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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Soziobkonomische Bedeutung artifizieller Sauerstofftrager

Aus Blutspenden gewonnene Erythrozytenkonzentrate (EK), die in operativen Eingriffen und
medizinischen Notféllen die Aufrechterhaltung von vitalen Kdrperfunktionen gewahrleisten
sollen, stellen in unterschiedlichsten klinischen Szenarien eine unverzichtbare Ressource dar.
Statistische Analysen prognostizieren jedoch einen Riickgang in der Zahl und Qualitat von
Blutspenden und somit verfiigbaren EKs, wahrend der Bedarf weiterhin zunimmt2. Dieser
Umstand resultiert aus verschiedenen Faktoren:
Im Zuge der letzten Dekaden ereignete sich ein demographischer Wandel, der eine Zunahme
der alteren Bevolkerungsschichten der Gesellschaft zur Folge hatte. Diese reprasentieren die
primare Empfangergruppe von Blutspenden. So erhielten Patienten tber 65 Jahren mehr als
50% der Bluttransfusionen. Aufgrund des sich abzeichnenden demographischen Trends wird
in den nachsten 30 Jahren eine Verdopplung dieser Gruppe stattfinden. Gleichzeitig verringert
sich der Anteil spendefahiger, jingerer Menschen an der Gesellschaft und somit die priméare
Spendergruppe. Daraus ergibt sich eine starke Verknappung verfligbarer EKs, vor allem in
Krisenzustanden wie Krieg und Naturkatastrophen, und zuséatzlich 6konomische Probleme,
wie der Preisanstieg fur EK-Einheiten. Im Jahre 2030 wird ein Defizit von 40 Mio. EK-Einheiten
prognostiziert.
Zusatzlich zu den oben erwdhnten soziotkonomischen Schwierigkeiten, weisen Blutspenden
und EKs Eigenschaften auf, die unerwiinschte Nebenwirkungen mit sich ziehen und ihre
klinische Verwendung somit einschranken. Komplikationen, die auf eine Bluttransfusion folgen
reichen  von  immunologischen  Reaktionen, pulmonalen  L&sionen, akuten
Transfusionsreaktionen bis zu hamolytischen Reaktionen und Volumeniberlast'?. Auch die
Ubertragung von bakteriellen und viralen Infektionen sowie Kontaminationen allgemeiner
Natur stellen noch ein Problem dar!?. Neu auftretende Erkrankungen, die humoral Gibertragen
werden konnen, treiben den Preis eines EKs weiter in die Hohe, da zusatzliche Analysen
entwickelt und vor Gebrauch durchgefuhrt werden mussen®. Auch die langfristige Lagerung
von EKs stellt eine Herausforderung dar, da diese mit dem sogenannten storage lesion effect
einhergeht>®: Wahrend der Lagerungsperiode nimmt die Flexibilitat und Integritat der
Erythrozytenmembranen ab. Die Erythrozyten verlieren Calcium und werden zunehmend
anfalliger fir Hamolysen®®. Bereits nach 42 Tagen fallt die Menge an 2,3-Bisphosphoglycerat
unter die detektierbare Grenze und die Kapazitat der Erythrozyten zur Sauerstoffabgabe
reduziert sich drastisch®.
All die oben genannten Faktoren und Limitationen einer herkdbmmlichen Bluttransfusion fihren
vor Augen, mit welcher Dringlichkeit gleichwertige, therapeutische Alternativen bendtigt
werden. Das Forschungsfeld der artifiziellen Sauerstofftrager verschrieb sich der Entwicklung
1



1. Einleitung

derartiger Alternativen, um die Abhéangigkeit von herkémmlichen Bluttransfusionen zu
reduzieren. Folgende Kriterien mussen durch ein Produkt erfillt werden, um als idealer
kunstlicher Sauerstofftrager betrachtet zu werden:

