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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Thematik

Leukozyten (griechisch: leukos = weiss) werden so genannt weil sie - wie wir auch im
Rahmen dieser Arbeit nach der Separation und Gefriertrocknung von Neutrophilen
Polymorphkernigen Granulozyten (PMN) sehen konnten - interessanterweise als
komplett weille Zellen imponieren. Allerdings sind Leukozyten keine einheitliche
Population. Sie werden anhand ihrer morphologischen Charakteristika (z.B.
Zellgrosse, Kernform, Granula) im Differentialblutbild im gefarbten Blutausstrich

unterschieden (Abbildung 1).

y F',:, = ‘

®

e, A e ¥

) . A% 5
& NP\
A B C
78 ' P

o . b o *

¥ & 9 &

W ¢ dn °
D E o

Abbildung 1 (links): Lichtmikroskopische Aufnahmen verschiedener Blutzellen: A) Basophiler Granoluzyt,

B) Lymphocyt, C) Monocyt, D) Neutrophiler Granulocyt, E) Eosinophiler Granulozyt, Erythrozyten und

Thrombozyten. Rechts: Lichtmikroskopische Aufnahme von zwei Neutrophilen Granulozyteni

(http://de.wikipedia.org/wiki/Differentialblutbild, Stand 01.10.2005, abgerufen 21.08.2013)

Die in dieser Arbeit fiir einige Abbildungen verwendeten Internetquellen aus Wikicommons enthalten teilweise sehr lange hyperlinks, die mit Zeilenumbriichen aufgrund

der jeweiligen Seitenbreite versehen sind. Bei Verwendung dieser hyperlinks miissen daher die Trennstriche aktiv in der Kopfzeile des Browsers entfernt werden und die
Semantik auch (iber den Umbruch hinaus akkurat ibernommen werden.
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PMN gehoren hier nicht nur quantitativ - sie stellen durchschnittlich 50-70% der
Leukozyten - sondern auch qualitativ hinsichtlich ihrer immunologischen Aufgaben zu
den wichtigsten Funktionstragern der unspezifischen Infektabwehr und sind damit
bedeutender Teil des Immunsystems des menschlichen Organismus. Sie entstehen
aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark, reifen im Knochenmarks-
stroma in 5-10 Tagen heran und haben eine Gesamtlebenszeit von ca. 12 Tagen. Als
reife Zellen werden sie aus dem Knochenmark ausgespult und zirkulieren dann im
peripheren Blut, wo ihre Halbwertszeit ca. 8-10 Stunden betragt (Abbildung 2)*''%.
Nur ca. 5% der Tagesproduktion befindet sich im peripheren Blut. Ein Pool lagert am
Gefallendothel an, die andere Halfte zirkuliert. Der Grofteil der Granulozyten
verbleibt im Knochenmark''*'2"1%0152  Als  hZmatopoetischer Wachstumsfaktor
stimuliert der Granulozyten-Kolonie-Stimulierende Faktor (G-CSF) selektiv die
Granulopoese. Er induziert die Differenzierung und Proliferation der Granulozyten,

bewirkt die Mobilisation des reifen Neutrophilen aus dem Knochenmark und reguliert

Funktionen der Immunantwort wie Chemotaxis, Migration sowie die Bildung radikaler
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Blut- und Zellbildung aus blutzellbildenden Stammzellen

im Rahmen

der

Hamatopoese

und der

wichtigsten

Hormone

und

Zytokine

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c3/EPO_H%C3%A4matopoese.png Stand 07.02.2007, abgerufen 21.08.2013)
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Eine Interaktion zwischen Granulozyten und Gefallendothel ist durch die direkte
Nahe leicht moglich, zum Beispiel im Kapillarbett. Bei inflammatorischen Prozessen
oder Gewebslasionen durch Trauma kommt es zunachst zu einer Aktivierung von
Granulozyten. Dies wird durch Mediatoren vermittelt. Zu diesen humoralen Stimuli
zahlen Komplement (z.B. C3a, Cba), Zytokine (Interleukine (z.B. 1I-8) und
Tumornekrosefaktoren (z.B. TNF), Leukotriene, bakterielle Toxine sowie endogene
Pyrogene (Lipopolysaccharide (LPS), die PMN entlang eines
Konzentrationsgradienten aus dem Kapillarsystem in das geschadigte Gebiet

178188191~ Chemokine induzieren darliber hinaus die

hineinlocken (Chemotaxis)
vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen im Granulozyten, die als
Oberflachenproteine kohlenhydratbindende, lektindhnliche Selektine darstellen, die
eine reversible Bindung an das Endothel propagieren. So kann der zirkulierende
Granulozyt Uber die Gefallwand rollen und wird damit in seiner Bewegung gebremst
(Abbildung 3). Zum anderen exprimieren Granulozyten auch Integrine, die eine

permanente Bindung mit den Oberflachenbestandteilen des Endothels ermoglichen

(Margination)21,98,121,169,178,188,191 )
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der schrittweisen Aktivierung von PMN sowie ihrer

Transmigration in inflammatorische Gewebe

(http://www.cmemitpartnern.springer.de/moc/DisplayContent.do?cid=276363&fid=276354,
modifiziert nach Butcher S et al., Immunology 2000, Stand 4.11.2010, abgerufen 21.08.2013)
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Sobald diese Bindung vollzogen ist, verandern die PMNs ihre Morphologie und
permeieren mit Hilfe proteolytischer Enzyme durch das Endothel postkapillarer
Venolen. Sie emigrieren in das extravasale Gewebe (Diapedese). Damit pathogene
Agenzien erkannt und schliesslich eliminiert werden konnen, mussen diese markiert
oder opsoniert werden. Hierzu werden spezifische Antikorper der IgG Klasse oder
aktiviertes Komplement C3b angelagert. So kann eine spezielle Bindung an
granulozytare Rezeptoren erfolgen'#%90:98.121,169.188,191
Die PMN breiten und spreizen sich aus
(spreading), indem sie ihre Form andern.
Sie bilden Zytoplasmafortsatze
(Pseudopodien) unter Aktivierung von
intrazellularen Aktin- und
Myosinfilamenten aus und umschliessen

den zur Elimination vorbereiteten

Fremdkorper blaschenartig mit einem

Phagosom”3"77*191'. Das phagosom ver- Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnah-
me der morphologischen Veranderungen eines po-

schmilzt im Zellinneren mit zytoplas-  lymorphkernigen Granulozyten (PMN) beim Angriff

auf den Erreger des Milzbrand, Bacillus anthracis
matischen Granula der PMN dann zu  upcommonswikimedia.orgiwikiFile%3ANeutrophil with anth

rax_copy.jpg Stand 25.09.2007, abgerufen 21.08.2013)

einem sogenannten Phagolysosom. Es
wird dort durch lysosomale Enzyme und
hochreaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species) desintegriert und

42,94,116,124,161,164,178,188,191
verdaut )
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1.2 Die ,,dynamischen®“ Amino- und a-Ketosaurepools in PMN sowie ihre

potentielle stoffwechsel- und immunphysiologische Bedeutung

Von besonderer Bedeutung fur die vielfaltigen immunologischen Funktionen, aber
auch fur die zellulare Integritat von PMN-Zellen scheint ein aktiver intragranulozytarer

52,53,50-62,133-144, \vjie insbesondere

Amino- und o-Ketosauresaurestoffwechsel zu sein
Untersuchungen der letzten Dekade zeigen konnten. Hierbei soll zum Beispiel der
Stoffwechselaktivitat einzelner besonderer Aminosauren (z.B. Glutamin, Arginin,
Ornithin, Taurin), wie auch der spezifischen qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung der intrazellularen Amino- und o-Ketosauresaurepools eine

essentielle Bedeutung zukommen?3*3575.111.112,116,124

. Dies erscheint logisch, da
zellulare Stoffwechsel- und Regulationsprozesse sowie die Bereitstellung von
Stoffwechselprakursoren und energiereichen Metaboliten in erster Linie von einem
ausgewogenen Gehalt intrazellularer Substrate sowie Metabolite - hierbei
insbesondere auch von freien a-Ketosauren - abhangen und erst sekundar, also Uber
die trennende Zellmembran hinweg, den Einflussen und potentiellen Veranderungen

der extrazelluldren Amino und o-Ketosaurenpools unterliegen®18:68.7187.93.99.114,129.153

Einzelne Amino- oder auch a-Ketosauren dienen hier nicht nur als wichtige Substrate
fur die Synthese von Proteinen, Enzymen oder anderen wichtigen zellularen
Makromolekulen sondern auch als Stickstoff- beziehungsweise
Aminogruppendonatoren  bei der Biosynthese wichtiger stickstoffhaltiger
Verbindungen wie Purinen, Pyrimidinen oder auch des fur PMN so essentiellen

(NO)1,36,142-144,152,165,168,190,191,194,195. Sle S|nd dahel‘ _ W|e

Stickstoffmonoxids
interessante Untersuchungen der letzten Jahre zeigen konnten - in alle wichtigen
granulozytaren Stoffwechselprozesse, die der Aufrechterhaltung der vielfaltigen

zellularen Funktionen und Integritat dienen, involviert. Darlber hinaus scheint auch
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die Zusammensetzung der freien intrazellularen Amino- oder a-Ketosaurepools
hierbei keineswegs willkurlich gewahlt zu sein, sondern direkt - man spricht hier auch
von ,dynamisch® an die besonderen Stoffwechselsituationen und zellspezifischen
Erfordernisse und Funktionen angepal’ten Amino- oder a-Ketosaurepools - von den
jeweiligen  zellspezifischen Aufgaben, Anforderungen und grundsatzlichen

physiologischen Funktionen abzuhdngen®®¢6280.158-160  pgj

der genaueren
Beobachtung der intragranulozytaren Pools fallt auf, dal} einzelne Amino- oder a-Ke-
tosauren in besonderem Male in den Zellen selbst produziert oder aus dem Ex-
trazellularraum aufgenommen und unter Bildung hoher intra- versus extrazellularer
Gradienten kompartimentiert werden (z.B. Taurin, Glutamin, Glutamat etc.). Die
Griinde hierfir sind bislang leider nahezu unerforscht®®®"133-144184 " pjlerdings zeigte
die Forschungsarbeit des letzten Jahrzehnts, dass es hier einen direkten
.mmunonutritiven Zusammenhang zu den pathophysiologischen Funktionen von
PMN-Zellen im Rahmen der granulozytiren Immunantwort zu geben scheint®?”23:3%
33,48,49,50,63-66,118,122132  |nshesondere fiir die o-Ketosduren ist allerdings nahezu
unerforscht, ob deletare EinfluRfaktoren wie eine reproduzierbare Hemmung oder
sogar Blockierung einzelner essentieller intragranulozytarer o-
Ketosaurestoffwechselprozesse oder der Verlust einer fur die ungestorte
physiologische Funktion wichtigen ,intragranulozytaren Substrathomoéostase®
Mitursache - oder sekundar verandert - aggravierendes Moment paralleler Granulo-

zytenfunktionsveranderungen sein kdnnten®®°"136-141122

Moglicherweise konnte
dieser interessante wissenschaftliche Denkansatz hier Grundlage fur spezielle und
im Detail noch zu entwickelnde ,immunonutritive" und antioxidative bzw. anti-
inflammatorische Therapieverfahren - vielleicht sogar auch auf Basis neuartiger a-

Ketoséureverbindungen _ Sein13,19,25,38,39,40,44,54-57,69,72,85,1 17,119,172,173,176,181,186,201
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1.3 Die stoffwechselphysiologische Bedeutung von Pyruvat und der

potentielle immunonutritive EinfluR auf PMN

Bei der naheren Betrachtung einzelner Zellmetabolite, deren Aktivitaten fur die
stoffwechselphysiologischen Erfordernisse und fur die Immunfunktionen von PMN
eine bedeutende Rolle zu besitzen scheinen, rucken in den letzten Jahren mehr und
mehr die a-Ketosauren, und hier insbesondere die einfachste a-Keto(carbon)saure

Brenztraubensaure (oder auch Acetylameisensaure), deren Salze und Ester als

Pyruvate bezeichnet werden, in den Fokus wissenschaftlichen
|nteresseSS,32,33,52,53,58,59,61 ,80,142,194,195
o
H,C
o
o

Abbildung 5: Strukturformel von Pyruvat

(http://de.wikipedia.org/wiki/Brenztraubens%C3%A4ure , Stand 13.12.2007, aufgerufen 21 .08.2013)

Etymologisch ist die Namensgebung ,Brenztraubensaure® auf ,Brenzen®, die
trockene Destillation von Weinsaure, zurlckzufuhren. Brenztraubensaure entsteht
hierbei nach Decarboxylierung und Abspaltung von Wasser. Das Anion dieser
Verbindung heil3t daher treffenderweise "Pyruvat", abgeleitet von "pyr" (griechisch:

Feuer, Hitze) und "uva" (lateinisch: Weintraube).
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Die erste laborchemische Synthese von Pyruvat
gelang 1835 dem ,(Vater der Chemie“ und
Professor fur Medizin und Pharmazie Jons Jakob

Berzelius (geboren am 20. August 1779 in

Socken Vaversunda -Ostergétland-, gestorben
am 7. August 1848 in Stockholm) am durch den

schwedischen Konig Karl Xlll. 1810 gegrindeten

Karolinska Institutet im schwedischen Solna bei

Stockholm durch gemeinsames ,Brenzen® von BRI

Weins&ure mit Kaliumhydrogensulfat'. Abbildung 6: Jons Jakob Berzelius ,
Lithographie-Portrait von P.H. van den

Heuvell aus 1836

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:J J Berzelius
.jpg , Stand 11.04.2007, aufgerufen 21.08.2013)

Hinlanglich bekannt ist die Tatsache, dass Pyruvat im aeroben und anaeroben
Stoffwechsel ein wichtiges zellulares Zwischenprodukt darstellt. Dass Pyruvat aber
durchaus auch in einem sogenannten ,immunonutritiven Rahmen® fur PMN von
grolRer Bedeutung sein konnte, ist eine neue und spannende, jedoch bis heute nicht

hlnrelchend belegte Hypothese3,32,33,52,53,58,59,61 ,80,142,194,195.

Allerdings haufen sich in den letzten Jahren durchaus die wissenschaftlichen
Hinweise darauf, dass Pyruvat fur die Modulation essentieller PMN-
Abwehrfunktionen und die Immunregulation dieser Zellen, nicht nur aufgrund seiner
hohen Bedeutung fur Energiestoffwechsel und Zellmetabolismus, von groRer

stoffwechselphysiologischer =~ Relevanz ~ zu  sein  scheint®®6396.100.101.110-

112,118,132,165,184,185
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Gestutzt wird diese Vermutung durch den Befund, dass Pyruvat nicht nur ubiqgitar bei
allen Pro- und Eukaryonten nachzuweisen ist, sondern auch durch die Tatsache,
dass Pyruvat, was sowohl Produktion wie aber auch Metabolisierung betrifft, Uber
verschiedenste zellulare Stoffwechselwege auf- bzw. abgebaut werden kann.

Pyruvat besitzt damit quasi eine metabolische Schliisselfunktion®®°*190:101,

COO~
@ |
H3N—(|:H
CHj;
L-Alanin
H,O
COO~
o H NH, A A ~ ADP,P; ~_/
Q ~ COZ 4 HCO3 ! ! O—C
i - L
E B COO~

Acetaldehyd
Oxalacetat

HS-CoA NAD*
HS-CoA
CO,
Acetyl-CoA D C NADH / H*
OQC,O“ OQ(F _SCoA
v CHs
Formiat Acetyl-CoA

Abbildung 7: Beispiele einiger biochemischer Reaktionen von Pyruvat. Einzelheiten zu

den hier dargestellten Stoffwechselschritten finden sich im Text

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pyruvate reactions.png, Stand 26.08.2009, aufgerufen 21.08.2013).

In eukaryotischen Zellen kann Pyruvat hier insbesondere aus Glukose, zum Beispiel
im Rahmen der im Cytoplasma Uber die Zwischenprodukte Glycerinaldehydphosphat
und Phosphoenolpyruvat ablaufenden Glycolyse gebildet werden®°*°"1%  Ajlein
schon diese erste Umwandlung von Glucose zu Pyruvat bringt fur die Zelle einen
deutlichen Gewinn. Es entsteht doch, unter Freisetzung von CO2, pro Mol Glucose
neben 2 Mol Pyruvat noch 2 Mol ATP sowie 2 Mol NADH + H* (Abbildung 7: ,C*)

66.68.99.123.195 " Aber auch die weitere Verstoffwechselung von Pyruvat zu Acetyl-CoA

im Rahmen der sogenannten Pyruvat-Decarboxylierung ist fur die Zelle von grof3em

9
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Vorteil'%'%" Sie geschieht mithilfe eines sogenannten Pyruvatdehydrogenase-Multi-
enzymkomplex und ist Teil der aeroben Zellatmung. Interessanterweise geschieht
die Pyruvat-Decarboxylierung hier innerhalb der Mitochondrien, nachdem das
Substrat Pyruvat aus dem Cytosol dorthin transportiert wurde'®46:93:99.114.129,153189
Die Pyruvat-Decarboxylierung ist daher ein wichtiges Bindeglied im Rahmen
mehrerer Stoffwechselwege wie z.B. der Glycolyse, dem intrazellularen und
mitochondrialem Aminosaurenumsatz sowie auch im Krebs oder Tri-Carboxyl-Zyklus
(TCA-Zyklus)>'21216:57.71.100101.179 "Einma in den TCA Zyklus eingespeist wird Acetyl-
CoA zu Kohlendioxid oxidiert ( durch Glycolyse werden aus 1 Mol Glucose 2 Mol
Pyruvat gebildet und in den Mitochondrien der Zelle entstehen daraus dann
insgesamt 6 Mol CO,, 8 Mol NADH + H*, 2 Mol FADH, und 2 Mol ATP) oder es dient
als Prakursormolekul far viele Aminosauren, far synthetische
Stoffwechselintermedidre oder zur Synthese von Makromolekiilen?®38:39149.171
Pyruvat kann aber auch, und insbesondere bei Sauerstoffmangel der Zellen, mit Hilfe

der Lactatdehydrogenase (LDH) zu Lactat reagieren®®'%%'%°,

Es bestehen allerdings ebenfalls auch direkte Anbindungen an den zellularen
Aminosaurestoffwechsel. Der hierbei bekannteste Umbau von Pyruvat erfolgt Gber
eine Variante des bekannten Cori-Zyklus, den sogenannten Glucose-Alanin-Zyklus
(Abbildung 7: A). Die so entstehenden Produkte L-Alanin (aber auch a-Ketoglutarat)
werden hierbei im Rahmen reversibler Transaminierungsreaktionen (z. B. Alanin-
Aminotransferase) von Pyruvat mit L-Glutamat als Reaktionspartner
gebildet?”284668.167.189 - 7,;nehmende Hinweise aus neueren experimentellen Daten
legen nahe, dass hier insbesondere auch a-Ketoglutarat, umgewandelt aus Pyruvat,
Protagonist bei vielen metabolischen Funktionen ist, die essentiell fur eine ungestorte

d32,33,67,123,131 ,155,200

Leukozytenfunktion sin Es kann sehr rasch in Vorstufen
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verschiedenster Aminosauren verwandelt werden, und ist ebenso intermediares

32,33,59,61 ,158-160,168,184. Insbesondere

Substrat bei der Synthese von Makromolekulen
die Ruckverstoffwechselung via Transaminierung (z.B. via der Aspartat-
Aminotransferase) macht o-Ketoglutarat fur den =zellularen Stoffwechsel so
interessant, ensteht aus dieser Reaktion doch wiederum Oxalacetat und

Glutamat25,57,58,190

Pyruvat kann aber ebenso mittels des Enzyms Pyruvatcarboxylase durch Addition
von CO, zu Oxalacetat umgewandelt werden und steht in dieser Form auch wieder
der Gluconeogenese zur Verfiigung (Abbildung 7: B)%14#144171.184  \yeitere
Moglichkeiten der Verstoffwechselung von Pyruvat findet man bei Pflanzen, Pilzen
und einigen Bakterien: hier kann Pyruvat zum Beispiel im Rahmen der anaeroben
Ameisensauregarung zu Ameisensaure (Abbildung 7: D), oder auch mittels der

Pyruvatdecarboxylase zu Acetaldehyd abgebaut werden (Abbildung 7: E)>*°7:61.63:201

11



Einleitung

1.4 Zielsetzung und Fragestellungen

Die grundlegende Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der a-

Ketosaure Pyruvat auf die intrazellularen Amino- und a-Ketosauregehalte in PMN zu

untersuchen.

