

Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Aldrich, Steinhem
Aldrich, Seinhem
Aldrich, Senhem
Merck, Darmstadit

Fluka, Neu-Ulm

Pierce, Rockford, lllinois, USA
Aldrich, Seinhem

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannhem
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, M1, USA
SibTech, Elmsford, NY, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Cayman, Ann Arbor, MI, USA
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

Alexis, San Diego, CA, USA
Pierce, IL, USA

Aldrich, Seinhem

I sotec, Miamisburg, OH, USA
Fresenius, Bad Homburg
Isotec, Miamisburg, OH, USA

Linde, Hannover
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Biologisches Probenmaterial, Versuchstiere

Schwelinehepatozyten aus dem Oststadtkrankenhaus in Hannover von PD Dr. Bader.

Kaninchen aus der Université Freiburg von Prof. Dr. E. Bassenge.

L aborger ate

Photometer
Ultrospec |1 UV/Visible Spekirometer

UV-VIS-Spektrometer
U-2000- Spectrophotometer

Liquid Scintillation Counter
1211 Rackbetaund Counter-Drucker

Zentrifugen:
Biofuge 15
KUhlzentrifuge RC5C

Khlzentrifuge K2S

Zentrifuge CR 412

Weitere Materialien

Autosampler, Mikroeinsiize

Bluecap 50ml

Citrat-Monovetten, S-Monovetten 9NC, 5 ml
EDTA-Monovetten, KE, 3 bzw. 9ml
Kvetten (10 x 4 x 45 mm)
Evaporator, TurbovapLV
Kulturflaschen, 75 cn?, 275 ml
Magnetrihrer, HI 190 M
Multiadapter

Pasteurpi petten
Polypropylenréhrchen, 10 ml, 4 ml
Quarzkivetten (1 cm Schichtdicke)

Thermoblock, Bioblock Scientific Code 92675

Thermostat 5320
Ultrafiltrations-Kartuschen, 20.000 Da
Varipetten 10,100,1000 pl

Vortexer, Reax 200

6-Loch Platen 17,6x34,6 mm, 9,4 cn?, 16,8 ml

LKB Biochrom, Freiburg

Hitachi, Tokyo, Japan

LKB Wallac, Berthold, Isernhagen

Heraeus Sepatech, Hanau
Sorval Instruments DuPont,
Bad Homburg

Hettich Universd, Tuttlingen

Jouan, Frankreich

CS-Chromatographie GmbH, Langerwehn
Greiner, Fichtenhausen

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Zymark, Hopkinton, MA, USA

Corning, Cambridge, MA, USA

Hanna Instruments, Bedfordshire, UK
Sarstedt, NUmbrecht

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Fichtenhausen

Jirgens, Hannover

Bangead Thermolyne Corp., Dubuque,
lowa, USA

Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Nurnberg

Costar, Corning, NY, USA

Verwendete HPLC-, TLC- und GC-MS-Gerdte werden mit den entsprechenden Methoden, in

denen se verwendet wurden, beschrieben.
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UV Nis-Spektren
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