Eine hinreichende Versorgung von Gewebe unter physiologischen Gasdricken muss
gewabhrleistet werden. Das Aufnahme- und Abgabeverhalten von physiologisch relevanten
Gasen sollte idealerweise moglichst dem von Hamoglobin nachempfunden werden.
Gleichzeitig sollte die Viskositat des Produktes der von Vollblut entsprechen oder niedriger als
diese sein, um Beeintrachtigungen des Blutflusses (z.B. turbulente Stromung) zu vermeiden.
Weiterhin muss ein Gleichgewicht zwischen Metabolisierung und Halbwertszeit gefunden
werden. Der Abbau und die Eliminierung der Komponenten sollte vorzugsweise durch
korpereigene, metabolische Prozesse erfolgen kdnnen. Erwiinscht ware ebenfalls eine kurze
Retentionszeit. Jedoch sollte auch eine intravaskuldre Halbwertszeit vorliegen, die dem
Produkt erlaubt, ausschlaggebende physiologische Effekte zu entfalten. AbschlieRend, sollten
kunstliche Sauerstofftrager langere Lagerungsperioden ohne Qualitatsverfall Gberstehen
kénnen. Eine komfortable Anwendung im Klinikalltag sollte vorliegen, die eine Stabilitdt bei
Raumtemperatur (RT) und sofortige Verfligbarkeit in groReren Mengen einschlieRt*72,

Im Allgemeinen kdnnen kinstliche Sauerstofftrager anhand ihrer sauerstofftransportierende
Komponente unterschieden werden. Es erfolgt demnach eine Unterteilung in Sauerstofftrager
auf Hamoglobinbasis (HBOC) und auf Pefluorcarbonbasis (PFCOCSs). In der vorliegenden
Arbeit liegt der Fokus auf den PFCOCs. Daher werden die Eigenschaften der Perfluorcarbone

im folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.

1.2 Perfluorcarbon als Sauerstofftrager

Perfluorcarbone (PFCs) stellen Kohlenstoffverbindungen dar, deren Wasserstoffe durch
Halogenatome, hauptsdchlich Fluor ersetzt wurden. PFCs sind nahezu metabolisch und
chemisch inert, was bei einer in vivo Applikation die Formation von toxischen Metaboliten
vorbeugt®1°. Die Grundlage dieser Eigenschaft bilden die Kohlenstoff-Fluor-Bindungen, die mit
einer Bindungsenergie 484 kJ/mol eine besonders hohe Stabilitat und Polaritat aufweist!'12,
Die innere Symmetrie des Molekiils fiihrt zu einer Annullierung der Polaritat der Kohlenstoff-
Fluor-Bindungen, weswegen trotz hoher Polaritit der einzelnen Bindungen das
Gesamtkonstrukt nicht wasserloslich ist'!. Zusatzlich nimmt auch die schiere GréRe eines
PFC-Molekiils Einfluss auf die Hydrophobizitdit und erhéht diese im Vergleich zum
entsprechenden Ausgangsmolekil (Kohlenwasserstoff): durch ihre hohen molekularen

Durchmesser nehmen sie mehr Raum im Wasser ein, wodurch das Netzwerk an
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Wasserstoffbriickenbindungen gezwungen ware, energetisch aufwandige und unglnstige
Kavitaten um die sperrigen PFC-Molekiile zu bilden. Dies hétte eine massive Steigerung der

Hydratisierungsenergie fur PFCs zur Folge. Der

20+ 5 Vol%, Blood Mangel an alternativen, energetisch giinstigen
T v 02-Ex.~25% . . y

-_,_5( 154 Interaktionen zwischen PFC-Oberflache und Wasser
é PFC kénnen die thermodynamisch aufwandige
;‘ 104 Hydratisierung des PFCs nicht ausgleichen.
o Weiterhin, sorgt die sich zwischen Kohlenstoff- und

O 5 Vol%, o
02-Ex.~90% Halogenatom ergebende extreme Polaritat dafr, dass
Solvenzien nicht imstande sind, Dipole zu induzieren.

0 T v I I 1
0 20 40 60 80
PO2 [kPa] _
Abbildung 1: Sauerstofftransport durch Blut der Waals Krafte zwischen PFC und Solvent, welche
und PFC:
Graphische Gegeniberstellung der

Sauerstoffdissoziation und —extraktion von -- i ind12-14 i
Blut . und einer  PEC-Emulsion.  Grafik Lésungsmitteln von Bedeutung sind . Somit

entnommen aus Spahn et al.’ zeichnen sich PFC dank ihrer strukturellen und

chemischen Besonderheiten sowohl durch eine Lipo- als auch eine Hydrophobizitat aus*?.