Daraus leiteten sich folgende differenzierte Fragestellungen ab:

1. Bewirkt die hier untersuchte o-Ketosdure Pyruvat dosis- und
expositionszeitabhangig Veranderungen der intragranulozytaren

Aminosaure- und a-Ketosaurezusammensetzung ?

2. Beeinflusst Pyruvat essentielle granulozytare Immunfunktionen, gemessen
an der Superoxidanion- und Wasserstoffperoxidbildung sowie der

Myeloperoxidaseaktivitat ?
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2 Materialien und Methoden

21 Zellseparation (PMN) aus Vollblut

Vitale PMN aus menschlichem Vollblut wurden auf einem gekiihlten (4°C) Percoll®-
Gradienten (Pharmacia, Uppsala, Schweden) separiert auf Basis und
Weiterentwicklung der von Eggleton et al.*® sowie Krumholz und Mitarbeitern'®*"%
beschriebenen Verfahren. Zur Normalwertbestimmung unmittelbar nach
Blutentnahme oder direkt nach beschriebener Inkubation mit Pyruvat wurden jeweils
4 ml mit 10 I.E. Heparin-Na/ml versetztes Vollblut auf einen 4°C mit 0,9%-iger NaCl-
Lésung vorbereiteten 55%/70%igen Percoll®-Gradienten iberschichtet und danach

zentrifugiert (15 Minuten, 350 x g, 4 °C, Biofuge®, Heraeus, Hanau).

. < Plasma
Dichte-Marker:

—
Plasma
(55% of total blood) -

-
Buffy Coat
leukocytes & platelets
(<1% of total blood) - < PMN
Erythrocytes

(45% of total blood)
< Erythrozyten

Abbildung 8: PercolI®-Gradientenseperation vitaler PMN aus Vollblut. Schemazeichnung links (Quelle:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blood-centrifugation-scheme.png Stand 10.02.2008, abgerufen 21.08.2013) und Original-

Fotodokumentation der eigenen Analysetechnik (rechts)

Die PMN konnten nach Auftrennung der Zellfraktionen entnommen werden

(Sterican® 20G; B. Braun, Melsungen) und wurden resuspendiert (10 ml auf 4°C

gekiihlter 1:10 verdiinnter PBS®-Puffer [10x (w/o Ca’/ Mg"") Gibco, Karlsruhe]).
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Nach einer weiteren Zentrifugation (350 x g, 5 Minuten, 4°C) wurde der PBS-Puffer
dekantiert und die verbliebenen Erythrozyten hamolysiert (2 ml gekuhltes 4°C Aqua
destillata, Pharmacia, Uppsala, Schweden). Eine Re-Isotonisierung wurde nach
genau 20 Sekunden durchgefihrt, indem 1 ml 2,7%-iger NaCl-Losung (Merck,
Darmstadt) zugesetzt wurde. Die Probe wurde dann mit 1:10 verdinntem PBS-Puffer
auf 10 ml aufgeflllt. Es folgte ein erneutes Zentrifugieren (350 x g, 5 Minuten, 4°C)
und Dekantieren des PBS-Puffer-Uberstandes. Im Riittelmixer wurde die PMN-
Suspension homogenisiert und aliquotiert. Fur eine kurzfristige Lagerung
(Aminosaureproben <4 Wochen; a-Ketosaureproben <2 Wochen) wurden die Proben
bei -20°C eingefroren und dann bei -80°C tiefgefroren. 2 Aliquots wurden unmittelbar
zur lichtmikroskopischen Kontrolle (Zeiss, Oberkochen) bezuglich Anzahl und
Reinheit in einer Neubauer-Zahlkammer (Farbung mit TUrks-L('jsung®, Merck,
Darmstadt) gezahlt und sowie die Vitalitat (Farbung mit Trypanblau®, Merck,
Darmstadt) der in der Probe enthaltenen PMN Uberpraft. Proben mit niedriger PMN-
Reinheit (<95%) sowie mit hohem Anteil PMNs (en >5%) wurden verworfen. Eine
Lyophilisierung (Gefriertrocknung unter Hochvakuum bei -80°C, CIT-2°, Heraeus,
Hanau) ermoglichte die nicht chemisch vermittelte Lyse der PMNs und damit
Stabilitat bei langerfristigem Einlagern zur weiteren Analyse (Fluoreszenz-HPLC)
lichtgeschutzt bei -80°C (primare Aminosauren < 6 Monate, a-Ketosaureproben < 4

Wochen).
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2.2 Bestimmung der Aminosauren in Plasma und PMN durch
hochauflosende Fluoreszenz-Hochdruck-Fliissigkeits-Chromatographie

(F-HPLC)

Zur exakten Quantifizierung des intrazellularen Gehaltes primarer Aminosauren in
menschlichen PMN bis auf Einzelzellniveau wurde von Miihling et al.'™® die von
Fuchs et al.®®' und Riedel et al.’*"®° etablierte Methodik zur Bestimmung primarer
Aminosauren im Plasma signifikant weiterentwickelt sowie prazise standardisiert und
validiert. Diese methodologische Arbeit diente als Grundlage, so dass in unserer
Arbeitsgruppe reproduzierbar verlasslich unterschiedliche Fragestellungen bearbeitet
werden konnten u.a. durch Burchert 2011 der Einfluss von Taurin und B-Alanin auf

die Pools primarer Amino- und «-Ketosauren®’.

2.21 Aminosaurenanalytik: Probenvorbereitung

Die bei -80°C gelagerten, lyophilisierten Standard- und PMN Proben wurden in
einem sogenannten ,Standardextraktionspuffer” (SEP) resuspendiert (80% Methanol
fur die HPLC und 20% H»O fur die HPLC, Merck, Darmstadt). Dieser SEP, versetzt
mit in physiologischen Aminosauregemischen nicht vorkommendem Homoserin (4
gg/ml,  Sigma Deishofen) diente als interner Standard. Eine chemische
Konservierung <= 60 Stunden konnte durch das Resuspendieren der Lyophylisate in
SEP im Rahmen der sich anschliefenden automatisierten Vorsaulen-Derivatisierung

ermoglicht werden®®'. Als Resuspensionsvolumen wurden 280 ul SEP verwendet.
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2.2.2 Aminosaurenanalytik: Standardisierung

Standardisiert und kalibriert wurde die Aminosaureanalytik zur Bestimmung primarer
Aminosauren anhand von eigenen Aminosaurestandardproben (hergestellt mittels
physiologischer NaCl-Konzentration, analysenreiner Reagenzien und LoOsungen
(Sigma, Deisenhofen). Die Standards wurden mit humanem Serumalbumin (4%;

Merck, Darmstadt) versetzt®®®'.

Es wurden jeweils in 20 ml 0,9%-iger NaCl-Losung (Merck, Darmstadt) eingewogen:

Aminosaure Code Masse
(mg)
Ansatz1  Tyrosin Tyr 2
Ansatz2 Valin Val 10
Glutamin GIn 20
Threonin Thr 20
Ornithin orn 50
Ansatz3  Glutaminsaure Glu 20
Alanin Ala 20
Phenylalanin Phe 20
Histidin His 50
Lysin Lys 50
Ansatz4 Isoleucin lle 10
Asparagin Asp 20
Citrullin Cit 20
Taurin Tau 20
a-Aminobuttersaure Aba 20
Tryptophan Trp 40
Ansatz5 Leucin Leu 10
Serin Ser 20
Glycin Gly 20
Methionin Met 20
Asparaginsaure Asp 20
Hypotaurin H-Tau 20
Arginin Arg 50

Tabelle 1: Einwaagen Aminosaurestandards
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Von Ansatz Nr.1 4 ml und je 400 pl Ansatz 2-5 wurden zusammengefuhrt sowie
humanes Serumalbumin (800 mg Merck, Darmstadt) hinzugegeben und geldst. Die
Stocklosung (je 200 pl) wurde in Eppendorfgefal’e aliquotiert und bei -20°C
eingefroren und bei -80°C zwischengelagert. Am darauffolgenden Tag erfolgte dann
das Lyophilisieren (siehe 2.1.) und bei -80°C die definitive Einlagerung (Lagerzeit: <

6 Monate).

2.2.3 Aminosaurenanalytik: Vorbereitung Fluoreszenzmarkierung

Boratpuffer

Isoindol-Derivate werden reproduzierbar und vollstandig aus primaren Aminosauren
im alkalischen Medium (pH 9,5) gebildet. Ein speziell hergestellter Boratpuffer diente
der  Vorbereitung zur  Fluoreszenzmarkierung fur die  automatisierte
Vorsaulenderivatisierung: 5,03 g Tetraborat (Merck, Darmstadt) wurden kochend in
200 ml HO fur die HPLC gelost, abgekuhlt und exakt auf einen pH von 0,5
eingestellt (HCI- bzw. NaOH-L6sungen). 5-minutiges Kochen (100°C) ermdglichte
reproduzierbare Pufferkapazitaten. Lichtgeschutzt eingelagert (20°C) war der

Boratpuffer 3 Monate haltbar®®®’.

2.24 Aminosaurenanalytik: Fluoreszenzmarkierung

o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz (OPA-Thiol-Reagenz)

Primare Aminosauren wurden mittels o-Phtaldialdehyd-Mercaptoethanol-Reagenz

(OPA-Thiol-Reagenz) im Rahmen der automatisierten Vorsaulenderivatisierung
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fluoreszenzmarkiert. Zur Herstellung des OPA-Thiol-Reagenz wurden 100 mg o-
Phtaldialdehyd (Merck, Darmstadt) in 9 ml Methanol fur die HPLC vollstandig gelost
und 1 ml des Boratpuffers (siehe 2.2.3) sowie 100 ul 2-Mercaptoethanol (Merck,
Darmstadt) dazugegeben. Dieses OPA-Thiol-Reagenz wurde vor jeder Fluoreszenz-
HPLC-Aminosaureanalyse frisch hergestellt und bis zum Analysenbeginn bei 4°C
zwischengelagert. Die Haltbarkeit des OPA-Thiol-Reagenz bei Raumtemperatur

betragt hierbei mindestens 3 Tage®*°".

0,75 N HCI-Lésung

Die alkalischen Fluoreszenzderivate mussten auf pH-Werte von durchschnittlich 7,3-
7,4 mittels 0,75 N HCI-Lésung abgepuffert®®®’ werden, um die Stabilitit der
fluoreszenzmarkierten primaren Aminosauren sowie des Saulenmaterials zu
gewahrleisten. Es wurde 1 N HCL-L6sung (Merck, Darmstadt) mit H,O fur die HPLC
zu einer 0,75 N HCL-L6sung verdunnt. Durch Titration mit 0,1 N HCI wurden im auto-
matisierten Analysenschritt reproduzierbare Neutralisation und pH-Werte (7,4 + 0,15)

erreicht.

Methanol-Natriumacetatpuffer

Die bestmogliche Separation des komplexen OPA-Thiol-Aminosaurederivat-
gemisches  erreichten wir durch ein binares Eluentensystem aus
Methanol/Acetatpuffer. Die 0,5 M Acetatlésung, mit H,O fur die HPLC verdunnt und
mit 6M HCI auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt, konnte lichtgeschutzt bei 20°C
unbegrenzt gelagert werden. Mit H,O fur die HPLC 1:10 weiter verdunnt (= 0,05 M

Acetatpuffer) wurde dann entsprechend Methanol fur die HPLC dazugegeben:

Elutionspuffer A 19% Methanol / 81% 0,05 M Acetatpuffer

Elutionspuffer B:  75% Methanol / 25% 0,05 M Acetatpuffer
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Splllosung fiir die F-HPLC

Das gesamte System inklusive Probenschleife und Injektionsnadel des Autosamplers
wurde mit einem 1:1 Methanol: H,O-Gemisch (fur die HPLC) gereinigt, das Uber
einen Zeitraum von 15 Minuten mittels Ultraschall (Sonorex Super RK 103®,

Bandelin, Berlin) entgast worden war.

2.2.5 Aminosaurenanalytik: Geratekonfiguration F-HPLC

Die komplexe Geratekonfiguration zur F-HPLC primarer Amino- und a-Ketosauren
sowie die Durchfuhrung der F-HPLC erfolgte wie beschrieben'’. Es wurden bendtigt

und aufgebaut:

» Gradientenpumpe mit angeschlossener Kontrolleinheit zur

Gradientenprogrammierung (600 E®, Waters, U.S.A.).

» 3-Kanal-Degaser (Knauer, Berlin), dient kontinuierlicher Entgasung der

Elutionspuffer.

= Programmierbare Autosampler-Pipettiereinheit (Triathlon®, Spark, Holland),

integriertes Rheodyne-Injektionsventil, angeschlossene 100 pl fassende
Probenschleife (AS 300®, Sunchrom, Friedrichsdorf) zur automatisierten

Vorsaulenderivatisierung.

= Reversed-Phase F-HPLC-Trennsaule (Nova Pak RP-C-18%, 300 x 3,9 mm,
I.D.; 60 A, 4 ym; Waters, U.S.A.).

= Saulenofen (Knauer, Berlin) zur kontinuierlichen Temperierung der Trennsaule
(35°C) wahrend der Analytik.

= Fluoreszenzspektrometer (RF-530%, Shimadzu, Kyoto, Japan).

» Interfacebox (Knauer, Berlin) zur digitalen Umwandlung der analog vom
Fluoreszenzspektrometer aufgenommenen Daten.
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» Computergestutzte MeRwerterfassung / Datenauswertung (Compaq, U.S.A.)

mit spezieller Integrationssoftware fur Aminosaurechromatogramme aus
biologischen Proben (EuroChrom 2000 fiir Windows®, Version 1,65; Knauer,
Berlin).

2.2.6 Aminosaurenanalytik: Automatisierte Vorsaulen-Derivatisierung

Die lyophilisierten Proben wurden vor der Vorsaulenderivatisierung manuell durch
Aufpipettieren von 280 uyl SEP ( + |.S.) gelost und so ein Extrakt der Probe
hergestellt. Nach Inkubation fiir 5 min und Zentrifugation (Rotixa/ KS®, Tuttlingen) fir
3 min bei 3000 g wurde die Probe in ein spezielles ProbengefaR iiberfiihrt (2-CRV®,
Chromacoll, Trumbull, U.S.A), nachfolgend (200 pl Extrakt) automatisiert mit 80 pl
0,5 M Boratpuffer basisch gepuffert (pH= 9,5), zusatzlich 40 yl OPA-Thiol-Reagenz
hinzugefugt. Nach exakt 120 Sekunden wurde die Reaktion (Derivatisierung) mittels
20 pl 0,75 N HCL durch Neutralisation gestoppt (pH = 7,2) . Nach 1:4 Zusatz von
50 pl Elutionspuffer A wurden 50 pl von dieser finalen Verdinnung in das System

injiziert.

2.2.7 Aminosaurenanalytik: Gradientenelution freier Aminosauren

Die Gradientenelution fand nach sorgfaltiger Aquilibrierung der Analytik (=4 h) wie

hier in Tabelle 2 beschrieben statt (siehe Burchert et al.").
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Zeit [ min] Puffer A Puffer B

0 97 3

3 97 3
3,1 100 0
37 70 30
63 0 100
67 97 3

Tabelle 2: Gradientenzeitverlaufe zur Analyse freier Aminosauren. *1 PS| = 6894,76 Pa.

Elutionsbedingungen des binaren Gradientenelutionssystems:

Puffer A: 19% Methanol/ 81% 0,05M Acetat (pH 7,2)
Puffer B: 75% Methanol/ 25% 0,05M Acetat (pH 7,2)
FluBrate: 1 ml/min

Druck: 2900 PSI* + 150 PSI* (A: 97%/ B: 3%)
Fluoreszenzdetektion: Anregungswellenlange: 330 nm

Emissionswellenlange: 450 nm

Zur Verwendung kam ein binares Eluentensystem mit Methanol-Acetat (0,05 M)-
Puffern. Die Elutionspuffer wurden entsprechend Tabelle 2 in das Fluoreszenz-

HPLC-System eingespeist.
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23 Bestimmung der o-Ketosdauren in Plasma und PMN durch

hochauflosende F-HPLC

Die zur exakten Quantifizierung von intragranulozytarer a-Ketosauren im Rahmen
dieser Arbeit eingesetzten Methodiken genugen den sehr hohen Anforderungen. Die
Untersuchungsmethoden wurden von Mihling et al.”*® zur Bestimmung von a-
Ketosauren auf Einzelzellniveau der PMNs weiterentwickelt sowie prazise
standardisiert und validiert. Als Grundlage dienen die Arbeiten von Farshidfar®’
Fuchs®' und Riedel et al.”®®'® und die darin beschriebenen Arbeitsablaufe zur

Analyse plasmatischer a-Ketosauren.