Dadurch ergibt sich eine drastische Reduktion der van

vor allem fir die L&slichkeit in unpolaren

Dieselben Eigenschaften, welche in minimalen PFC-Solvent-Interaktionen resultieren,
gewahren PFCs eine hohe L&slichkeit physiologisch relevanter Gase, die in linearer
Korrelation zu den Partialdricken des vorliegenden Gases steht (Abbildung 1). Als

mathematisches Modell kann hierfur das Henry-Dalton-Gesetz verwendet werden!12:

[Al =K pa

[A] = Konzentration des Gases im Ldsungsmittel in mol/L; K = Verteilungskoeffizient; pa = Partialdruck in bar

Im Kontrast zu Hamoglobin ereignet sich keine chemische Bindung des zu transportierenden
Gases. PFCs sind imstande Gase physikalisch zu lI6sen, wodurch eine Sattigung des Systems
nicht auftritt. Ermdglicht wird das durch die niedrige molekulare Dichte von PFCs, die auf
geringe Polarisierbarkeit der Fluoratome basiert. Diese geringe Polarisierbarkeit translatiert in
schwache van der Waals-Interaktionen zwischen PFC-Molekilen, da diese in direkter
Abhangigkeit mit Fluktuationen in der Polaritat der Elektronenwolken stehen. Da van der
Waals-Interaktionen die einzigen intermolekularen Krafte sind, die einen Kohasion bei
unpolaren Molekulen ermdglichen, stehen die intermolekulare Interaktionen der PFCs in einem
starken Gegensatz zu ihren starken intramolekularen Bindungen. Dadurch verhalten sich
PFCs wie nahezu ideale, gaséhnliche Flussigkeiten, die mit Leichtigkeit Kavitaten und
tunnelartige Strukturen im intermolekularen Raum formen kénnen. Dieser Effekt wird von der
bereits erwahnten Grdol3e der einzelnen Molekile verstarkt. Die Hohlrdume zwischen der PFC-
Molekilen werden von Gasmolekuilen besiedelt, die eine ahnliche Kohasion wie das PFC-Fluid

aufweisen und sich dort ungehindert bewegen konnen!?1516,



1. Einleitung

Da sich zwischen PFC- und Gasmolekilen nur schwache Wechselwirkungen ausbilden, ergibt
sich eine hohe Extraktionsrate von 90%, was der dreifachen Menge der physiologischen
Extraktionsrate von Hamoglobin entspricht. Die Aufnahme und Abgabe von Sauerstoff durch
PFC erfolgt im Vergleich zu Hamoglobin doppelt so schnell und steht zuséatzlich nicht unter
dem Einfluss von pH-Wert und Temperatur, was eine konstante O»-Versorgung unabhangig
der vorliegenden Umstanden ermoglicht!’~®. PFCs eignen sich nicht nur flr
Sauerstofftransport, sondern sind auch im imstande CO und N zu lésen, womit sie im Falle
der Dekompressionskrankheit oder CO-Intoxikationen eingesetzt werden konnen!®2°,

Die oben aufgefuhrten Punkte verdeutlichen, das PFCs die ideale Basis fur die Entwicklung
artifizieller Sauerstofftrager darstellen. Jedoch muss PFC aufgrund seiner chemischen
Eigenschaften in eine wasserlosliche Form Uberfuhrt werden. Das gelingt durch das Prinzip
der Emulsifikation, bei der Perfluorcarbone von einem Emulgator umschlossen und somit in
dem wassrigen Milieu des Blutplasmas eingesetzt werden kénnen. In dieser Arbeit kommen
kunstliche Sauerstofftrager zum Einsatz, deren Kern aus Perfluordecalin (PFD) besteht. Als
Emulgator dient dabei das bovine Serumalbumin (BSA), weswegen die kunstlichen
Sauerstofftrager auch als albumin derived artificial oxygen carriers (A-AOC) bezeichnet

werden.

1.3 Emulsionen

Emulsionen werden definiert als ein fluides kolloidales System, in welchen fliissige Tropfchen
oder Kristalle in einer weiteren Flussigkeit dispergiert vorliegen. In dieser Arbeit gilt vor allem
den Nanoemulsionen ein besonderes Interesse. Fur die Begriffe der Mikro- und Nanoemulsion
werden von der IUPAC keine klaren Definitionen vorgegeben. Im Allgemeinen kann jedoch
anhand der jeweiligen Herstellungsprozesse eine Unterscheidung zwischen Mikro- und
Nanoemulsionen vorgenommen werden. Um Nanoemulsionen zu erzeugen, ist der Einsatz
von mechanischem Stress erforderlich, wahrend eine spontane, lediglich von Thermodynamik
getriebene Entstehung von Mikroemulsionen mdoglich ist. Diesem Umstand verdanken
Mikroemulsionen eine héhere thermodynamische Stabilitat?:24. Zu den Charakteristika, die
alle Definitionen einer Nanoemulsion teilen, gehéren eine PartikelgréRe von 10-100 nm,
thermodynamische Instabilitdét bei gleichzeitiger kinetische Stabilitdt und eine optische
Transparenz?325:26,

Der Prozess zur Erzeugung einer Emulsion unterliegt thermodynamischen Gesetzen, die
mathematisch mit einer Variante der Gibbs-Helmholtz-Gleichung dargestellt werden kann:

AG = (YA)- (AST)

AG = Gibbs-Enthalpie, y = Oberflachenspannungsdifferenz an der Phasengrenze, A = Flache der Phasengrenze,
AS = Anderung der Entropie, T = Energie
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Der Parameter der Gibbs-Enthalpie stellt ein Mal} fir die energetischen Kosten einer
ablaufenden Reaktion dar. Ein negativer Wert der Gibbs-Enthalpie gibt an, dass eine Reaktion
spontan ablaufen kann.

Wahrend der Synthese einer Emulsion werden riesige Grenzflachen erzeugt, die beim
Emulgierungsprozess das groldte energetische Hindernis darstellen (s. Gibbs-Helmholtz-
Gleichung). An den Grenzflachen liegt auRerdem aufgrund der Abwesenheit von
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren eine hohe Oberflachenspannungsdifferenz vor, was die
innere Energie des Systems erhoht. Im Falle der Perfluorcarbone wird die
Oberflachenspannung der Tropfchen sowohl von dem Molekulargewicht als auch von der
Struktur des Molekils determiniert?”. Durch den Einsatz von Emulgatoren kann dem Anstieg
der inneren Energie wahrend des Herstellungsprozesses entgegengewirkt werden. Denn
Emulgatoren sind imstande, an die Grenzflache zu adsorbieren und dort als Akzeptoren fur
Wasserstoffbriickenbindungen dienen, was wiederum die Oberflachendifferenz herabsenkt?2,
Das Losen von emulgierenden Substanzen fiihrt zunéchst zu einer Herabsenkung der
Entropie eines Systems, da sich um die Emulgatoren Hydrathillen formieren. Bei der
Verwendung von Proteinen als Emulgatoren (z.B. BSA) treten wahrend des
Adsorptionsprozesses strukturelle Verdnderungen der Proteine auf, bei denen eine partielle
Entfaltung und eine Exposition der hydrophoben Bereiche zur Grenzflache stattfindet. Die
auftretenden Konformationsénderungen und die gleichzeitig stattfindende Dehydrierung der
Bereiche, die nun zur Grenzflache hinweisen, resultieren in einer Steigerung der
intramolekularen Entropie der Proteinmolekile und des gesamten Anlagerungsprozesses.
Somit sind die Effekte von Emulgatoren primdr entropisch getrieben, was eine Erklarung daftr
liefert, warum die Adsorption von Molekilen an hydrophoben Grenzflachen im Vergleich zur
Luft/Wasser-Grenzflache schneller ablauft?>293°,

Die Destabilisierung und der Zerfall einer Emulsion werden von mehreren Mechanismen
vorangetrieben. Der erste Mechanismus beschreibt die Anndherung und Vereinigung zweier
Emulsionstropfchen und wird auch als Koaleszenz bezeichnet. Die Grundlage hierfir bildet die
Brown’sche Molekularbewegung, der die Partikel unterworfen sind. Eine Koaleszenz kann
dann beobachtet werden, wenn bei unzureichender Oberflachenladung zwei Tropfchen
kollidieren und die Emulgatorschicht instantan ausgeduinnt wird3. Im zweiten Prozess ereignet
sich ein Zerfall kleinerer Partikel. Deren Bestandteile gehen in Losung tber und werden von
gréRReren Partikeln aufgenommen. Es findet also ein Materietransfer von kleineren zu grof3eren
Strukturen statt. Dieses Phanomen wird als Ostwald-Reifung bezeichnet. Emulsionstropfchen
sind bei der Unterschreitung eines kritischen Radius thermodynamisch ungunstig (Laplace-
Druck im Inneren kleinerer Tropfen hdher als bei gréReren Gegenstiicken). Nach der Gibbs-
Helmholtz-Gleichung muss ein thermodynamischer Ausgleich durch die Minimierung der