231 a-Ketosaureanalytik: Standardextraktionspuffer

Die in physiologischen Gemischen nicht vorkommende a-Ketosaure a-Ketovalerianat
(Sigma, Deisenhofen) wurde als interner Standard eingesetzt. Das in flussiger Form
vorliegende a-Ketovalerianat (116 pg/ pl) verdinnten wir mittels H,O fur HPLC und
versetzten 200 pl dieser Losung (a-Ketovalerianatkonzentration: 2,322 pug/ml) mit 3,8
ml Methanol. 250 pl dieses Standardextraktionspuffers wurden dann fur das
Resuspendieren der gefriergetrockneten Proben (a-Ketosaurestandard-, Plasma-

und PMN) verwendet.

2.3.2 a-Ketosaureanalytik: Standardisierung

Die Standardisierung und Kalibrierung der a-Ketosaureanalytik erfolgte mittels a-

Ketosaurestandardproben in  physiologischer Kochsalzlésung (analysereine
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Reagenzien und Losungen von Sigma, Deisenhofen). Daruber hinaus wurden die

Standardproben mit humanem Serumalbumin (4%; Merck, Darmstadt) versetzt.

Folgende Einwaagen wurden vorgenommen (ad 20 ml NaCl fur die HPLC):

Ketosaure Code Masse

(mg)
Ansatz1  a-Ketoglutarat KG 20
Ansatz2  Pyruvat PYR 20
a-Ketobutyrat KB 20
Ansatz3  a-Ketoisovalerianat KIV 20
a-Ketoisocapronat KIC 20
Phenylpyruvat PhePYR 20
a-Keto-B-methylvalerianat KMV 20

Tabelle 3: Einwaagen a-Ketosaurenstandards

Zur Herstellung einer Stammlosung wurde wie folgt pipettiert: Ansatz 1 240 pl,
Ansatz 2 120 pl und Ansatz 3 50 pl mit 19,590 ml NaCl (2= 20 ml) versetzt, 800 mg
humanes Serumalbumin (Merck, Darmstadt) zugesetzt und gut geldost. Je 50 pl
dieser Stammldsung wurden in Eppendorfgefalle aliquotiert und zunachst bei -20°C
eingefroren. Danach wurden die bei -20°C eingefrorenen Standardproben bei -80°C
uber Nacht tiefgefroren. Diese wurden dann am darauffolgenden Tag lyophilisiert und

bei -80°C eingelagert (Lagerzeit: < 4 Wochen).

2.3.3 a-Ketosaureanalytik: Fluoreszenzmarkierung

Zur Fluoreszenzmarkierung von a-Ketosauren wurde das sehr
oxidationsempfindliche o-Phenyldiamin PDA (Sigma, Deisenhofen) verwandt.
Jedwede (oxidative) Veranderung dieses Molekuls konnte als

Fluoreszenzstoraktivitat die Qualitat der Analyse beeintrachtigen. Aus diesem
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Grunde wurde das erworbene PDA, welches selbst analysenrein nur in brauner (=
oxidierter) Kristallform vorlag, im Institut fur Organische Chemie der Justus-Liebig-
Universitat umkristallisiert. Hierzu wurde das PDA in Heptan bei 100-120°C (Olbad,
Merck, Darmstadt) gelost und in einem Rotationsverdampfer (Merck, Darmstadt)
verdampft. Nach vollzogener Umkristallinisierung und Trocknung wurde das weil}-
kristalline PDA unter Stickstoffbegasung (Messer, Griesheim) luftdicht verpackt.
Hierdurch war es lichtdicht bei 4°C chemisch stabil. Direkt vor Probenaufbereitung
zur Analyse erfolgte die Rekonstitution des PDA. Fur jede zu untersuchende Probe
wurden 5 mg PDA in 5§ ml 3 M HCI (Sigma, Deisenhofen) gelost und mit 10 pl 2-
Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen) versetzt. Bei Raumtemperatur und lichtdicht

war diese Losung bis zu 6 Stunden stabil.

2.3.4 oa-Ketosaureanalytik: Halbautomatische Derivatisierung

Die lyophilisierten Proben (Standard- bzw. PMN-Proben) wurden in 250 pyl des
Standardextraktionspuffers fur die a-Ketosaureanalytik (SEP-KS) resuspendiert, 3
Minuten inkubiert (Ruttelmixer, Eppendorf, Hamburg) sowie 3 Minuten zentrifugiert
(3000 x g, Rotixa KS®, Tuttlingen). Jeweils 200 pl Uberstand der Probe wurde in
GlasgefaRe (10 ml, Knauer, Berlin) tUberfuhrt. Danach wurde das Methanol unter
Stickstoff (Messer, Griesheim) eingedampft und die Probe vollstandig getrocknet.
Das Abscheiden eines weissen Niederschlages nach ca. 8 = 2 Minuten (bei den PMN
Proben) beobachtet werden. Die Resuspension der getrockneten Probe wurde mit je
5 ml PDA-Reagenz (lka-Vibrax®, Merck) durchgefiihrt. Die Lésungen wurden dann
60 Minuten bei 80°C prozessorgesteuert temperaturkontrolliert in einem Wasserbad
(Sigma, Deisenhofen) inkubiert. Die Abkuhlung der Proben erfolgte uber 15 Minuten

bei 4°C.
24



Materialien und Methoden

Alle Proben wurden dann 3-malig mittels Essigsaureethylester (Ethylacetat, Merck,
Darmstadt) extrahiert (7 Minuten, Uberkopfmischer, Merck, Darmstadt). Danach
wurde die Essigsaureethylester-Phasen abpipettiert und die Probe unter Stick-
stoffzufuhr (Messer, Griesheim) eingedampft und vollstandig getrocknet. Nach der 1.
Essigsaureethylesterextraktion wurde direkt parallel mit dem Eindampfen des
Essigsaureethylester bzw. dem Trocknen der Probe begonnen. Um alle 3
Essigsaureethylesterphasen aus der Probe zu entfernen wurden im Durchschnitt ca.

43 = 7 Minuten im Rahmen der zweiten Trocknungsphase bendtigt.

Sobald die Proben getrocknet waren wurden diese mit 120 pl Methanol
resuspendiert. Danach konnten sie zur weiteren Aufbereitung in der Fluoreszenz-
HPLC-Analytik bei -20°C gelagert werden. Hierfur wurde jeweils 50 l

methanolisches Extrakt eingesetzt.

2.3.5 a-Ketosaureanalytik: Gradientenelution freier a-Ketosauren

Die Gradientenelution fand nach sorgfaltiger Aquilibrierung der Analytik (=4 h) wie
hier in Tabelle 4 beschrieben statt (siehe Burchert et aI.”). Wie bei der Analytik freier
Aminosauren wurde auch hier binares Eluentensystem mit Methanol-Acetatpuffern
eingesetzt. Die Zusammensetzung der Puffer und Spulldsungen entsprach dem

zuvor beschriebenen.
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Zeit [ min] Puffer A Puffer B

0 80 20
1 53 47
16 33 67
26 33 67
30 80 20

Tabelle 4: Gradientenzeitverlaufe zur Analyse von a-Ketosauren. *1 PSI = 6894,76 Pa.

Elutionsbedingungen des binaren Gradientenelutionssystems:

Puffer A: 19% Methanol/ 81% 0,05M Acetat (pH 7,2)
Puffer B: 75% Methanol/ 25% 0,05M Acetat (pH 7,2)
FluBrate: 1 ml/min

Druck: 3100 PSI* + 150 PSI* (A: 80%/ B: 20%)
Fluoreszenzdetektion: Anregungswellenlange: 360 nm

Emissionswellenlange: 415 nm

Auch die Fluoreszenz-HPLC-Analytik entsprach ebenfalls der hier zuvor unter 2.2.5
beschriebenen Anforderungen und Konfiguration der Gerate. Auch in diesem Fall
verwendeten wir eine Nova-Pak--Saule (RP-C-18; 300 x 3,9 mm I.D.; 60 A, 4 ym;

Waters, U.S.A)).
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24 Spezifische Immunfunktionstests

Unsere Methodiken zur Bestimmung von Superoxidanion- und
Wasserstoffperoxidbildung sowie die Quantifizierung der von PMN freigesetzten
Myeloperoxidaseaktivitat vitaler PMN basieren auf den durch die Arbeitsgruppen von
Weening et al.”®’, Stangel et al.", Pick und Keisari'', Schmitt et al. ', Krumholz et
al."*"" peschriebenen und den von Mihling et al.*™*'*! weiterentwickelten
Methodiken. Zellfreie Vorversuche wurden etabliert, um gegebenenfalls
verfalschende Reaktionen durch Interferenzen und Reaktionen der zu
untersuchenden  Testsubstanzen mit den Nachweisreagenzien bei den

photometrischen Immunfunktionstests zu detektieren.

241 Nachweis und Quantifizierung der Bildung granulozytarer

Superoxidanionen (O;) vitaler PMN

Grundlage des Nachweises bildet die Reduktion von Cytochrom C durch
Superoxidanion. Hierzu wurden 100 mg Cytochrom C (Typ IV; Sigma, Deisenhofen)
in 30 ml PBS®-Puffer (Phosphate buffered saline; Gibco, Karlsruhe) suspendiert und
250 pl Aliquots bei -20°C weggefroren. Bereits opsoniertes Zymosan wurde zur
Stimulation der Granulozyten verwendet. Wir stellten dies durch Inkubation (37°C, 30
min, Schuttelwasserbad) von 100 mg Zymosan (Sigma, Deisenhofen) mit 6 ml
gepooltem AB-Serum her. Danach wurde es in 0,9%-iger NaCIl-Losung gewaschen
und bei 350 x g 10 min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmalig wiederholt. Das
nunmehr opsonierte Zymosan konnte dann in 10 ml PBS®-Puffer resuspendiert und
in 500 pl aliquotiert und bei -20°C eingefroren werden. Nachdem die Vollblutproben

mit den jeweiligen zur Fragestellung gehorigen Testsubstanz inkubiert wurden,
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erfolgte die Separation der PMN durch eine Abwandlung des oben unter 2.1
beschriebenen Verfahrens. Nach Uberschichten des Percoll-Gradienten (55%/70%)
und Zentrifugationsschritten (15 und 5 min; 20°C, 350 x g) wurden die verbliebenen
Erythrozyten mittels 2 ml Aqua destillata hamolysiert, durch 2,7%-iger NaCl-Losung
reisotonisiert und durch PBS®-Puffer auf 10 ml aufgefiillt und vorsichtig
resuspendiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die PMN-Suspension, s.0. mit
dem Ruttelmixer homogenisiert. In Aliquots wurden Zellzahl, Reinheit und Vitalitat
untersucht und die final gewiinschte PMN-Konzentration (0,8 x 10° PMN/ml) mittels
eines Glukose-PBS®-Puffers (9,9 g Glukose pro Liter PBS®) eingestellt. Hiervon
wurden 500 pl (0,4 x 10° PMN) mit 500 yl Zymosan, 150 yl AB-Serum, 250 ul Cyto-
chrom C versetzt und unter Zugabe der zu untersuchenden Testsubstanz in
entsprechender Dosierung 15 Minuten bei 37 °C im Schuttelwasserbad inkubiert. Als
Nullwert wurde Zymosan durch 500 ul Glukose-PBS®-Puffer ersetzt. Unmittelbar
nach Inkubation wurde die Reaktion gestoppt (Eintauchen der Probe in Eiswasser).
Durch Zentrifugation (3 min, 350 x g, 4°C) gewannen wir den Probenuberstand und
bestimmten die Extinktion bei 546 nm (Digitalphotometer 6114 S®; Eppendorf,
Hamburg) gegen den Nullwert. Unter Berucksichtigung des Lambert-Beer'schen
Gesetzes berechnete sich die gebildete Superoxidanionmenge aus Extinktion,
Schichtdicke und Extinktionskoeffizienten des Cytochrom C [(21/(mMol x cm)] unter
Berucksichtigung des Probenvolumens. Testsubstanzfreie Ansatze liefen stets als
Kontrollen parallel zu den MelR3proben mit. Die gebildete Superoxidanionmenge ist im

Ergebnisteil in ,fMol x (PMN x min )™ angegeben.
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24.2 Nachweis und Quantifizierung der Bildung von Wasserstoffperoxid

(H202) vitaler PMN

Grundlage des Nachweises bildet die durch Meerrettich-Peroxidase vermittelte

Oxidation von Phenolrot durch Wasserstoffperoxid.

Als Vorbereitung wurde Phenolrot (10 mg/ml; Sigma, Deisenhofen) in Aqua destillata
(Merck, Darmstadt) und Meerrettich-Peroxidase (5 mg/ml; Typ Il, Sigma,
Deisenhofen) in Glukose-PBS®-Puffer (Ansatz siehe oben) gelést. Nachdem das
Vollblut mit der jeweiligen zu untersuchenden Substanz inkubiert und die PMNs
isoliert worden waren (wie oben beschrieben), konnten die PMN mittels
voropsoniertem Zymosan (Vorbereitung siehe Superoxidanionbestimmung) stimuliert
werden. Hierzu wurden 500 pl PMN-Suspension (2 x 10° PMN/ml), 500 ul
voropsoniertes Zymosan, 125 pyl AB-Serum, 12,5 pl Meerrettich-Peroxidase-Losung,
12,5 yl Phenolrotlosung, 12,5 pl Natriumazidlésung (200 mM; Merck, Darmstadt)
sowie die zu untersuchende Testsubstanz in der entsprechenden Dosierung
zusammen pipettiert. Es erfolgte eine 15 mindtige Inkubation bei 37°C im
Schuttelwasserbad. Direkt danach wurde der Ansatz fur 3 Minuten bei 350 x g
abzentrifugiert. Nach Zusatz von 25 pl NaOH-Losung (1N, Merck, Darmstadt)
bestimmten wir die Extinktion des Uberstandes bei 623 nm im Digitalphotometer
gegen den unstimulierten Nullwert. Die Wasserstoffperoxidkonzentration wurde
mittels regelmaliger Eichuntersuchungen bestimmt. Die Wasserstoffperoxidbildung

ist im Ergebnisteil in ,fMol x (PMN x min) ' angegeben.
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2.4.3 Nachweis und Quantifizierung der Myeloperoxidase (MPO) -

Aktivitat vitaler PMN

Zuerst wurden 1 mM 2,2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-Sulfonsaure (ABTS, Sigma,
Deisenhofen) in 0,1 M Zitratpuffer (Behring, Marburg) gelost. Die Vollblutinkubation
sowie die nachfolgende PMN-Isolation erfolgte wie beschrieben. 100 pl der PMN-
Suspension (2 x 10° PMN/ml) wurden mit 0,5 pg Cytochalasin B (Sigma,
Deisenhofen) mit der zu untersuchenden Testsubstanz versetzt 5 Minuten im
Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl voropsoniertem
Zymosan (Herstellung siehe oben) und der zu untersuchenden Testsubstanz erfolgte
eine erneute Inkubation (10 min; 37°C) sowie eine Zugabe von 1 ml ABTS-L6sung.
Ein Zentrifugationsschritt (3 min, 700 x g, 20°C) ermdglichte das Abnehmen von 1 ml
Uberstand. Dieser wurde mit 30%-iger Wasserstoffperoxidldsung versetzt (Merck,
Darmstadt), mit dem Ruttelmixer homogenisiert und die Extinktion bei 405 nm

photometrisch bestimmt.

Die Aktivitat der freigesetzten Myeloperoxidase wurde errechnet. Hierzu dienten
lineare Eichkurven die in regelmafligen Intervallen unter Verwendung bekannter
Meerrettich-Peroxidasekonzentrationen erstellt wurden. Die Aktivitaten sind im

Ergebnisteil in ,Units x I"'“ Uberstand“ angegeben.
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25 Pyruvatinkubation

Fur alle Pyruvatinkubationen (Standardisierung sowie Experimente) kam
heparinisiertes venoses Vollblut (10 I.E. Heparin-Natrium/ml, Sigma, Deisenhofen)
zum Einsatz. Wir rekrutierten freiwilligen Spender (Alter: 31 + 6,3 Jahre; mittlere
Korpergrofle 1,79m; mittleres Korpergewicht: 82,6 kg). Ausschlusskriterien waren
metabolische, kardiozirkulatorische, pulmonale, neurologische Erkrankungen oder
allergische Diathese sowie Medikamenteneinnahme in der Vorgeschichte. Die
Blutentnahmen selbst erfolgten nach 8 bis 10-stindiger Nuchternheit morgens
zwischen 08:00 und 10:00 Uhr. Sofort wurden die heparinisierten Vollblutproben
portioniert, in Inkubationsrohrchen (Merck, Darmstadt) Uberfuhrt und nach Zusatz der
zu untersuchenden Testsubstanzen im Schuttelwasserbad bei 37°C inkubiert (1 ml
Vollblut unter Zusatz von 25 pl der entsprechenden Testsubstanz). Zur Vorbereitung
wurden die Testsubstanzen mit Hank’s balanced salt solution (HBSS®, Sigma,
Deisenhofen) in die jeweilig zu untersuchenden Konzentrationsbereiche dilutiert (pH
7,4). Es liefen bei allen dargestellten Untersuchungen testsubstanzfreie
Versuchsansatze als Kontrollen mit. Etwaige Volumendifferenzen der Kontrollproben
glichen wir mit HBSS® aus. Die Standardinkubationszeiten waren 10, 60 und
maximal 120 Minuten. Aus folgenden Grunden verzichteten wir auf langere
Inkubationszeiten: Praliminare Untersuchungen und Arbeiten aus unserer
Arbeitsgruppe (siehe u.a. Burchert'’) zeigten, dass unter langeren Inkubationszeiten
(> 180 min) auch bei den Kontrollen unspezifische, nicht reproduzierbare
Veranderungen im intrazellularen Aminosaure- und a-Ketosaurepool wie auch bei
den granulozytaren Immunfunktionen auftraten. DarUberhinaus gestaltete sich eine
genau PMN-Zelltrennung und eine exakte Zellzahlbestimmung bei langen

Inkubationszeiten als schwierig. Die ausgewahlten Konzentrationsbereiche
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orientierten sich an den Angaben und Ergebnissen fruherer Untersuchungen (die
Referenzen hierzu befinden sich an den entsprechenden Positionen im

Diskussionsteil).

Die oben formulierten Fragestellungen wurden durch folgende Experimentkonzeption

gezielt abgearbeitet:

Beeinflusst die Dosis des Pyruvats mégliche zu messende Effekte?

Um mogliche dosisabhangige Effekte dokumentieren zu konnen wurden die
Vollblutproben im Teil | der durchgefuhrten Untersuchungen mit
unterschiedlichen Pyruvatkonzentrationen (0, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500uM

und 1 mM) inkubiert. Die Inkubationszeit betrug 120 Minuten.

Die angewendeten Pyruvatkonzentrationen orientierten sich hier an den in
Voruntersuchungen gemessenen sowie den in der Literatur angegebenen
Normalwerten von Pyruvat im menschlichen Plasma (0-, 72-, 1-, 2-, 5- and 10-

fache Plasma-Pyruvatkonzentration).

Beeinflusst die Expositionszeit der Inkubation mit Pyruvat moégliche zu messende

Effekte?

Im zweiten Teil der vorliegenden Untersuchung verfolgten wir die
Fragestellung, ob eine Pyruvatinkubation von Vollblut auch mogliche
expositionszeitabhangige Effekte induzieren konne. Hierzu wurden die Proben
10, 60 oder 120 Minuten mit 1mM Pyruvat, dem 10-fachen Plasma-

Pyruvatkonzentration, inkubiert.

Das verwendete Pyruvat wurden in Hank’s balanced salt solution (HBSS; Sigma,
Deisenhofen, Germany) gelost und der pH-Wert jeder Pyruvatlésung wurde auf 7,4
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eingestellt. 1ml Vollblut wurde mit jeweils 25ul der Testlosung versetzt und die so
vorbereitete Probe dann bei 37°C im Schuttelwasserbad inkubiert. Zu den
Kontrollproben wurde anstatt einer Pyruvatlosung jeweils 25ul HBSS hinzugegeben.
Eine weitere Stoffwechselaktivitat nach Ablauf der Inkubationszeit wurde durch ein
sofortiges Eintauchen der Proben in Eiswasser unterbrochen. Hierdurch sollte eine
mogliche Verfalschung der Messergebnisse verhindert werden. Daruberhinaus
wurde ein mdglicher Proteinkatabolismus nach der Inkubation durch Zusatz von
Proteaseinhibitoren verhindert (100 pg/ml Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid (PMSF), 10

pug/ml Leupeptin, 10 pg/ml Pepstatin sowie 10 pyg/ml Antipain [Sigma, USA]).
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2.6 Statistik

Bei der statistischen Aufbereitung unterstitzte uns das Institut fur Medizinische

Informatik der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

Nach Sichtung der Messwerte wurde prinzipiell Normalverteilung fur die durch in
unseren Untersuchungen bestimmten freien Amino- und a-Ketosauren sowie die
untersuchten Immunfunktionsparameter postuliert. Wir stellten daher die Ergebnisse
entsprechend aufgeschlusselt nach Dosierung und Inkubationszeit sowie bezogen
auf die jeweiligen Ansatze unter Zuhilfenahme von Mittelwerts- und
Standardabweichungsberechnungen dar. Wir setzen ein- bzw. zweifaktorielle
Varianzanalysen mit Mel3wiederholungen ein, welche bei Haupteffekten durch einen

Paarvergleich nach Bonferroni erganzt wurden.

Im Rahmen dieser explorativen Analyse der Daten wurde eine Vielzahl von
Hypothesen getestet: Als Kriterion zur Beibehaltung der Hypothesen war die
errechnete Wahrscheinlichkeit fur den Fehler der 1. Art p, der reduziert auf ein

Signifikanzniveau von p < 0,05 angegeben wird.

Die Messwerte der Immunfunktionstests wurden zunachst unter Zuhilfenahme des
Kolmogorow-Smirnow-Anpassungstests (KSA-Test) hinsichtlich ihrer
Normalverteilung gepruft. Darlber hinaus erfolgte mittels des Bartlett's-Tests die
Prufung aller Messergebnisse auf Varianzhomogenitat (p < 0,1). Danach erfolgte
eine ein- bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse mit MeRwiederholungen, welche bei

nachweisbaren Haupteffekten ebenfalls nach Bonferroni korrigiert wurde.

Konnte eine Varianzanalyse nicht durchgefuhrt werden (Vorbedingungen nicht
erfullt), wurden der Friedman oder der Miller-Test verwendet. Das Signifikanzniveau

fur alle angewendeten statistischen Verfahren wurde mit p < 0,05 angesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Separation von PMN aus Voliblut

Da Zellproben mit weniger als 95% vitalen PMN-Zellen sowie einer PMN-Zellreinheit
unter 95% verworfen wurden, betrug die Reinheit der separierten PMN-Zellen
durchschnittlich 97,6% * 0,8%. Die Vitalitat lag im Mittel bei 98,4% = 0,7%. Die
prozentuale Abweichung der Zellzahl betrug bei zweimaliger Zellzdhlung im
Durchschnitt 4,7 + 2,6 %. Die PMN-Zellseparation selbst bendtigte im Mittel 34

Minuten.

3.2 Bestimmung von Amino- und a-Ketosauren

Im Rahmen der quantitativen Bestimmung von primaren Aminosauren und a-Keto-
sauren mittels Hochdruck-Fluoreszenz-Flussigkeits-Chromatographie wurden die
Reproduzierbarkeit wie die Qualitat der Untersuchungsergebnisse mittels Ver-
wendung von externen und internen Standardisierungsverfahren fortlaufend Uber-

wacht. In den Tabellen 5 und 6 finden sich die Ergebnisse der Qualitatssicherung der

hier verwendeten Methodik. Wie die Befunde der ,Reihen® und der ,Tag-zu-Tag“-
Analysen hinsichtlich der Flachenquotienten wie auch der Retentionszeiten zeigen,
fand sich kein Hinweis auf eine methodische Instabilitat der Untersuchungsbedingun-
gen. Ferner zeigten sich auch keine Hinweise, dass es nach Resuspension der lyo-
philisierten Standardaminosaure- bzw. a-Ketosaurestandardproben zu einer weiteren
chemischen Umwandlung oder auch zum Verlust an Fluoreszenzaktivitat kam.
Sowohl bei den Aminosaure- und a-Ketosaurestandardproben wie auch bei den
PMN- und Plasmaproben betrug die Wiederfindungsrate fur alle hier untersuchten

Standardaminosauren und a-Ketosauren 100%.
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Aminosaureanalytik

Reihenanalyse | »Tag zu Tag-Analyse“
R.-Zeit Flichen  R.-Zeit I R.-Zeit Flichen  R.-Zeit
t VK VK I t VK VK

[ min ] [%] [%] | [min] [%] [%]
Aminoséure
Aspartat 3,31 1,28 0,22 | 3,48 3,02 0,38
Glutamat 4,49 1,35 0,16 | 4,60 2,07 0,57
Asparagin 8,65 1,13 0,12 | 8,81 2,13 0,62
Serin 11,27 1,42 0,15 | 11,56 2,28 0,59
Glutamin 14,42 1,30 0,19 | 14,82 2,75 0,66
Histidin 16,36 1,46 0,18 | 17,03 3,26 0,72
Homoserin (1.S.) 20,11 2,82 0,22 | 20,66 3,15 0,69
Glycin 24,20 1,89 0,24 | 24,85 1,98 0,71
Threonin 27,09 1,26 0,23 | 27,63 2,41 0,77
Citrullin 28,32 1,73 0,25 | 28,93 2,06 0,55
Arginin 34,51 1,34 0,12 | 35,21 3,79 0,23
Taurin 39,16 1,28 0,07 | 39,77 4,32 0,19
Hypotaurin 40,28 1,75 0,06 | 40,83 3,59 0,16
Alanin 41,69 1,49 0,06 | 42,28 3,78 0,12
Tyrosin 44,34 1,62 0,05 | 44,70 3,63 0,11
a-Aminobutyrat 49,28 1,26 0,04 | 49,94 2,81 0,10
Tryptophan 53,02 1,54 0,04 | 53,21 2,48 0,09
Methionin 53,38 0,98 0,03 | 53,68 3,70 0,08
Valin 54,26 1,51 0,03 | 54,71 3,04 0,07
Phenylalanin 55,72 1,07 0,03 | 56,06 3,53 0,07
Isoleucin 58,22 1,33 0,02 | 58,55 3,92 0,06
Leucin 59,23 2,52 0,02 | 59,43 3,46 0,05
Ornithin 62,60 2,47 0,02 | 63,01 3,37 0,05
Lysin 64,31 2,02 0,02 | 64,78 4,75 0,04

Tabelle 5: Reproduzierbarkeit und Linearitat der Flachenquotienten (Flachen) sowie Retentionszeiten (R.-Zeit)
von Standardproben freier Aminoéduren bei Reihen- (n= 20) und ,Tag-zu-Tag“-Analysen (n= 15); VK= Variations-

koeffizient [%], t= Zeit [min], |.S. = Interner Standard.
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Ergebnisse

Reihenanalyse | »Tag zu Tag-Analyse“
R.-Zeit  Flichen  R.-Zeit I R.-Zeit  Flichen  R.-Zeit
t VK VK I t VK VK

[min]  [%] [%] I [min]  [%] [%]
a-Ketoséure
a-KG 2,41 2,3 0,21 | 2,51 4,7 0,56
PYR 8,65 1,9 0,19 | 8,78 3,6 0,54
a-KB 12,67 2,6 0,25 | 12,89 3,9 0,49
a-KV (1.S.) 17,14 2,8 0,23 | 17,33 4,4 0,67
a-KIV 19,86 3,9 0,27 | 19,75 5,3 0,48
a-KIC 21,72 2,4 0,26 | 21,50 3,7 0,82
PhePYR 22,69 2,6 0,22 | 22,34 4,5 0,90
a-KMV 25,61 3,2 0,28 | 25,42 5,1 1,03

Tabelle 6: Reproduzierbarkeit und Linearitat der Flachenquotienten (Flachen) sowie Retentionszeiten (R.-Zeit)
von a-Ketosaurestandardproben mit freiem a-Ketoglutarat (a-KG), Pyruvat (PYR = a-Ketoalaninat), a-Ketobu-
tyrat (a-KB), a-Ketovalerianat (a-KV= Interner Standard), a-Ketoisovalerianat (a-K|V), a-Ketoisocapronat (a-
KIC), p-Hydroxy-Phenylpyruvat (PhePYR), a-Keto-B-methylvalerianat (a-KMV)] bei Reihen- (n= 15) und ,Tag-

zu-Tag“-Analysen (n= 12); VK= Variationskoeffizient [%], t= Zeit [min], |.S. = Interner Standard.
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3.3 Einfluss von Pyruvat auf die freien Amino- und a-Ketosaurepools in

PMN sowie granulozytdre Immunfunktionen

3.3.1  Pyruvat: Einfluss der Inkubationszeit auf die freien intragranulozytaren
Amino- und a-Ketosaurepools

Eine Inkubation von Vollblut mit 1mM Pyruvat (= 10-fache Plasmakonzentration)

fuhrte bei den PMN zu signifikanten und deutlich inkubationszeitabhangigen

Veranderungen der intrazellularen Pyruvatkonzentrationen. Diese Effekte waren hier

Kontrolle 10 min 60 min 120 min
MW SD MW SD MW SD
Asparagin 0.39 0.10 0.41 0.09 0.37 0.09
Glutamin 3.11 0.77 3.32 0.91 2.90 0.86
Aspartat 2.65 0.73 2.80 0.61 2.56 0.57
Glutamat 5,91 1,16 6,28 1.81 5,79 1,56
Ornithin 0,46 0.08 0.49 0,08 0,45 0,09
Arginin 0,35 0,07 0,37 0,07 0,34 0,08
Citrullin 0.14 0.03 0.14 0.03 0,14 0.03
Serin 2.30 0,44 2,22 0,53 2,07 0,45
Glycin 2.47 0,56 2,35 0,49 2,29 0,58
Alanin 1,94 0,46 1,86 0,46 1,81 0,59
a-Ketoglutarat 1.28 0.30 1.25 0.34 1.17 0.35
PYRUVAT 6.36 1.84 6.14 1.93 5.92 1.56
10 min 60 min 120 min
PYR (1 mM
(1 mM) MW ) MW ) MW )
Asparagin 0.40 0.11 0.53** 0.12 0.65** 0.17
Glutamin 2.92 0.78 4.62** 1.27 5.54** 1.79
Aspartat 2.87 0.80 427+ 1.32 5.18** 1.84
Glutamat 6.90 1.45 11.66** 3.91 13.84** 4.32
Ornithin 0.48 0.11 0.58 0.14 0.73** 0.24
Arginin 0.36 0.10 0.42 0.11 0.48** 0.12
Citrullin 0.13 0.03 0.14 0.04 0.16 0.05
Serin 2.19 0.46 2.52 0.67 3.01* 0.66
Glycin 2.22 0.44 2.54 0.59 3.41* 0.91
Alanin 2.26 0.57 3.34** 0.98 5.05** 1.82
a-Ketoglutarat 1.34 0.37 2.01** 0.57 2.78** 0.93
PYRUVAT 7.23 2.29 12.07** 3.36 19.31** 7.54

Tabelle 7: Der Einflul von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in Vollblut fir 10, 60 and 120 Minuten auf den
freien intrazelluldren Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Aminoséuren in PMN (10'16 Mol/ PMN;
MW + SD; n=10) sowie auf die Gehalte von freiem intragranulozytaren a-Ketoglutarat und Pyruvat (10'17 Mol/
PMN; MW + SD; n=10). *= p=< 0.05 versus Kontrolle; # = p< 0.05 versus 10 Minuten.
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allerdings nicht sofort, sondern erst nach 60-minutiger Inkubationszeit sichtbar (60
min: +97%; 120 min: +226%). Zusatzlich zeigte sich auch ein signifikanter Anstieg
von intragranulozytarem a-Ketoglutarat (60 min: +61%; 120 min: +137%). Daruber
hinaus kam es zu parallelen Veranderungen wichtiger intragranulozytarer Aminosau-
ren. Wie die Ergebnisse zeigen waren hier auch die Konzentrationen von Asparagin
(60 min: +28%; 120 min: +75%), Glutamin (60 min: +39%; 120 min: +91%), Aspartat
(60 min: +52%; 120 min: +102%), Glutamat (60 min: +85%; 120 min: +131%),
Ornithin (120 min: +32%), Arginin (120 min: +17%), Serin (120 min: +63%), Glycin
(120min: +48%) und Alanin (60 min: +81%; 120 min: +179%) inkubationszeitabhan-
gig signifikant verandert. Die anderen in dieser Arbeit untersuchten Amino- und a-Ke-

tosauren zeigten keine statistisch belegbaren Konzentrationsveranderungen.

3.3.2 Pyruvat: Einfluss der Inkubationszeit auf granulozytare
Immunfunktionen

Wie die Ergebnisse zeigen hatte Pyruvat auch einen sehr deutlichen Einfluf} auf die

von uns untersuchten Immunfunktionsparameter. Diese inkubationszeitabhangigen

Veranderungen (= 60 min) betrafen hier nicht nur die Generation von Su-

Kontrolle 10 min 60 min 120 min
MW SD MW SD MW SD
0, 3.608 0,959 3,484 0.886 3.264 0.773
H,0, 1.279 0.316 1.263 0.365 1.198 0.304
MPO 0.584 0.157 0.545 0,190 0.499 0.172
10 min 60 min 120 min
PYR (1 mM) MW SD MW sD MW SD
0, 4.652 1.195 10.306** 3.051 17.091** 6.560
H.0, 1.565 0.437 3.182** 0.846 4.992** 1.926
MPO 0.672 0.211 1.208** 0.413 1.502** 0.738

Tabelle 8: Der EinfluR von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in Vollblut fiir 10, 60 and 120 Minuten auf die
Superoxidanionbildung [fMol 02_/(PMN x min)], die Wasserstoffperoxidproduktion [fMol H202/(PMN x min)]
sowie die Myeloperoxidaseaktivitidt [Units/l] isolierter PMN (MW + SD). * < 0,05 versus Kontrolle; # < 0,05

versus 10 min.
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peroxidanion (60 min: +195%; 120 min: +423%) und Wasserstoffperoxid (60 min:
+152%; 120 min: +316%) sondern parallel war ebenfalls eine Erh6hung der granulo-

zytaren Myeloperoxidaseaktivitat (60 min: +122%; 120 min: +201%) festzustellen.

3.3.3 Pyruvat: Dosisabhangiger Einfluss auf die freien intragranulozytaren
Aminosaurepools

Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen zeigte sich auch ein dosisabhangiger Pyru-

vateinfluld auf die Konzentrationen saurer intragranulozytarer Aminosauren (Aspartat,

Glutamat) sowie ihre Saureamide (Asparagin, Glutamin), aber ebenso auf Alanin (Ab-

bildung 9). Unterschiede zeigten sich aber sowohl in der fur signifikante Ver-

anderungen erforderlichen Pyruvatkonzentration wie auch in der Auspragung der

beobachteten Effekte.
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Abbildung 9: Einflu von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 pM und 1 mM; Inkubationszeit: 120 min;
n=10) auf den freien intrazelluldaren Gehalt von Glutamat (glu), Glutamin (gin), Aspartat (asp),
Alanin (ala) und Asparagin (asn) in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosauregehalt [10'16 Mol]
pro PMN-Zelle angegeben (MW £ SD). * < 0,05 versus Kontrolle.
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Geringere Veranderungen (+68% bis +91%) bei hoheren Pyruvatkonzentrationen
fanden sich hier bei Asparagin und Glutamin (= 500uM Pyruvat) und Aspartat

(= 200uM Pyruvat). Starker ausgepragt waren die Effekte bei Glutamat (+ 141%)
und Alanin (+ 166%). Ferner zeigten sich die ersten signifikanten Veranderungen bei
den zuletzt genannten Aminosauren auch bei niedrigeren Pyruvatkonzentrationen (=
100uM Pyruvat).

Bei den basischen Aminosauren Ornithin, Arginin, Citrullin und Lysin (Abbildung 10)
waren nur geringe Effekte zu evaluieren. Auch bei hohen Pyruvatkonzentrationen
(Ornithin: = 500uM; Arginin: = 1mM) zeigten sich signifikante Veranderungen nur bei

Ornithin (1mM Pyruvat: +61%) und Arginin (1mM Pyruvat: +47%).
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Abbildung 10: EinfluR von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 pM und 1 mM; Inkubationszeit: 120
min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt von Ornithin (orn), Arginin (arg) und Citrullin
(cit) in PMN. Die Ergebnisse sind in Aminosauregehalt [10'16 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW
+ SD). * < 0,05 versus Kontrolle.