Grenzflache stattfinden, was als treibende Kraft der Ostwald-Reifung betrachtet wird32.
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Zwei weitere Effekte konnen zum Zerfall von Emulsionen beitragen: das sogenannte Creaming
und eine Sedimentation. Wahrend es bei einer Sedimentation zu einer Absenkung der Partikel
kommt, fihrt das Creaming zum Auftreiben von Tropfchen. Diese Prozesse stehen in
Abhangigkeit zur PartikelgroRenverteilung und der Dichte der emulgierten Substanz. Je breiter
die Verteilung und je dichter die Substanz, desto hdher die Anfélligkeit. Beide Phanomene
erhdhen die Tropfchendichte auf einem engen Raum drastisch, was in Flokkulation und final
in einer Koaleszenz resultiert?+33,

Wie oben bereits angefiuihrt, zeichnen sich Nanoemulsionen durch eine thermodynamische
Instabilitat aus, liegen jedoch kinetisch stabilisiert vor. Die Stabilitdt einer Nanoemulsion kann
durch die Wahl des Emulgators beeinflusst werden. Im Allgemeinen beruht die Stabilitat einer
Emulsion auf einem Quotienten aus Schichtdicke & und Partikelradius R. Erreichen zwei
Partikel eine kritische Distanz zueinander, welche weniger als die doppelte Schichtdicke des
Emulgators betragt, so treten interpartikulare, repulsive Kréafte sterischer Natur auf. Dieser
Effekt korreliert positiv mit dem steigendem Quotienten &/R. Emulgatoren, die im imstande
sind dichte, interaktionsarme Hullen mit hoher Schichtdicke zu bilden, heben demnach die
Stabilitat einer Emulsion erheblich an?2, Da jedoch ab einem gewissen Punkt anziehend
wirkende van der Waals-Kréfte die repulsive Wirkung der Emulgatoren annullieren kénnten,
kann die effektive Schichtdicke durch Oberflachenladungen erhoht werden®. Eine derartige
elektrostatische Stabilisierung einer Emulsion kann durch die Verwendung anionischer
Emulgatoren (z.B. Proteine) erreicht werden. Die sich dadurch ergebenden Ladungen an der
Partikeloberflache tragen zu den repulsiven Kraften und somit zu der Stabilitdt der Emulsion

bei. Die Nettoladung eines Partikels wird als Zeta-Potential bezeichnet33’.

1.4 Prinzip der Hochdruckhomogenisierung

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten A-AOC wurden mithilfe des
Hochdruckhomogenisierungsverfahrens (HPH) synthetisiert. In der industriellen Herstellung
von Lebens-und Arzneimitteln sowie Kosmetika findet die HPH Verwendung in der Erzeugung
stabiler Nanoemulsionen und —partikeln®. Dabei stellt die HPH ein rein physikalisches
Verfahren dar, welches auf der starken Beschleunigung von Suspensionen durch Druckaufbau
und dem sich anschliel3enden Fluss der Probe durch Kanédle im Mikrometerbereich (sog.
Mikrokanéle) beruht.

Die durch den Druck verursachte Beschleunigung der Suspension fiuhrt initial zu einem
laminaren Fluss. Beim Auftreffen der Probe auf die Mikrokanéle ereignet sich eine drastische
Reduktion im Durchmesser des Strémungskanals. Dieser Umstand setzt mehrere Prozesse in
Gang:

Beim Eintritt der Probe in die Mikrokanéale wird die Flussgeschwindigkeit rapide gesteigert, was

starke Verwirbelungen innerhalb der Flussigkeit zur Folge hat. Gleichzeitig wandelt sich die
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laminare zu einer turbulenten Stromung um. Mathematisch kann die Flussart durch die

dimensionslose Reynoldszahl beschrieben werden®®:

Re = Reynolds-Zahl; v = Flussgeschwindigkeit; [= Ladnge des Kanals; p = Dichte; n = Viskositat

Laminare Strémungen liegen bei Werten von Re < 1000 vor. Turbulente Stromungen hingegen
treten bei einer Reynolds-Zahl von > 2000 auf*.