Ahnlich geringradige Effekte wie bei den basischen Aminosauren zeigten sich in der

vorliegenden Untersuchung auch bei den neutralen Aminosauren (Abbildung 11).
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Wahrend bei Threonin und a-Aminobutyrat keinerlei Veranderungen zu beobachten
waren zeigten sich signifikante Effekte nur bei Serin und und Glycin, hier allerdings
ausschlieBlich  nur bei der in dieser Arbeit verwendeten hochsten

Pyruvatkonzentration von 1mM (Serin: + 36%; Glycin: +45%).
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Abbildung 11: EinfluR von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 pM und 1 mM; Inkubationszeit: 120
min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt von Serin (ser), und Glycin (gly) in PMN. Die
Ergebnisse sind in Aminosauregehalt [10'16 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW £ SD). * < 0,05
versus Kontrolle.

Ein signifikanter Einflul} von Pyruvat auf die in dieser Arbeit weiterhin untersuchten
Aminosauren Methionin, Taurin und Hypotaurin beziehungsweise auf die aromati-
schen Aminosauren Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und Histidin wie aber auch
auf die verzweigtkettigen Aminosauren Valin, Isoleucin und Leucin konnte allerdings

statistisch nicht beobachtet werden.
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3.3.4 Pyruvat: Dosisabhédngiger Einfluss auf die freien intragranulozytaren
a-Ketosaurepools
Hinsichtlich der in der vorliegenden Arbeit untersuchten a-Ketosauren zeigten sich
statistisch signifikante Effekte allein fur Pyruvat selbst sowie fur a-Ketoglutarat
(Abbildung 12). Die hierfur notwendigen Pyruvatkonzentrationen betrugen bei der
von uns gewahlten Inkubationszeit von 120 Minuten mindestens 100uM Pyruvat im
Versuchsansatz. Wie auch bei den Aminosauren zeigten sich die maximalen Effekte
bei Pyruvat und a-Ketoglutarat bei den hochsten Pyruvatkonzentrationen (Pyruvat:

+207%; a-Ketoglutarat: + 141%).
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Abbildung 12: EinfluR von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkubationszeit: 120
min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt von Pyruvat, und a-Ketoglutarat in PMN. Die Er-
gebnisse sind in a-Ketosauregehalt [10'17 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW + SD). * < 0,05

versus Kontrolle.

Weitere statistisch signifikante Veranderungen bei den anderen im Rahmen dieser

Arbeit untersuchten intragranulozytaren a-Ketosauren im Rahmen einer Pyruvatex-
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position von Vollblut (a-Ketobutyrat, a-Ketoisovalerianat, a-Ketoisocapronat, p-

Hydroxy-Phenylpyruvat und a-Keto--methylvalerianat) fanden sich jedoch nicht.

3.3.5 Pyruvat: Dosisabhangiger Einfluss auf die granulozytaren Immun-
funktionen
Ausgepragte Veranderungen zeigten sich bei den hier untersuchten granulozytaren

Immunfunktionen (Abbildung 13). Schon bei einer geringeren Pyruvat-
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Abbildung 13: EinfluB von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 uM und 1 mM; Inkubationszeit: 120
min; n=10) auf die Superoxidanionbildung [02; fMol 02_/(PMN x min)], die Wasserstoff-
peroxidproduktion [H>05; fMol H.O2/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidaseaktivitéat [MPO;
Units/l] isolierter PMN (MW % SD). * < 0,05 versus Kontrolle.

konzentration von 100uM fanden sich hier signifikante Veranderungen der Super-
oxidanionbildung (+53% bzw. +246% bei 1 mM Pyruvat) und Wasser-
stoffperoxidproduktion (+45% bzw. +213% bei 1 mM Pyruvat) nach Vollblutinkubation
isolierter PMN. Aber auch die Aktivitat der von PMN produzierten Myeloperoxidase
war schon bei mittelgradigen Pyruvatspiegeln (= 200uM) signifikant erhoht (+69%

bzw. +151% bei 1 mM Pyruvat).
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4 Diskussion

4.1 Verwendete Methoden und Messverfahren
41.1 Separation von PMN

Von besonderer Bedeutung im Rahmen der Aufbereitung von PMN-Zellen nach einer
vorheriger Inkubation mit unterschiedlichen Nahrstoffen, Medikamenten oder
Stoffwechselmodulatoren ist es, weiterlaufende Stoffwechselprozesse so weit wie
moglich  auszuschalten. Nur  Separationsverfahren die keine  weitere
Stoffwechselaktivitat der PMN zulassen und so den status quo bei Blutabnahme
reflektieren, sind hier geeignet, Veranderungen des freien intragranulozytaren
Amino- und a-Ketosaurestoffwechsel sensitiv genug zu erfassen’®'®’. Ziel einer
PMN-Aufbereitung aus Vollblut muf folglich die moglichst ztugige und inerte PMN-
Separation unter vollstandigem Schutz und Erhalt aller zellularen Funktion und
Integritat bei hoher Probenreinheit sein'*'%*, Zu diesem Zweck wurde hier, anstelle
der sehr haufig verwendeten Ficollgradientenmethodik zur Granulozytenseparation,
eine von Miihling et al.”'** weiterentwickelte und modifizierte Methodik verwendet,
die eine sehr rasche und hochselektive PMN-Anreicherung aus sehr geringen
Vollblutmengen ermoglicht. Es wurden hier 4 ml Vollblut fur die Bestimmung von
Standardaminosauren bzw. 8 ml Vollblut fur die Bestimmung von a-Ketosauren
verwendet. Mit der dargestellten Methodik war es uns moglich, mit geringen
Vollblutmengen hohe Zellzahlen bei sehr hoher Zellreinheit (>97 % PMN pro Probe)
zu separieren. Ebenso waren weder die Vitalitat noch Integritat der Zellen, wie die

lichtmikroskopische Kontrolle jeder Zellprobe bestatigte, durch diese Form der PMN-
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Probenvorbereitung beeintrachtigt. Die PMN-Proben wurden einer exakten Zell-
zahlung unterworfen. Die Abweichungen bei zweimaliger Zellzahlung lagen bei allen
untersuchten Proben bei unter 5%. Weiterhin gelang es auch die
Probenvorbereitungs- und Separationszeiten mit durchschnittlich 34 Minuten pro
Probe sehr kurz zu halten. Keiner der Separationsschritte wurde Dbei
Raumtemperatur oder sogar 37°C durchgefuhrt sondern ausschliel3lich bei einer
Temperatur von 4°C. Weiterhin ist auch das gewahlte PMN-Lyseverfahren vor der
nachfolgenden Aufarbeitung von besonderer analytischer Bedeutung. Ziel dieser
Arbeit war daher, im Gegensatz zu aufwandigen und chemischen Lyseverfahren die
PMN-Lyse der gefrorenen Probe durchzufuhren, um weitere Amino- und a-Ketosau-
reveranderungen und jede weitere Gefahr einer nicht kontrollierbaren chemischen
Umwandlung oder Bindung wahrend der Probenvorbereitung nahezu vollstandig
auszuschliefen. Dies gelang durch eine -fur die langerfristige Lagerfahigkeit der
Proben in jedem Fall zwingend erforderliche- Tiefgefriertrocknung bei -80°C. Diese
sogenannte Lyophilisierung ermdglicht eine zlugige und komplette Lyse der bei -80°C
transient gelagerten PMN. Dies lieR das Zusetzen moglicherweise sogar
proteolytischer Reagenzien und einen Wiedererwarmungsschritt vermeiden, was
gegebenenfalls eine neue Aktivierung der Zellen bedeutet hatte. Andere
temperaturabhangige oder chemische Lyseverfahren (z.B. die Verwendung von
aufeinanderfolgenden Gefrier- und Auftauschritten oder eine PMN-Zell-Lyse bei
100°C oder mittels HCI oder auch KOH) garantieren die insbesondere fur die sehr
reaktiven a-Ketosauren zu fordernde Stabilitat vor stoffwechselaktiver bzw.
chemischer Umwandlung (Abbau, Umformung etc.). Auch die anschlieRende
Probenlagerung der so lyophilisierten Proben vor der nachfolgenden HPLC-Analytik
erfolgte, analog zu den Befunden von Fuchs et al.*®®? und Miihling et al., bei -

800c133,135
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4.1.2 Darstellung der interazellularen Amino- und a-Ketosdurekonzentrationen

Eine exakte Darstellung der intrazellularen Amino- und a-Ketosaurekonzentrationen
auf Einzellzellniveau war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit (eine ausfuhrliche

Methodikdiskussion ~ findet sich in folgenden Publikationen:  447°1-53.5%-

62.116,128,133,135166) " Hintergrund bildet hier die Tatsache, daR Untersucher anderer
Arbeitsgruppen fast ausschlieB3lich als Bezugsgrofe der intrazellularen Amino- und
a-Ketosaurekonzentrationen das parallel gemessene Intrazellularwasser (ICW) oder
die intrazellularen Protein- oder DNA-Gehalte wahlten. Ein Hauptproblem dieser
vielfaltigen Darstellungsformen intrazellularer Amino- und a-Ketosaurekonzentratio-
nen ist zum einen die nicht mogliche Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da auch zwi-
schen den Arbeitsgruppen, die sich auf die gleiche Konzentration bezogen (z. B.
ICW), keine Uniformitat auch und v.a. in Bezug auf die verwendete HPLC-Methodik
sowie auf Probenvorbereitung, Separation der Zellen und Lyse gegeben ist. Auf der
anderen Seite sind hier auch pathophysiologische Mechanismen zu diskutieren, die
den Bezug intrazellularer Aminosaurekonzentration auf biologische Zellparameter als
wenig sinnvoll erscheinen lassen. Speziell die Aminosauredarstellung unter
Zuhilfenahme des mittleren ICW-Gehaltes ist mit den Grundsatzen einer exakten
Quantifizierungsmethodik nicht vereinbar. Neben banalen Veranderungen von
Hydratationsgehalt und Volamie (Hypo- und Hypervolamie), osmotischem Druck und
Osmolalitat (v.a. der Natriumkonzentration) stehen bei vielen Erkrankungen oftmals
auch komplexere pathophysiologische Variationen, die Elektrolyt und Volumenshift
betreffend, im Vordergrund (hypotone Dehydratation oder gegenlaufig
Hyperhydratation bzw. hypertone Dehydratation oder gegenlaufig Hyperhydratation).
Diese konnen in seltenen Fallen sogar eindrucksvoll mit fulminanten Stérungen des

intrazelluldren Volumens vieler Korperzellen einhergehen (z. B. Odem, Exsikkose).
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Zusatzliche methodische Einschrankungen und Unwéagbarkeiten bei der
Zellseparation (absolute intrazellulare Volumenveranderungen wahrend der PMN-
Trennung sind nicht mefR- und beobachtbar), die Einfluld auf den intrazellularen
Wassergehalt von PMN nehmen konnen, schranken Uberdies die Exaktheit dieser
BezugsgrolRe enorm ein. Daruber hinaus fungieren einige der untersuchten Amino-
und a-Ketosauren, und hierbei vor allem Taurin, selbst als osmoregulatorisch aktive
Substanzen. Ebenso kritisch muf® hier auch der Konzentrationsbezug auf den
intrazellularen Proteingehalt (,intracellular protein mass®) gesehen werden, da
medikamentose Therapieverfahren und viele chronische, aber insbesondere
intensivmedizinisch behandlungspflichtige Erkrankungen (Postaggressions-
stoffwechsel im Rahmen schwerer Operationen, Verbrennungskrankheit, Sepsis,
Leberzirrhose, Nephrotisches Syndrom etc.) mit schweren Veranderungen des Pro-
teinstoffwechsels einhergehen, und hier zu signifikanten Verschiebungen des
intrazellularen Proteingehalts fuhren konnen. Vor allem im Rahmen einer
kontinuierlichen Verlaufsbeobachtung solch schwerer Erkrankungsformen konnten
pathophysiologische Veranderungen des Wasserhaushaltes, des
Proteinstoffwechsels, aber ebenso methodische Fehler im Rahmen der
Probenvorbereitung zu gefahrlichen Fehlinterpretationen der intrazellularen
Konzentrationen fuhren. Einzig hinsichtlich der Bezugsgrofie ,DNA-Gehalt" kann
auch bei schweren Erkrankungen eine gewisse ,Konzentrationsstabilitat im Verlauf*
postuliert werden. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, kann der
intrazellulare Amino- und a-Ketosauregehalt - und dies auch bei sehr
unterschiedlichen Zellzahlen pro Blutprobe - bei sorgfaltiger Anwendung der
beschriebenen Methodik bis auf das Zellniveau selbst sehr genau bestimmt werden.
Damit ist es madglich, auch eine zukunftige kontinuierliche Verlaufsbeobachtung

analytisch exakter zu gestalten. Gleichzeitig entfallt die methodische Interpretation
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und Diskussion potentieller krankheitsbedingter Veranderungen der gewahlten

Bezugsgrolie.
41.3 PMN-Zell-Lagerung

Ein weiterer problematischer Punkt im Rahmen der Methodik ist die Gewahrleistung
einer stabilen Lagerung der Zellen, um eine Verfalschung der Melergebnisse zu
verhindern®¥%213313%  Entsprechend friiherer Ergebnissen ist wegen eines raschen
Zerfalls wichtiger Amino- und a-Ketosauren - neben einer unverzuglichen
Aufarbeitung der PMN-Proben - eine sichere Lagerung aller Proben (naturlich
inklusive der Standardproben) unerlasslich. Insbesondere die Saureamide Glutamin
und Asparagin wie auch a-Ketosauren sind in wassrigen LOosungen einer starken
Hydrolyse unterworfen. Aber auch die Gefahr einer bakteriellen Kontamination muf}
so gering wie mdglich gehalten werden. Wie Fuchs et al.**®? zeigen konnten ist hier
auch ein Tiefgefrieren wassriger Proben auf -80°C fur die langfristige Lagerfahigkeit
(> 4 Wochen) nicht ausreichend. Allein die auch in dieser Untersuchung
vorgenommene Lyophilisierung der Proben gewahrleistet auch nach mehrmonatiger
Lagerung (bei -80°C bis zu 6 Monate) - verglichen mit frischen biologischen Proben -
exakte Konzentrationsbestimmungen ohne Quantitatsverluste. Dartber hinaus bietet
die Lyophilisierung eine aul3erordentlich effektive Extraktion der Aminosauren aus
ihrer Probenmatrix, da das gewahlte Extraktionsmittel (80% Methanol/20% H20) fur
die meisten Liganden ein optimales Losungsmittel darstellt und die proteinische Li-
ganden-Bindung besser als beispielsweise eine Liquid-Liquid-Extraktion 10st.
Weiterhin gewabhrleistet das 80%/20% Methanol-H20-Gemisch die kurzfristige
Lagerfahigkeit (bis zu 80 Stunden), beinhaltet gleichzeitig den internen Standard und
extrahiert aus biologischen Proben kein Protein. Dadurch entfallt der haufig

empfohlene Deproteinisierungsschritt mit Sulpho-5-Salizylsdure (SSA). Fuchs et al.**
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%2 konnten weiterhin zeigen, daR die chemische Konservierung durch Methanol
wirkungsvoller ist als die Abkuhlung der Proben auf 4°C (sogenannte physikalische
Konservierung). Ebenso wichtig ist eine matrixabhangige Kalibrierung, da in
wassriger Losung eingewogene Aminosauren (z. B. im Handel erhaltliche
Aminosaurestandards) nicht den Bedingungen bei Aufbereitung biologischer Proben
entsprechen, und so eine Gleichbehandlung von Standards nur mittels Kalibrierung
aus einer Protein-Matrix sichergestellt werden kann®%62133.135.158-160 " Ajjgin schon die
Einwaage von Aminosauren in elektrolytfreie wassrige Losungen reduziert die

Extraktionsausbeute um bis zu 30%.

41.4 Wahl des Derivatisierungsreagenz fiir die Aminosaureanalytik

Im Rahmen der von uns gewahlten Umkehrphasen-HPLC-Analytik (reversed-phase
high-performance-liquid-chromatography) wahlten wir nach den Ergebnissen von

1.8%61 und Miihling et al.”*®* OPA als Fluorphor und als Reagenz zur

Fuchs et a
Derivatisierung. Bei Raumtemperatur wurden Isonidol-Derivate rasch und
reproduzierbar gebildet. Die hochste Selektivitat und Sensitivitat durch das gunstige
Grossenverhaltnis zwischen Aminosaurerest und Fluorphorteil und ein effizientes
Kostenprofil stellen die dominanten Vorteile der OPA-Vorsaulen-Derivatisierung dar.
Die resultierenden Derivate werden an Umkehrphasen getrennt und zeigen wegen
der geringen Molekulgrof3e der Derivate beste Trennungseigenschaften; dies auch
unter potentiell problematischen biologischen Matrizes. Ferner zeigt das OPA-
Reagenz keine im Chromatogramm storenden Eigenfluoreszenzen, sondern erst

nach Einbau der Aminogruppe in die aromatische Gruppe des OPA-Molekuls beginnt

das Reaktionsprodukt zu fluoreszieren. Verglichen mit dem haufig verwendeten
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Nitrobenzooxadiazol (NBD) zeigt OPA deutlich verbesserte Trennungseigenschaften,
und auch hinsichtlich der haufig empfohlenen Vorsaulenderivatisierung mittels 9-
Fluorenyl-methyl-chloroformat (FMOC-CI) besteht der Hauptvorteil darin, dass den
Proben zur Entfernung stark fluoreszierender Nebenprodukte kein Pentan zugefugt
werden muss. Daruber hinaus ist hier die Derivatisierung intrazellularer Aminosauren
aufgrund geringer Pufferkapazitaten des Reaktionsansatzes Uberdies stark
problembehaftet und daher nicht empfehlenswert. Eine hier haufig durchgefuhrte
Derivatisierung mit Phenylisothiocyanat (PITC) bietet ebenso keine befriedigenden
analytischen Alternativen. Nach zeitintensiver Probenvorbereitung unter Anwendung
einer Vakuumzentrifugation zur Extraktion von uberschussigem PITC sind die
Proben zwar mehrere Tage stabil zu lagern, jedoch ist die kontinuierliche
Untersuchung verschiedener Proben nicht moglich, da alle HPLC-Saulen durch
Restspuren des PITC-Reagenz bereits nach 20-30 Analysen methodisch nicht
vertretbar geschadigt werden. Zudem wird mehr als die doppelte Probenmenge
bendtigt, um vergleichbare quantitative Nachweise zu erhalten. Vor allem aber
schlieRen auftretende Interferenzen zwischen stark UV-absorbierenden Substanzen
und den PITC-Aminosaurederivaten jeden zuverlassigen Einsatz dieser Methodik zur
Analyse freier Aminosauren in menschlichen Blut- oder Gewebezellen aus. Auch
eine Derivatisierung mit 5-Dimethylamino-1-Naphtalin-Sulphonyl-Chlorid (DANSYL-
Cl) bietet keine methodischen Vorteile. Zwar ist es mit DANSYL-CI madglich,
zusatzlich zu den primaren Aminosauren, Cystein sowie Cystin quantitativ
nachzuweisen, doch zeigen die entstehenden Derivatisierungsprodukte - aufgrund
der groRen MolekulgroRe der Reaktionsprodukte - eine deutlich schlechtere
Trennbarkeit. Ferner muss die Derivatisierung des Reagenz bei Lichtausschluss
stattfinden, da sonst eine Umsetzung mit reaktiven Aminosaureseitenketten nicht

ausgeschlossen werden kann (z. B. mit der e-Aminogruppe von Lysin, dem
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Imidazolring von Histidin bzw. der Hydroxyl-Gruppe von Tyrosin). Dartuber hinaus
bietet die Derivatisierung mit DANSYL-CI durch ein sogenanntes zeitliches ,Shiften”
der Peaks keine Retentionszeitstabilitat. Auch das Auftreten hoher ,Stor-“ und
.,Reagenzienpeaks®, hervorgerufen durch DANSYL-CI selbst, lasst sehr haufig eine
sichere Auswertung und eine Basislinientrennung im Chromatogramm nicht zu. Der
Nachteil einer geringeren Stabilitat der OPA-Derivate im Vergleich zu andereren
Derivatisierungsmethodiken kann hier zum Beispiel durch eine exakte zeitliche
Standardisierung der Reaktion - insbesondere im Rahmen einer reproduzierbaren

Automatisierung der Analytik - behoben werden.