Die nun turbulente Suspension fliel3t mit hoher Geschwindigkeit, Form und Verlauf der
Mikrokanéle folgend. Dies fiihrt zu einem erheblichen Anstieg der Scherkrafte, die auf Partikel
der Suspension wirken. Es ereignet sich eine Deformation der Partikel, bis ein kritisches Mal3
erreicht wird, bei dem die Formation kleinerer Tropfen energetisch gunstiger ist. Gleichzeitig
kollidieren Partikel untereinander und mit der Kanalwand, was zu einer weiteren Verkleinerung
der suspendierten Partikel flhrt. Die Vielzahl von Kollisionen wirkt sich auf den
Flussigkeitsstrom aus und senkt die FlieRgeschwindigkeit. Aus den Kollisionen hervorgehende
kinetische Energie wird in Form von Warme an die Umgebung abgegeben und steigert die
Suspensionstemperatur. Nach vollstéandiger Passage der Mikrokandle kommt es zu einer
massiven Abnahme in Druck- und Strémungsgeschwindigkeit. Die Folge des rasanten
Druckabfalls sind instabile Kavitaten, die sich innerhalb der Suspension bilden und nach
wenigen Augenblicken kollabieren.

Das Zusammenspiel aller oben angefiihrter Phanomene (Druckabfall, turbulente Strémungen
und Kollaps von Kavitdten) resultiert letztendlich in einer Verkleinerung der
PartikelgroRe3®4142,

Die Mikrokanale des Hochdruckhomogenisators, der im Zuge dieser Arbeit verwendet wird,
werden von einer Zwei-Komponenten-Einheit beherbergt. Die Mikrokanéle liegen dabei in
einer Y-Interaktionskammer vor, wie in Abbildung 2 schematisch dargestellt wird. Die erste
Komponente ist mit Kanalen eines Durchmessers von 75 pm ausgestattet, wahrend die

nachgeschaltete Kammer Kanéle mit 125 pm Durchmesser enthalt.
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interaction chamber

droplet breakup

high impact=»

AN high sheart =i fine emulsion

counter-jet valve (y-type)

coarse emulsion

: high shear

Abbildung 2 Y-Interaktionskammer:
Schematische Veranschaulichung einer Y-Interaktionskammer und graphische Darstellung der in den Mikrokanélen

stattfindenden Homogenisierungsprozesse. Grafik entnommen aus Grumbach et al.*3.

1.5 Bovines Serumalbumin

Bovines Serumalbumin (BSA) ist ein globulares Protein, das sich aus 583 Aminosauren*
zusammensetzt und aufgrund seines hohen a-helikalen Anteils einen hohen Ordnungsgrad
aufweist (73% a-Helix, 2% B-Faltblatt, 8% B-Schleifen und 17% random coil-Strukturen)*. BSA
lasst sich in drei homologe Doménen (I-11l) mit jeweils zwei Subdomanen (A und B) unterteilen
und neigt zu Dimerformation in Lésung. Die Sequenzhomologie von BSA zu seinem humanen
Analogon betragt 75%. Beide Proteine, so wie Serumalbumine anderer Saugetierarten, sind
somit strukturell und funktionell nahezu identisch*®.

Serumalbumine bilden den GroRteil der Proteinfraktion des Blutserums (70 mM)* und
fungieren im Blutkreislauf als Transportvehikel fir eine Vielzahl von endogenen und exogenen
Verbindungen und Stoffen*’. Bisher wurden 21 verschiedene Bindestellen im BSA-Konstrukt
beschrieben, weswegen Albumin auch als ,Schwamm* der Blutzirkulation bezeichnet wird*.
Darunter befinden sich sechs Bindestellen mit hoher Affinitat fir langkettige Fettsduren und
die Bindestellen Sudlow | (grof3e heterozyklische Verbindungen) und Sudlow Il (aromatische
Carbonsauren)*. Zusétzlich zahlen Aminosauren, Medikamente und anorganische lonen zum
Transportgut des Serumalbumins*’. Neben seiner Transportfunktion spielt Serumalbumin eine
Schlisselrolle in der Regulation des osmotischen Drucks und der Flissigkeitsverteilung
zwischen Kompartimenten®°.