4.1.5 Wahl des optimalen Laufpuffers

Zur optimalen Trennung des komplexen Aminosaurederivatgemisches ist ein
optimaler Laufpuffergradient erforderlich. Nach den Ergebnissen von Fuchs et. al.>&®’
ist mit Methanol als organischer Phase, als Alternative des oft verwendeten
Acetonitrils, eine optimale Gradientenelution intrazellularer Aminosauregemische
moglich. Acetonitril weist, trotz nahezu identischer Polaritatindizes (Acetonitril: 3,2;
Methanol: 2,6) bei geringerer Viskositat (Acetonitril: 0,37; Methanol: 0,6), nur eine
begrenzte Stabilitat auf, ist jedoch erheblich teurer und bereitet auch grof3e Probleme
bei der Entsorgung (Freisetzung von Blausaure). Methanol-Acetonitril-Puffer, aber
ebenso Methanol-Phosphat-Puffer, gewahrleisten - verglichen mit Methanol-Acetat-
Puffer - keine gleichbleibenden Elutionseigenschaften und fuhren haufig zu
Kristallbildung. Methanol-Acetat-Puffer weisen demgegenuber eine gute Loslichkeit
auf. Die optimale Acetationenkonzentration liegt dabei nach den Ergebnissen von

Farshidfar’® bei 50 mMol. Hohere Acetationenkonzentrationen bewirken eine
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Veranderung der Elutionszeit und damit eine deutlich verlangerte Analysendauer. In
Verbindung mit den von uns verwendeten Trennsaulen - alternative Saulen weisen
haufig schlechtere Trennungsergebnisse auf - kann die Selektivitat hier noch

gesteigert werden %10,

4.2. Quantitative a-Ketosaurebestimmung

Die Anwendung einer quantitativen Analytik zur Untersuchung bedeutsamer intra-
zellularer a-Ketosauren in PMN stellt aufgrund der grol3en Instabilitat sowie Polaritat
der zu untersuchenden a-Ketosauren hohe Anforderungen an die erforderlichen
analytischen Verfahren. Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten und prazise
validierten Methodiken erlauben hier nach den Ergebnissen von Fuchs et al®®©'%?

und Mihling et al.’®*'%

eine exakte, reproduzierbare und insbesondere quantitativ
auf das Einzelzellniveau im menschlichen PMN bezogene Analyse metabolisch

relevanter a-Ketosauren.

Die Trennung mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) an
Umkehrphasen (reversed phase, RP-HPLC) beruht - wie oben beschrieben - auf der
hydrophoben Wechselwirkung zwischen den funktionellen Gruppen der Probenmole-
kile (hydrophob) und der unpolaren stationaren Phase, die ebenfalls hydrophob
ist>961:6276133.135 7 r Elution der Probenmolekiile werden mobile Phasen aus binéren
oder ternaren Gemischen verwendet. Diese Gemische bestehen aus Wasser und
schwachen, polaren Losungsmitteln. Die stationaren Phasen sind stark unpolar.
Dies hat zur Folge, dald mittels isokratischer Elution polare Molekule schneller eluiert
werden als unpolare. Dementsprechend wird gerade die Trennung der a-

Ketosaurederivate vom Verhaltnis zwischen Grofde der hydrophoben Seitenketten
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und hydrophiler Gruppe der Derivate beeinflusst. o-Ketosduren sind bekanntlich
stark polare Stoffwechselprodukte. Aufgrund dieser hohen Polaritat konnen effektive
Trennungen von o-Ketosauregemischen an Umkehr-Phase-Saulen nicht direkt
durchgefuhrt werden, da die Wechselwirkungen mit der hydrophoben stationaren
Phase zu schwach sind. Um eine reproduzierbare und quantitative a-Ketosaureana-
lytik GUber ein RP-HPLC-System gewahrleisten zu konnen, mussen die zu
untersuchenden polaren a-Ketosauren vor der unpolaren Trennung derivatisiert

Werden59-62,73,77,89

, S0 dass sie leichter an die stationare Phase adsorbieren. Hierbei
ist vor allem die Wahl des Derivatisierungsreagenz fur die Sensitivitat, Genauigkeit,
Reproduzierbarkeit und Effizienz der Analytik von herausragender Bedeutung. Wie
verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, kann speziell die Anwendung von 24-
Dinitrophenylhydrazin (DNP), mit groRen analytischen Problemen behaftet sein und
keine hinreichende Genauigkeit fur eine quantitative intrazellulare Analytik in PMN
bieten. Ein bedeutendes Problem ist hier speziell die hohe Nachweisgrenze. Diese
liegen nur im nMol-Bereich und damit um den Faktor 10%-10° (iber der, fiir eine
exakte intrazellulare o-Ketosaureanalytik zwingend einzufordernde

Nachweisg renze59-62158-160

Aufgrund der Annahme, dass freie intrazellulare a-Ketosauren in PMN - ahnlich wie
in anderen Korperzellen - nur in sehr geringen Mengen vorliegen und daher an die
erforderliche Analytik hohe Anforderungen gestellt werden mussen, wurde in der
vorliegenden Arbeit eine RP-HPLC gestutzte Trennung der zu untersuchenden o-

Ketosauren und o-Phenyldiamin (PDA) als Derivatisierungsreagenz verwendet.

Friihere Studien von Farshidfar’’, Fuchs et al.®®*%, Hara et al.”® und Riedel und

159,160

Mitarbeitern konnten zeigen, dass mit o-Phenyldiamin als
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Derivatisierungsreagenz sehr gute analytische Ergebnisse erzielt werden kdnnen.
Fur die chromatographische Trennung der aus der Derivatisierungsreaktion mit PDA
entstehenden Chinoxalinol-Derivate an Umkehrphasen wurde in der vorliegenden
Arbeit ein Elutionssystem verwendet, das die fur eine exakte und quantitative
intrazellulare o-Ketosaureanalytik in PMN zu fordernde hohe Sensitivitat und prazise
Trennleistung gewahrleistet. Wie aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zu
ersehen ist, gelingt durch die a-Ketosaurederivatisierung mittels PDA zu ihren mit
hoher Intensitat fluoreszierenden Chinoxalinol-Derivaten, eine sehr empfindliche und
spezifische Erfassung der zu untersuchenden intrazellularen o-Ketosauren in PMN.
Die fluoreszierenden Chinoxalinol-Derivate kdnnen qualitativ und quantitativ sehr
prazise erfait werden und zeigen ebenso auch keine storenden

Stereoisomerieeffekte®’:61:89175

Durch Anwendung einer stationaren Phase mit
geringer Kornung (z. B. 3,9 mm) bei hoher Belegung der Silicageloberflache (z.B.
C18-Silane) wird die Trennleistung der Saule noch erhoht. Dies gewahrleistet bei
erwiinschter Verkiirzung der Analysezeiten eine hohe Elutionsauflésung®®2. Von
besonderer Bedeutung bei der Wahl von PDA als Derivatisierungsreagenz ist ebenso
das erforderliche Derivatisierungsreagenz-Probenmengen-Verhaltnis. Nach den
Untersuchungen von Woolf et al."®? und Kieber et al.®> muR die Herstellung der
Chinoxalinol-Derivate - um eine maximale, schnelle und damit quantitative
Umsetzung zu erzielen - mit einem hohen UberschulR an PDA (100-1000-fach)
durchgefuhrt werden. Auch die Wahl der Derivatisierungszeit wie der Derivati-
sierungstemperatur ist nach den hier vorliegenden Ergebnissen konsequent
einzuhalten. Eine optimale Derivatisierungsreaktion zeigte sich in Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen von Farshidfar®’ in Humanplasma bei Temperaturen von 80°C

und Reaktionszeiten von 60 Minuten. Die Verwendung von PDA als

Derivatisierungsreagenz birgt jedoch auch methodische Probleme: PDA ist extrem
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licht- und oxidationsempfindlich, und mogliche fluoreszierende Nebenprodukte des
oxidierten o-Phenylendiamin storen die Analytik aufgrund ahnlicher Retentionszeiten
erheblich. Um diese unerwlinschten Nebenreaktionen zu vermeiden, muf3 PDA vor
der Anwendung deshalb umkristallisiert und sorgfaltig gelagert werden (unter
Stickstoff lichtgeschutzt bei 2-8°C). Storende, fluoreszierende Reaktions- und
Nebenprodukte werden zusatzlich durch 2-Mercaptoethanol im Reaktionsansatz

abgefangen 51,59-62,159,160

4.3 Bestimmung der Immunfunktionsparameter

In der vorliegenden Arbeit wurden parallel zur Bestimmung des intrazellularen
Aminosaure- und a-Ketosauregehaltes wichtige granulozytare Immunfunktionspara-
meter bestimmt. Um eine direkte Vergleichbarkeit mit Befunden fruherer
Forschungstatigkeit gewahrleisten zu konnen, wahlten wir als Grundlage unserer
Untersuchungen sehr gut etablierte und gangige Analytikverfahren. Die von uns
verwendeten Methodiken zur Bestimmung der granulozytaren Superoxidanion- und
Wasserstoffperoxidbildung sowie die quantitative Bestimmung der von PMN
freigesetzten Myeloperoxidaseaktivitat vitaler PMN stellten Weiterentwicklungen der
von Weening et al.'®, Stangel et al."®, Pick und Keisari'®', Schmitt et al.'® sowie
Krumholz und Mitarbeitern’®"%" beschriebenen Analytikverfahren dar. Da eine
Aktivierung von PMN aber auf vielfachen Wechselwirkungen mit Endothelzellen und
Stimulantien in einem Entzindungsgebiet beruht haben Untersuchungen an
isolierten Zellpopulationen, aber auch im Vollblut-Assay, allerdings nur modellhaften
Charakter. Insbesondere durch das Fehlen der endothelialen Oberflache sowie die

Abwesenheit bedeutender weiterer pathophysiologischer Komponenten und

57



Diskussion

Faktoren die krankheitsbedingt in einem Entzindungsgebiet vorliegen, ist die
Aussagekraft der untersuchten granulozytaren Immunfunktionen  daher

begrenzt62,109,1 13,133,113,161,169,177,178,191 ,197,202.

4.3.1 Bestimmung der Superoxidanionbildung

Die Bestimmung der Superoxidanionbildung beruhte auf der Reduktion von im
Versuchsansatz befindlichem Cytochrom C durch das generierte Superoxidanion
selbst. Die von einer definierten PMN-Konzentration extrazellular freigesetzte
Superoxidaniongesamtmenge kann, bei optimalem Verhaltnis von PMN-Anzahl (0,8
x 10° PMN/ml) und Cytochrom C in der Probe, hierbei reproduzierbar quantifiziert

Werden4,29-31 ,36,70,145,148,154-156,159,163,164,202.

Verglichen mit anderen Methoden
(Nitroblau-Tetrazolium-Reduktion, Epinephrin-Oxidation, Lucigenin- bzw. Luminol-
Chemilumineszenz, Guaiacol-Oxidation, Serum-PMN-Elastasebestimmung) erlaubt
der photometrische Nachweis unter Verwendung von Cytochrom C eine zuverlassige

quantitative Bestimmung der Superoxidanionbildung#108:109.161.178

4.3.2 Bestimmung der Wasserstoffperoxidproduktion

Bei Wasserstoffperoxid handelt es sich um einen weiteren bedeutenden
Immunparameter der PMN. Die Bestimmung des extrazellular freigesetzten
Wasserstoffperoxids erfolgt mittels Phenolrot. Sie beruht auf der durch Meerrettich-
Peroxidase vermittelten Oxidation von Phenolrot durch Wasserstoffperoxid. Mit

diesem etablierten Verfahren ist eine genaue und reproduzierbare photometrische
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Beurteilung des von einer definierten PMN-Gesamtmenge extrazellular generierten

Wasserstoffperoxids moglich?:91:125:146.134.162

4.3.3 Bestimmung der Myeloperoxidaseaktivitat

Auch bei der Bestimmung der extrazellularen Aktivitat der von den PMN sezernierten
Myeloperoxidase gewdhrleisten die von Schmitt et al.’® sowie Krumholz und

Mitarbeiter®*102-107

entwickelten Methodiken, verglichen mit anderen Verfahren (Di-
anisidin-H,O2-Assay, Myeloperoxidase-katalysierte HOBr- und HOCL-Bildung, DM-
PO-Elektronenspinresonanz, kolorimetrischer Nachweis mittels o-Phenyldiamin, Gu-

aiacol-Oxidation zu Tetraguaiacol) befriedigende analytische Ergebnisse’®.

Nach Stimulation einer definierten Granulozytenzahl kann hierbei, wie die Ergebnisse
friherer Untersuchungen und auch die eigenen Resultate zeigen, die extrazellular
sezernierte Myeloperoxidaseaktivitat anhand der katalytischen Oxidation eines

Chromogens (ABTS) reproduzierbar photometrisch bei 405 nm quantifiziert werden.

4.4. Einfluss von Pyruvat auf PMN

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen erstmalig, dal3 exogen zugefuhrtes Pyruvat,
unter den in vitro Bedingungen einer Vollblutinkubation, in PMN zu einer signifikanten
Zunahme des intrazellularen Pyruvatgehalts fuhrt. Es scheint also, so unsere
Hypothese aus den hier vorliegenden Ergebnissen, dass ein bedeutsamer Transport
von exogen zugefuhrtem Pyruvat durch die Zellmembran von PMN stattfinden muss.
Und in der Tat scheinen die besonderen metabolischen Eigenschaften der

sogenannten Monocarboxylate, zu denen auch Pyruvat und Laktat gehort, auch von
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ihrem raschen transmembrandsen Transport abzuhangen. Hierdurch wird naturlich
jede metabolische Kommunikation zwischen Zellen und Geweben nachvollziehbar
erleichtert. Neben reinen passiven, energieunabhangigen Diffusionsprozessen sind
hier, wie aktuelle Untersuchungen sehr gut =zeigen konnten, spezielle
Monocarboxylat-Transportsysteme (MCT) Katalysatoren dieses raschen zellularen
In- oder Efflux'®%*'"  Dije MCTs sind zum Beispiel in Leukozyten auf
plasmaseitigen aber auch sub-zellularen Membranen Iokalisiert (z.B. im
Mitochondrium). Der Transport durch die Membranen geschieht entlang eines
Konzentrationsgradienten, der durch Protonen oder die Konzentration MCT-
abhangiger Metabolite gesteuert wird. Dies geschieht interessanterweise sogar

weitestgehend energieunabhangig®”'?°

. Daruberhinaus wird allerdings auch die
Existenz eines nahezu pyruvatspezifischen Diffusionstransporters vermutet. Dieses
Transportsystem, das zum Beispiel schon in der Plasmamembran von Trypanosoma
brucei - und hier bei der sogenannten ,bloodstream form“ - identifiziert worden ist,
unterscheidet sich von den anderen bisher bekannten MCT, die in der
mitochondrialen und/oder plasmatischen Membran eukaryotischer Zellen anwesend
sind, durch ihre hohe Selektivitat fur Pyruvat, aber ebenso auch durch die Tatsache
kein L-Laktat zu transportieren®®’"5318 |nteressanterweise kdnnen einige wichtige
Pharmaka diese Pyruvat-Transportmechanismen, oder gar den Abbau von Pyruvat
auf zellularer Ebene, beeinflussen. Beispielsweise beschrieben Aires et al., dass die
mitochondriale Pyruvataufnahme durch Valproinsaure, einem Antikonvulsivum,
signifikant verhindert werden kann®. Aber auch andere therapeutisch durchaus
gebrauchliche Psychopharmaka, interessanterweise sogar auch schon in klinisch
aquivalenten und relevanten Dosierungen (z.B. Chlorpromazin, Thioridazin,
Fluphenazin, Thiothixen, etc.), konnen den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex

(PDHC) unterschiedlich stark beeinflussen oder sogar vollstindig inhibieren "2*1%,
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Die hier vorliegenden ersten grundlegenden Ergebnisse hinsichtlich eines moglichen
immunonutritiven Einfluss von Pyruvat auf PMN koénnen diese Fragen allerdings
noch nicht abschlielfend beantworten. Der Grund hierfur ist die Tatsache, dass an
dieser Stelle noch nicht abschlieend untersucht wurde, ob die beobachteten Effekte
das Resultat einer primaren intrazellularen Metabolisierung nach Aufnahme von
Pyruvat durch PMN waren, oder es sich ,nur‘ um eine sekundare Akkumulation von
aus Pyruvat von anderen Blutzellen gebildeten Substraten handelt. Durch den von
uns gewahlten Versuchsansatz der Vollblutinkubation waren hier sogar das
gleichzeitige Vorhandensein beider Mechanismen mdoglich. Betrachtet man die
vorliegenden Befunde allerdings etwas detaillierter zeigt sich, dass neben der
intrazellularen Pyruvaterhbhung insbesondere die Konzentrationen von a-
Ketoglutarat, Glutamin, Glutamat, Asparagin, Aspartat, Alanin, Arginin, Ornithin aber
ebenso auch von Glycin und Serin signifikant dosis- wie expositionszeitabhangig
verandert waren. Wie wir auch an anderer Stelle dieser Diskussion noch weiter
ausfuhren werden ist daher unsere Arbeitshypothese, dass primar der Anstieg der
freien Pyruvatkonzentration im PMN und die nachfolgende intragranulozytare
Pyruvatmetabolisierung in wichtige Aminosauren und a-Ketosauren fur die von uns
beobachteten Ergbnisse verantwortlich zeichnet®?3%°961134136:141 " Njjchtsdestotrotz
kann man an dieser Stelle als wichtiges Zwischenergebnis festhalten, dass extern im
Vollblut zugefuhrtes Pyruvat bei PMN signifikante immunonutritive Effekte auf die
hier untersuchten Amino- und a-Ketosaurekonzentrationen sowie ebenso auf

essentielle Immunfunktionen zu induzieren vermag?®'2%131:142:144,167.168,179,190

Und tatsachlich konnten hier fruhere Untersuchungen an PMN oder anderen
leukozytaren Zellen schon sehr deutlich zeigen, da® auch andere exogen als

Nutritivum zugefuhrte Aminosauren (z.B. Ornithin oder Arginin) oder a-Ketosauren
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(z.B. a-Ketoglutarat) sowie ebenso Dipeptide (z.B. L-Alanyl-L-Glutamin) durchaus
signifikante immunonutritive Effekte auslosen konnen. Interessant war, dass sich die
Mechanismen der Verstoffwechselung hier sehr ahnelten: nach Aufnahme in die
Zellen via passiver konzentrationsgradient-abhangiger Diffusion oder aktivem
Transport erfolgte die weitere intrazellulare Verstoffwechselung. Bei Di- oder
Oligopeptiden wird allerdings die Peptidbindung noch im Blutstrom selbst gespalten
und erst danach erfolgt die Aufnahme der jeweiligen Einzelaminosauren. Aufgrund
dieser Vorbefunde ist auch hier unsere Arbeitshypothese, dass Pyruvat als Vorstufe
aufgenommen rasch einer nachfolgenden intragranulozytaren Metabolisierung

zugefuhrt wird.