Ein BSA-Monomer enthalt 35 Cysteine in seiner Aminosauresequenz®. Dabei liegt lediglich
das Cystein (Cys) 34 in freier Form vor, wahrend die restlichen Thiolgruppen an der Ausbildung
von 17 intramolekularen Disulfidbriicken beteiligt sind. Trotz dieser hohen Anzahl an
Disulfidbriicken verfigt das BSA-Protein tber eine hohe Flexibilitat und ist zu massiven
Konformations&nderungen beféhigt, was BSA hervorragende emulgierende Eigenschaften
verleiht. Die fehlende Rigiditat des Proteinskeletts wird durch die spatiale Nahe der einzelnen
Disulfidpaare-bildenden Cysteine hervorgerufen, die entweder benachbart oder durch wenige
Aminosauren getrennt vorliegen*®. Zusatzlich zu seinen strukturellen Besonderheiten tragt ein

hoher Gehalt an negativ geladenen Seitenketten zu der Eignung des BSA als Emulgator bei.
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Das Protein ist imstande in nanoskaligen Emulsionen eine stark negativ geladene Hille zu
bilden, die durch eine Steigerung des Zeta-Potenzials die Stabilitat der Emulsion erhoht®-3,
In der Lebensmittelindustrie wird BSA aufgrund seines hohen Emulgations-Aktivitats-Index in
der Generierung von Ol-in-Wasser-Emulsionen eingesetzt>. Durch seine amphiphilen
Eigenschaften wendet das Protein nach partieller Entfaltung an der Grenzphase seine
hydrophoben Bereiche der Olphase zu und stabilisiert diese3%-°5,

Die oben angefihrten strukturellen Besonderheiten des Serumalbumins erméglichen es dem
Protein eine tragende Rolle in der antioxidativen Abwehr des Blutserums einzunehmen. Dabei
bedient sich Albumin verschiedener Mechanismen, um seine antioxidativen Effekte zu
entfalten. Ein Mechanismus basiert auf der Ligand-Bindungskapazitat des Albumins. Durch
die Chelatierung der kationischen Liganden Kupfer und Eisen hemmt Albumin die Generierung
reaktiver Sauerstoffspezies durch die Fentonreaktion®. Mehrfach ungesattigte Fettsauren
tragen im erheblichen Mal3e zum Pool der oxidierbaren Verbindungen des Blutplasmas bei.
Die Bindung an Albumin bewahrt die Fettsduren vor oxidativen Angriffen und senkt die Zahl
an reaktiven Verbindungen und Radikalen im Blutkreislauf*®®’. Eine indirekte antioxidative
Wirkung des Albumins folgt aus der Bindung und dem Transport Bilirubins. An Albumin
gebundenes Bilirubin wirkt als Inhibitor von Lipidperoxidation und als sekundares Antioxidans
in Verbindung mit a-Tocopherol®®*°,

Der zweite antioxidative Mechanismus beruht auf der direkten Interaktion mit reaktiven
Spezies und der Fahigkeit des Proteins, als Radikalfanger zu agieren. Eine grof3e Rolle spielt
hierbei das Cys-34, welches bei 70-80% der Albuminmolekile mit einer reduzierten
Thiolgruppe vorliegt. Die reduzierte Seitenkette des Cys-34 ermdoglicht es Albumin,
Hydroxylradikale und Peroxynitrit zu reduzieren®!, Die aus diesen Reaktionen
hervorgehende Sulfensaure (BSA-SOH) kann Uber Disulfidbriickenbildung zu Mercapto-
Albumin (BSA-SH) konvertiert werden®’.

Eine weitere Aminosaure des Albumins, welche an oxidativen Prozessen beteiligt ist, ist
Methionin®2. Methionin stellt ein leicht zu oxidierendes Ziel dar, welches jedoch auch mit
geringem Aufwand regeneriert werden kann. Es wird vermutet, dass ein Oxidation-Reduktion-
Kreislauf von Methionin von Proteinen als Radikalfanger-System genutzt wird®*%4, Weiterhin
bewahrt es Proteine vor strukturellen und funktionellen Schaden durch oxidativen Stress, da
oxidierte Methionin-Seitenketten nur geringe Einschrankungen der biologischen Funktion des

Proteins mit sich ziehen®*.