Betrachtet man die intrazellulare Pyruvatverstoffwechselung genauer wird schnell
deutlich, dass Pyruvat eine wirklich zentrale Rolle fur Funktion und Aktivitat von
Leukozyten und damit auch in PMN spielt. Einer der wichtigsten biochemischen
Prozesse an denen Pyruvat direkt beteiligt ist stellt hier zum Beispiel seine oxidative
Degradation dar, katalysiert durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplex
(PDH), einem essentiellen Bestandteil der aeroben Atmung. Die hierdurch
katalysierte oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA, unter Bildung
von je einem Molekul NADH und CO., findet weit aulerhalb eines Equilibriums statt
und ist ein wichtiges Verbindungsglied der Stoffwechselwege der Glykolyse und des
Citrat-Zyklus. Die aus den nachfolgenden Reaktionen entstehenden Produkte
werden dann entweder als Substrat fur die oxidative Phosphorylierung - also als
,Brennstoff fur die Atmungskette® bendtigt - oder sind Prakursoren vieler wichtiger
zellularer Zwischenprodukte oder Stoffwechselwege (z.B. im Rahmen des
Harnstoffzyklus: in  Form von aus Oxalacetat gebildetem Aspartat,

3,11,12,16,142-144,191

Fettsauresynthese, der Isoprenoid-Biosynthese, etc.) . Tatsachlich
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hat ein Fehlen dieses Enzymkomplexes ernsthafte Implikationen fur die betroffenen
Patienten. Beispielsweise fuhrt eine Malfunktion des Zitronensaurezyklus aufgrund
einer PDH-Defizienz zu einem Energiedefizit und damit zu einem abnormal hohen
Laktatspiegel mit Laktatazidose im Neugeborenen. Die hiervon betroffenen Kinder
leiden zum Beispiel unter schwerer Lethargie, schlechter Nahrungsaufnahme,
Tachypnoe und anderen schwerwiegenden Symptomen, die nicht selten auch rasch
zum Tode filhren kdnnen?®#3°08.149.172173.184 "1y Eajle der neutrophilen Granulozyten
scheint weiterhin auch die reversible Transamination von Pyruvat durch die Alanin-
Aminotransferase, auch bekannt als Glutamat-Pyruvat-Transaminase GPT, von
besonderer Bedeutung fur ihre Rolle in der Immunabwehr des gesamten Organismus
zu sein. In diesem Fall werden Aminogruppen von Glutamat zum Pyruvat transferiert
und produzieren dabei Alanin und a-Ketoglutarat, welche selbst direkt in den
Zitronensaurezyklus eingebracht werden konnen, um danach durch den a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex oxidativ weiter zu Succinyl-CoA decarboxyliert
zu werden®*81741%0 FEine weitere mdgliche metabolische Umwandlung von Pyruvat
ergibt sich auch durch die nachgewiesene intragranulozytare Aktivitat von Pyruvat-
Carboxylase. Dieses Enzym katalysiert die irreversible anaplerotische
Carboxylierung von Pyruvat und produziert so Oxalacetat-Prakursoren, auch hier fur
die nachfolgende Verstoffwechslung im Zitronensaurezyklus. Oxalacetat ist
allerdings auch - nach Konversion zu Phosphoenolpyruvat - ein wichtiges
Ausgangssubstrat der Glukoneogenese, deren signifikante Aktivitat zum Beispiel
durch Nachweis des Schlusselenzyms der Fructose-1,6-Bisphosphatase auch in
PMN bewiesen werden konnte®°2°3°4%8122171 parijherhinaus scheint Pyruvat auch
der Startpunkt fur die de-novo-Synthese von Alanin, Serin und Glycin zu sein. Die

hierfur notwendigen Enzyme, vor allem die NADPH-bildenden Stoffwechselwege,
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sind - wie andere Arbeitsgruppen eindrucksvoll zeigen konnten -

nachgewiesenermafen in PMN aktiy®323%134.136.137,138,142-144,168

Bezugnehmend auf die hier vorgestellten Ergebnisse wie auch vor dem Hintergrund
der in der Literatur bisher verfugbaren Daten muss daher davon ausgegangen
werden, dass Pyruvat als Ausgangssubstrat von zum Beispiel Glutamat, Glutamin, a-
Ketoglutarat, Alanin, Asparagin, Aspartat, Arginin, Ornithin, Serin oder auch Glycin
eine fundamentale Bedeutung bei der Wiederherstellung von zum Beispiel im
Rahmen chronischer Entzindungserkrankungen pathophysiologisch aufgebrauchter
oder veranderter Amino- und o-Ketosaure-Speicher besitzt. Pyruvat besitzt also
durchaus eine Funktion als intrazellulares ,Schlissel- oder Signalsubstrat® mit der
Moglichkeit der weitreichenden direkten wie indirekten Einflussnahme auf die
Immunmodulation und Funktionalitat leukozytarer Zellen (z.B. durch indirekte
Regulierung des Arginin-, Ornithin- oder Aspartatmetabolismus die via Oxalacetat als
Substrate fur die Enzyme des Harnstoffzyklus oder zur Bildung von Phosphoserin
und Serin dienen konnen, durch indirekte Bereitstellung des fur eine PMN
Aktivierung essentiell erforderlichen NOe, durch die Bildung von Glutamin, Glutamat
oder a-Ketoglutarat die der Glutathion-, Prolin-, Purin-, Pyrimidin-, Glucosamin-,
NADH-Synthese zugefuhrt werden konnen oder letzendlich auch durch die Ausfuhr
von Glutamat im Austausch fur den Import von Cystin mit der Mdoglichkeit der

intrazelluldren Konversion zu Cystein)®323%134.136-144,168,194,195

Die Umwandlung von Pyruvat liefert aber nicht nur wichtige Prakursoren der oben
angefuhrten Stoffwechselwege sondern insbesondere auch energiereiche Molekule
wie z.B. Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) oder Guanosin-5'-
Triphosphat (GTP). NADPH kann hier beispielsweise nicht nur aus der Umwandlung

von Pyruvat durch die Pyruvatdehydrogenase gebildet werden, sondern ebenso auch
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durch katalytische Aktivitaten von Enzymen des TCA-Zyklus wie der Isocitrat- a-

Ketoglutarat- und Malat Dehydrogenase'" 623141

. Daruberhinaus katalysiert die
Succinyl-CoA Synthetase einen weiteren wichtigen Schritt im TCA-Zyklus: die
spiegelabhangige Phosphorylierung von Guanosin-5-Diphosphat zu GTP. GTP
agiert als wichtige Energiequelle oder als Aktivator von Substraten in
Stoffwechselreaktionen (z.B. Proteinbiosynthese) ahnlich wie ATP, aber weitaus
spezifischer. In der Tat konnte schon sehr frih durch Hyslop et al. gezeigt werden,
dass wahrend einer chemotaktischen Peptidstimulation in Homogenaten in PMN eine
hohe GTPase-Aktivitit vorhanden ist®®. Dariiberhinaus beschrieben Woodman et al.
(1988) eine relevante Rolle von Pyruvat im Rahmen der de novo Proteinsynthese,
die dem Erhalt und der Augmentation des chemotaktisch-peptid-induzierten
respiratory burst* (mit Bildung von O27) in PMN dient'®?. Eine tiefere Analyse der
granulozytaren Immunfunktion zeigt, dass nicht nur GTPase sondern auch vor allem
das immunfunktionelle Enzym NADPH-Oxidase (NADPH-O), welches in der
Plasmamembran, aber auch an der Phago(lyso)som-Membran gefunden werden
kann, eine massgebliche Rolle in der menschlichen Immunregulation spielt® >’
Schon 1933 entdeckten Baldrige und Gerhard den interessanten Effekt, dass bei
Stimulation (z.B. der Phagozytose) der Sauerstoffverbrauch von Granulozyten auf
den 50- bis 100-fachen Wert ansteigt. Wie nachfolgende Untersuchungen zeigten
dient hier die stark erhdhte Sauerstoffkonsumption der Produktion verschiedener
teilweise noch viel agressiverer Sauerstoffspezies. Unter der Vermittlung der
NADPH-Oxidase wird aus Sauerstoff und NADPH, unter Transfer von Elektronen
nach intrazelluldr das Superroxidanion Oy erzeugt'>*'3*''1% Das hochreaktive
Hyperoxidanion selbst ist dabei das Ausgangsprodukt fur die Synthese eine Reihe
weiterer reaktiver Sauerstoffspezies. Beispielsweise entsteht durch eine von der

Superoxid-Dismutase katalysierte Disproportionierung das deutlich stabilere
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Wasserstoffperoxid (H202). Das Wasserstoffperoxid kann als neutrales,
wasserahnliches Molekul sehr leicht in Zellen eindringen. Bei der katalytischen
Zersetzung des Wasserstoffperoxids entsteht allerdings auch das hochreaktive
Hydroxyl-Radikal (OH ), welches eine Vielzahl von Molekilen attackieren und

142-144,194,195,199.200 ~ Aper auch O, selbst ist ein

funktionsunfahig machen kann
gefahrlicher Gegner fur pathogene Keime und Molekule. Bekannt ist, dass Oy
Bakterien und Pilze direkt Uber bisher noch nicht vollstandig verstandene
Mechanismen vernichten kann. Daruberhinaus ist es ebenfalls in der Lage kritische
Stoffwechselenzyme zu inaktivieren, die Lipid-Peroxidation zu aktivieren, oder auch
redox-aktives Eisen freisetzen zu konnen, was die Bildung von unspezifischen
weiteren Oxidantien wie zum Beispiel Hydroxylradikalen fordert. Vielfach gesichert
ist, dass O,  direkt Bakterien totet, da die Virulenz vieler Pathogene dramatisch
abnimmt, sobald deren  Superoxid-Dismutase-(SOD)-Gene ausgeschaltet
werden?8:49134.136-141.194.195 " gjcherlich auch gestiitzt durch diese Befunde muss man
postulieren, dass O2 in PMN tatsachlich eine Schlusselrollenfunktion als Antioxidans
besitzt. Aber auch seine Rolle als Ausgangspunkt weiterer, teilweise noch
gefahrlicherer Substrate und Radikale darf an dieser Stelle nicht unterschatzt
werden. Zu diesen zahlen hier nicht nur die schon erwahnten (H.O2, OH ) sondern
auch die hypochlorige Saure HOCL gegen die sich PMN sogar durch Umwandlung
zum Zwecke der Aktivitatsverminderung selbst schutzen mussen (z.B. mittels Taurin
durch Bildung von Taurinchloramin). Wahrend des oxidativen Burst wird im
Neutrophilen HOCI durch die mittels Myeloperoxidase (MPO)-vermittelter
Peroxidation von Chlorid lonen aus H>O2 gebildet. Tatsachlich beschreiben einige
Autoren, dass HOCI an der Zerstorung von Bakterien durch die Inhibition wichtiger
Stoffwechselwege teilnimmt: beispielsweise durch Reduktion und Aufhebung der

Glukose-Oxidation oder durch Reaktion mit einer weiten Reihe von Biomolekullen
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(Depletion von Adenin-Nukleotiden, ATP Hydrolyse, etc.), oder sogar durch direkten
Angriff auf die DNA und RNA (z.B. durch die Replikationsinhibition)®*. Weitere
Molekule, die durch HOCI angegriffen werden konnen sind zum Beispiel auch
Fettsduren (z.B. durch Lipidhydrolyse, die die Membranpermeabilitat beeinflusst,
Cholesterol (durch die Bildung von toxischen Chlorhydrinen), aber ebenso durch
post-translationale  Modifikation von  Proteinen  (beispielsweise in  der
Proteinentfaltung und Aggregation)?’-283781:84.194.195 ' Aper eingedenk der ,guten” oder
~-gewunschten® bakteriziden Wirkungen von Chlorin-Losungen, die durch HOCI oder
auch durch die anderen bei Stimulation von PMN entstehenden toxischen
Substanzen ausgelOst werden, muss man immer auch in Betracht ziehen, dass die
Diapedese immunonutritional verbesserter Neutrophiler (beispielsweise nach
Pyruvat-Exposition) in inflammatorisch geschadigte extravaskulare Strukturen auch
paradoxerweise sehr ernsthaften Schaden in allen Zellen oder Geweben der
Entzindungsregion anrichten kann. Dies geht selbstverstandlich mit dem moglichen
Risiko einher, dass dabei der Verlauf der Erkrankung sogar verscharft werden kann.
Interessanterweise zeigen neueste Untersuchungen hier allerdings ebenfalls, dass
Pyruvat sogar selbst antioxidative und antiinflammatorische Wirkung entfalten kann,
zum Beispiel durch eine aktive Scavanger-Funktion fur hochreaktive

Sauerstoﬁspezie32,6,13,48,49,94, 124-127,134-141

Insgesamt scheint es aber - Bezug nehmend auf unsere eigenen Ergebnisse und die
benefiziellen immunonutritionellen Effekte, die andere Arbeitsgruppen gezeigt haben
- klar zu sein, dass Pyruvat ein immunonutritional sehr potentes Molekul ist. Es spielt
eine bedeutende Rolle in der Regulation des dynamischen a-Keto- und
Aminosaurepools ebenso wie in der Modulation der PMN-vermittelten

Abwehrreaktion und Immunoregulation.  Unglucklicherweise  mussen  vor
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weiterfuhrenden  Denkschritten zur in vivo Beleuchtung einer moglichen
immunonutritionalen Bedeutung von Pyruvat erst wichtige galenische Probleme
diskutiert werden, die hauptsachlich in seiner Instabilitat in wassriger Losung
begrundet liegen. Aus diesem Grund scheinen aktuelle Untersuchungsergebnisse,
die sich auf Ethylpyruvyt (EP), einen simplen aliphatischen Ester des Pyruvat
beziehen sehr vielversprechend zu sein®°"2°"203 Eg konnte gezeigt werden, dass
die Anwendung von EP in klinisch relevanter Dosierung sicher ist. Eine Behandlung
mit EP scheint das Uberleben positiv zu beeinflussen und/oder Organdysfunktionen
zu ameliorieren. Dies konnte in einer Vielzahl klinischer Modelle kritischer
Erkrankungen gezeigt werden, ebenso wie die positive Wirkung von EP bei gestorter
zelluldrer Funktion in vitro'9:2>:°%:6.69.117.176,186,196.198,203 - Baisnielsweise hat EP anti-
inflammatorische Wirkung, es unterdruckt die bakterielle Translokation oder die
Hyperpermeabilitat bei Endotoxinamie und scheint ebenso einen Benefit in
Sepsismodellen oder septischem Schock zu entfalten, indem es die Bildung des
Tumornekrosefaktor a (TNF a) reduziert, die Expression von Interleukin-6-mRNA- in
verschiedenen Geweben verhindert, oder die Enzymaktivitat von Cyclooxygenase 2
oder der induzierbaren Nitric-Oxid-Synthetase  reduziert>®*0:4344.79.80.119.172-
174,181,196,203 \njeitere interessante antiinflammatorischen Effekte entstehen hier, wie
erst vor Kurzem gezeigt werden konnte, durch signifikante Modifikation der im Blut
zirkulierenden Signalwege weiterer bedeutender inflammationsvermittelnder
Molekuile und Enzyme (z.B. high-mobility group box-1, NF-kB (nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer von aktivierten B-Zellen) °"7%85127.173,182,188,203

Zusammenfassend kann man an dieser Stelle daher folgendes postulieren: auch
wenn die ersten wissenschaftlichen Erfolge hinsichtlich einer Rolle von Pyruvat (zum

Beispiel in Form von EP appliziert) im Rahmen einer Immunnutrition sehr
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vielversprechend erscheinen mogen, werden noch weitere Untersuchungen und
Studien erforderlich sein, um den wirklichen klinischen Wert dieser a-Ketosaure, zum

Beispiel im Rahmen einer Therapieoption bei schwerstkranken Patienten,

rechtfertigen zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung und Ausblick

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) stellen, aufgrund ihrer Funktiona-
litat und ihrer hohen Zellumsatzrate, eine sehr wichtige Saule der zellularen, unspezi-
fischen Immunabwehr des Menschen dar. Sie sind in der Lage pathogene Keime
mittels Phagozytose in das Zellinnere aufzunehmen. Im Rahmen des ,oxidative
burst® produzieren die PMN zytotoxische Sauerstoffmetabolite, welche die opsoni-
sierten Fremdstoffe zerstoren. Zur Erfullung ihrer vielseitigen Aufgaben ist die intra-
zellulare Amino- und a-Ketosaurehomaoostase von entscheidender Bedeutung fur die
PMN.

In der vorliegenden Arbeit wurde die pathophysiologische Bedeutung von Pyruvat fiur
die PMN untersucht. Nach Inkubation von Pyruvat in menschlichem Vollblut wurden
im Anschluss die PMN aus dem Blut isoliert und die freien intrazellularen Amino- und
a-Ketosauren mittels Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC) quantitativ
analysiert. Parallel wurden wichtige granulozytare Immunfunktionen wie die Produk-
tion von Wasserstoffperoxid und Superoxidanion sowie die Aktivitat der sezernierten
Myeloperoxidase untersucht.

Pyruvat induzierte eine sehr deutliche Konzentrationszunahme vor allem der Amino-
sauren Glutamat, Glutamin und Alanin. AuRerdem wurde eine starke Erhéhung der
intrazellularen Konzentration der a-Ketosauren a-Ketoglutarat und Pyruvat festge-
stellt. Diese Aminosauren stellen wichtige Substrate in entscheidenden Stoffwech-
selwegen der PMN dar. Sie sind beteiligt an der Produktion von Zytokinen und zyto-
toxischen Sauerstoffmetaboliten, dienen als Bausteine fur die DNA-, RNA-, Protein-
und Lipidsynthese und liefern wichtige Substrate fur die Energiebereitstellung. Wei-

terhin lief} sich nach der Inkubation mit Pyruvat eine deutliche Zunahme der Aktivitat
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der Immunfunktionsparameter feststellen. Diese Ergebnisse sprechen dafiur, dass
man durch die Gabe von Pyruvat die immunologische Funktion der PMN positiv be-
einflussen kann.

Bei unterschiedlichen schweren Krankheitsbildern (z.B. Sepsis, massive Traumen,
grol3e operative Eingriffen) konnte eine Supplementation von Pyruvat im Rahmen
einer immunonutritiven Therapie moglicherweise nicht korrigierbare Ernahrungsdefi-
zite ausgleichen und so positive klinische Effekte zeigen. Dazu zahlen zum Beispiel
kurzere Liege- und Respiratorzeiten, verminderte Mortalitat, reduzierte Therapiekos-
ten aber auch eine verbesserte Stickstoffbilanz und geringere Infektionsraten.
Weitere Forschung wird hier allerdings notwendig sein, um diese vielversprechenden

in vitro Ergebnisse auch im klinischen Setting zu reproduzieren.
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5.2 Summary

For the first time the immunonutritional role of pyruvate on neutrophils (PMN), free a-

keto and amino-acid profiles, important reactive oxygen species (ROS) produced

[superoxide anion (O27), hydrogen peroxide (H202)] as well as released myeloperoxi-
dase (MPO) activity has been investigated. Exogenous pyruvate significantly in-
creased PMN pyruvate, a-ketoglutarate, asparagine, glutamine, asparatate, gluta-

mate, arginine, citrulline, alanine, glycine and serine in a dose as well as duration of

exposure dependent manner. Moreover, increases in O,™-formation, H,O2-generation
and MPO activity in parallel with intracellular pyruvate changes have also been de-
tected. Regarding the interesting findings presented here we believe, that pyruvate
fulfils considerably the criteria for a potent immunonutritional molecule in the regula-
tion of the PMN dynamic a-keto and amino acid pools. Moreover it also plays an im-
portant role in parallel modulation of the granulocyte-dependent innate immune regu-
lation. Although further research is necessary to clarify pyruvate’s sole therapeutic
role in critically ill patients’ immunonutrition, the first scientific successes seem to be
very assuring.

The results presented here seem to be very promising concerning the treatment of
severe diseases (i.e. sepsis syndrome, polytrauma, etc.) because any deleterious
changes in leukocyte function as the result of metabolic dysfunction can aggravate
pathophysiological changes. Future therapeutically supplementation of specific ami-
no or keto acids may induce possible positive effects. Future scientific research is

needed to prove our thesis.
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Anhang

7 Anhang
71 Ergebnistabellen
7.1.1 Pyruvat: EinfluB der Inkubationszeit auf die freien intragranulozytaren

Amino- und a-Ketosaurepools

(Ergebnisse ohne signifikante Verdanderungen)

Kontrolle 10 min 60 min 120 min

Lysin 0,66 + 0,16 0,61+0,17 0,70 £ 0,22
Isoleucin 0,42+ 0,10 0,35+ 0,10 0,39+0,13
Leucin 0,73 £ 0,21 0,63 + 0,23 0,75+ 0,25
Valin 0,62 + 0,19 0,51+0,19 0,54 + 0,18
Methionin 0,17 £ 0,04 0,15+ 0,04 0,18 + 0,04
Taurin 43,9+ 10,7 38,4+11,2 40,5+ 11,9
Hypotaurin 1,64 £ 0,51 1,45+ 0,46 1,34 £ 0,46
Threonin 0,76 £ 0,14 0,67 £0,17 0,70+ 0,17
a-Aba 0,29 + 0,07 0,26 + 0,07 0,25 + 0,06
Tyrosin 0,34 + 0,09 0,28 + 0,09 0,31+ 0,09
Tryptophan 0,14 + 0,03 0,12+ 0,03 0,13+ 0,04
Phenylalanin 1,74 £ 0,64 1,59 + 0,68 1,70 £ 0,69
Histidin 0,75+0,23 0,57 + 0,20 0,61 + 0,21
a-Ketobutyrat 4,46 + 1,38 3,94 +£1,63 4,32 +1,75
a-Ketoisovalerianat 2,77 £0,82 2,52 +0,84 2,43 +£0,82
a-Ketoisocapronat 0,50+0,16 0,55+0,19 0,59+0,19
p-Hydroxy-Phenylpyruvat 0,41+ 0,11 0,36 + 0,12 0,44 + 0,13
a-Keto-B-methylvalerianat 0,99 + 0,33 0,96 + 0,37 1,17 £ 0,45
PYRUVAT (1 mM) 10 min 60 min 120 min

Lysin 0,72 +0,17 0,66 + 0,19 0,60 + 0,23
Isoleucin 0,38 + 0,08 0,40+ 0,15 0,39 + 0,16
Leucin 0,80 + 0,25 0,74 + 0,26 0,69 + 0,23
Valin 0,51 +0,14 0,51 +0,17 0,47 £ 0,15
Methionin 0,18 + 0,04 0,16 + 0,05 0,16 + 0,05
Taurin 453 + 11,1 42,4 +12,6 40,2+ 10,6
Hypotaurin 1,25+0,42 1,30 £ 0,52 1,36 £ 0,45
Threonin 0,74 £ 0,17 0,66 + 0,15 0,65+ 0,15
a-Aba 0,29 + 0,07 0,26 + 0,08 0,24 + 0,09
Tyrosin 0,35+ 0,08 0,31+ 0,09 0,28 + 0,11
Tryptophan 0,12 + 0,05 0,12 + 0,04 0,11 £ 0,04
Phenylalanin 1,55+ 0,64 1,49 £ 0,62 1,40 £ 0,59
Histidin 0,74 £ 0,24 0,72 £ 0,27 0,61+0,19
a-Ketobutyrat 4,57 + 1,40 4,63 + 1,67 4,34 + 1,46
a-Ketoisovalerianat 2,59+0,75 2,28 +0,74 2,36 £ 0,81
a-Ketoisocapronat 0,50+0,15 0,48 £ 0,20 0,42+0,18
p-Hydroxy-Phenylpyruvat 0,37 £ 0,11 0,37 £ 0,14 0,38 + 0,16
a-Keto-B-methylvalerianat 1,10 £ 0,33 0,88 + 0,35 0,93 + 0,42

Tabelle 9: Der EinfluR von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in Vollblut fir 10, 60 and 120
Minuten auf den freien intrazellularen Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Amino- (10
'® Mol/ PMN; MW # SD; n=10) und a-Ketosduren (10" Mol/ PMN; MW # SD; n=10) in PMN. *=

p= 0.05 versus Kontrolle; # = p< 0.05 versus 10 Minuten.
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7.1.2 Pyruvat: EinfluB der Dosis auf die freien intragranulozytaren

Amino- und a-Ketosaurepools

(Ergebnisse ohne signifikante Verdanderungen)

PYRUVAT Kontrolle 50 uM 100 pM 200 uM 500 uM 1 mM

Lysin 0,71+0,17 065+0,15 065+0,15 066+0,15 0,69+0,18 0,74 £ 0,20
Isoleucin 045+0,12 047+0,13 043%x0,12 046+0,12 0,47x0,13 0,46 + 0,12
Leucin 0,83+0,27 0,77+0,25 090+0,28 0,86+0,27 0,78+0,27 0,82 + 0,27
Valin 0,59+0,18 066+0,22 064+022 057+0,17 0,61+0,18 0,63 + 0,20
Methionin 0,21 +0,07 0,18+0,05 0,48+0,05 0,19+0,05 0,19+0,07 0,19+ 0,05
Taurin 50,7+14,0 50,7+140 50,7+140 515+144 49,8+13,2 49,0+£127
Hypotaurin 1,67 +058 1,77+065 1,58+0,57 1,93+0,75 1,83+0,72 1,96 £ 0,78
Threonin 0,87+0,18 0,79+0,15 081+0,17 0,88+0,18 0,95+0,22 0,90 + 0,22
a-Aba 0,31+0,08 0,31+0,08 0,32+0,08 0,30+0,07 0,30+0,07 0,29 + 0,07
Tyrosin 0,37+0,10 0,35+0,08 0,37+0,10 0,37+0,0 0,35+0,08 0,34 £ 0,10
Tryptophan 0,195+0,03 0,15+0,03 0,14+0,03 0,95+0,03 0,14 +0,03 0,14 £ 0,03
Phenylalanin 1,78 + 0,70 1,82+0,73 1,83+0,75 1,71 +0,68 1,85+0,73 1,82+0,73
Histidin 0,67+022 065+0,22 0,79+0,27 0,71+x0,23 0,73%+0,25 0,70 £ 0,23
a-KB 489+162 469+159 493+190 504+£195 516174 4,93 £ 1,69
a-KIv 3,03+x090 290+095 3,12+0,97 3,01+x092 255+0,77 2,80+ 0,90
a-KIC 0,58+0,20 0,53+0,18 0,63+0,22 0,67+0,22 0,50+0,17 0,54 +0,18
PhePYR 0,40+0,12 043+0,13 0,39x0,12 050+0,15 0,42%0,13 0,40+ 0,13
a-KMV 096+035 1,05+0,38 1,20+0,45 1,36+0,50 1,10 £ 0,37 1,19+ 0,40

Tabelle 10: Der Einflul von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkubationszeit: 120 min; n=10) auf
den freien intrazellularen Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Amino- (10'16 Mol/ PMN; MW + SD;
n=10) und a-Ketoséduren (10'17 Mol/ PMN; MW £ SD; n=10) in PMN. *= p< 0.05 versus Kontrolle.
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7.2. Abbildungsverzeichnis
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lus anthracis

Strukturformel von Pyruvat

Jons Jakob Berzelius, Lithographie-Portrait

Beispiele einiger biochemischer Reaktionen von Pyruvat

Percoll®-Gradientenseperation vitaler PMN aus Vollblut

Einflu von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkuba-
tionszeit: 120 min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt
von Glutamat (glu), Glutamin (gIn), Aspartat (asp), Alanin (ala)
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Abb. 10

Abb. 11

Abb. 12
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EinfluR von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkuba-
tionszeit: 120 min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt
von Ornithin (orn), Arginin (arg) und Citrullin (cit) in PMN. Die
Ergebnisse sind in Aminosauregehalt [10-16 Mol] pro PMN-Zelle
angegeben (MW + SD)

Einflu von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkuba-
tionszeit: 120 min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt
von Serin (ser), und Glycin (gly) in PMN. Die Ergebnisse sind in
Aminosauregehalt [10-16 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW +
SD). * £ 0,05 versus Kontrolle.

EinfluR von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 uM und 1 mM; Inkuba-
tionszeit: 120 min; n=10) auf den freien intrazellularen Gehalt
von Pyruvat, und a-Ketoglutarat in PMN. Die Ergebnisse sind in
a-Ketosauregehalt [10-17 Mol] pro PMN-Zelle angegeben (MW
+ SD).

Einflu von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 yM und 1 mM; Inkuba-
tionszeit: 120 min; n=10) auf die Superoxidanionbildung [O2;
fMol O27/(PMN x min)], die Wasserstoffperoxidproduktion
[H202; fMol H202/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidase-
aktivitat [MPO; Units/l] isolierter PMN (MW + SD).
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7.3. Tabellenverzeichnis

Tab. 1
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Einwaagen Aminosaurenstandards

Gradientenzeitverlaufe und Elutionsbedingungen des binaren

Gradientenelutionssystems zur Analyse freier Aminosauren

Einwaagen a-Ketosaurenstandards

Gradientenzeitverlaufe und Elutionsbedingungen des binaren

Gradientenelutionssystems zur Analyse von a-Ketosauren

Reproduzierbarkeit und Linearitat der Flachenquotienten
(Flachen) sowie Retentionszeiten (R.-Zeit) von Standardproben
freier Aminoauren bei Reihen- (n= 20) und ,Tag-zu-Tag*-

Analysen (n= 15)

Reproduzierbarkeit und Linearitat der Flachenquotienten
(Flachen) sowie Retentionszeiten (R.-Zeit) von
a-Ketosaurestandardproben mit freiem a-Ketoglutarat (a-KG),
Pyruvat (PYR = a-Ketoalaninat), a-Ketobutyrat (a-KB),
a-Ketovalerianat (a-KV= Interner Standard), a-Ketoisovalerianat
(a-KIV), a-Ketoisocapronat (a-KIC), p-Hydroxy-Phenylpyruvat
(PhePYR), a-Keto-B-methylvalerianat (a-KMV)] bei Reihen-
(n=15) und ,Tag-zu-Tag“-Analysen (n= 12)

Der Einflu® von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in
Vollblut fur 10, 60 and 120 Minuten auf den freien intrazellularen
Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Aminosauren in
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Tab. 8

Tab. 9

Tab. 10
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PMN (10-16 Mol/ PMN; MW % SD; n=10) sowie auf die Gehalte
von freiem intragranulozytaren a-Ketoglutarat und Pyruvat (10-
17 Mol/ PMN; MW £ SD; n=10).

Der EinfluR® von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in
Vollblut fir 10, 60 and 120 Minuten auf die Superoxidanionbild-
ung [fMol O27/(PMN x min)], die Wasserstoffperoxidproduktion
[fMol H202/(PMN x min)] sowie die Myeloperoxidaseaktivitat
[Units/l] isolierter PMN (MW + SD).

Der EinfluR® von Pyruvat (PYR; 1 mM; n= 10), inkubiert in
Vollblut far 10, 60 and 120 Minuten auf den freien intrazellularen
Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Amino- (10-16
Mol/ PMN; MW % SD; n=10) und a-Ketosauren (10-17 Mol/
PMN; MW % SD; n=10) in PMN. *= p=< 0.05 versus Kontrolle; # =

p= 0.05 versus 10 Minuten.

Der EinfluR® von Pyruvat (0, 50, 100, 200, 500 uM und 1 mM;
Inkubationszeit: 120 min; n=10) auf den freien intrazellularen
Gehalt stoffwechselphysiologisch bedeutsamer Amino- (10-16
Mol/ PMN; MW £ SD; n=10) und a-Ketosauren (10-17 Mol/
PMN; MW % SD; n=10) in PMN. *= p=< 0.05 versus Kontrolle.
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7.4 Abbkurzungsverzeichnis

a-Aba a-Aminobuttersaure

ABTS 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-Sulfonsaure
Ala Alanin

Ala-Gin Alanyl-Glutamin

ALI Acute lung injury

ARDS Acute respiratory distress syndrome
Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginsaure

BCAA Verzweigtkettige Aminosaure (engl. Branched-chain amino acid)
bzw. Beziehungsweise

c Zenti (109)

c.a. circa

Cit Citrullin

CO2 Kohlendioxid

DFMO a-Difluoromethylornithin

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
DON 6-Diazo-5-Oxo-L-Norleucin

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraazetat

EP Ethylpyruvat

e.z. extrazellular

f Femto (107°)

g Gramm

GIn Glutamin

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

h Stunde (lat. hora)

H* Wasserstoffion

H20 Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

HCL Salzsaure

His Histidin

HOBr Hypobromit
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HOCL Hypochlorid

HPLC High Performance Liquid Chromatography
H-Tau Hypotaurin

l.E. Internationale Einheit

lle Isoleucin

l.S. Interner Standard

i.z. intrazellular

a-KB a-Ketobutyrat

a-KG a-Ketoglutarat

a-KIC a-Ketoisocapronat

a-KIVv a-Ketoisovalerianat

a-KMV a-Keto-B-methylvalerianat

a-KV a-Ketovalerianat

I Liter

Leu Leucin

Lys Lysin

m Meter

m Milli (107%)

M Molare Konzentration

Met Methionin

u Mikro (10°°)

min Minute

MPO Myeloperoxidase

MW Mittelwert

n Nano (10°®)

NaCL Natriumchlorid

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NADP”* Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, oxidiert
NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert
NaOH Natronlauge

NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer von aktivierten B-Zellen)
NO Stickstoffmonoxid

NzV PMN-Einzelzellvolumen

O, Sauerstoff
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Superoxidanion

Singulettsauerstoff

Ozon

Hydroxylradikal

o-Phtaldialdehyd

Ornithin

Pico (10'?)

Phosphate Buffered Saline
o-Phenyldiamin

Phenylalanin

p-Hydroxy-Phenylpyruvat
Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten
Pounds Per Square Inch (Druckeinheit)
Pyruvat

Ribonucleic Acid (Ribonukleinsaure)
Reactive Oxygen Species

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
Sekunde

Standardabweichung

Serin

Superoxiddismutase

Zeit (engl. time)

Taurin

Taurinchloramin

Zitratzyklus (Tricarbon-Acid-Cycle)
Threonin

Tryptophan

Tyrosin

Valin

Variationskoeffizient
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