1.6 Resveratrol

Resveratrol (3,4,5-trihydroxystilben) ist ein Polyphenol pflanzlichen Ursprungs, welches in
mehr als 70 Pflanzenarten in unterschiedlichen Konzentrationen anzutreffen ist®. Darunter
fallen auch géangige Nahrungspflanzen, wie Erdnisse (Arachis hypogaea), Maulbeeren (Morus

sp.)® und Weintrauben (Vitis vinifera, einschlieRlich Wein und Traubensaft)®’. Die primare
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Quelle an Resveratrol wird in einer mediterranen Diat von Rotwein gebildet®® Resveratrol
gehort zudem der Familie der Phytoalexine an. Die Synthese und Akkumulation von
Phytoalexinen ereignet sich, wenn Pflanzen mit Stressfaktoren konfrontiert werden, zu denen
unter anderem Parasitenbefall, Pilzinfektionen, UV-Bestrahlung und mechanische Schaden
zahlen®-"°, Somit scheint Resveratrol eine protektive Rolle in multiplen schadlichen Szenarien

einzunehmen.

OH
) h ‘ Q Q
HO

OH OH
OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Abbildung 3 Graphische Gegeniiberstellung des trans- und cis-Resveratrols.
Darstellung entnommen aus Gambini et al.55,

Aus struktureller Sicht handelt es sich bei Resveratrol um ein Stilben. Es setzt sich demnach
aus zwei aromatischen Ringen zusammen, welche Uber eine Methylenbrticke in Verbindung
stehen. Die Methylenbriicke ermdglicht eine Isomerie, durch die Resveratrol in zwei
Konfigurationsisomeren, cis- und trans-Resveratrol, vorliegen kann (Abbildung 3). Eine
Uberfuihrung von der trans- in die cis-Form erfolgt, wenn trans-Resveratrol (tRES) direktem
Sonnenlicht™, artifiziellem’ und UV-Licht der Wellenlangen 2547 und 366 nm’# exponiert
wird. In der Natur ist Resveratrol sowohl in seiner trans- als auch seiner cis-Form anzutreffen.
Hierbei scheint es jedoch so, dass tRES die vorherrschende Isoform darstellt’>. Auch die
Wissenschaft widmet sich mit deutlich gréRerem Interesse der Untersuchung des tRES. Die
Ursache hierfur liegt in der hoheren sterischen und chemischen Stabiltitat®>%” sowie
Bioaktivitat’®"> des trans-Isomers. Die Unterschiede zwischen beiden Isomeren werden durch
ihre dreidimensionale Molekularstruktur verursacht’®. Die stereochemische Abweichungen

zum cis-Isomer ermoglichen tRES eine deutliche effizientere Interaktion mit Zielstrukturen’”:’8,

Das Interesse der klinischen und biomedizinischen Forschung an tRES wurde urspriinglich
durch ein epidemiologisches Phanomen geweckt, welches als French Paradox bekannt ist und
mit dem Phytoalexin in Verbindung gebracht wurde. Hinter dem French Paradox verbirgt sich
eine Studie, aus der hervorging, dass die Bewohner Nordfrankreichs trotz eines hohen
Konsums gesattigter Fettsduren im Vergleich zu anderen Bevdlkerungsgruppen mit &hnlicher
Ernéhrung eine geringe Mortalitat durch kardiovaskulare Erkrankungen aufweisen. Diese
Gegebenheit wurde dem Konsum von Rotwein zugeschrieben, welcher in hoher Konzentration

Resveratrol (0.1-14.3 mg/L)"°enthalt®®. So konnte in einer, auf diese Vermutung folgende
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Studie demonstriert werden, dass tRES imstande war die mit einer kalorienreichen Ern&hrung
einhergehenden Folgen und damit die Mortalitatsrate in einem murinen Adipositas-Modell zu
reduzieren®.. Die in den darauffolgenden Jahren durchgefihrten Experimente offenbarten eine
antiinflammatorische®?, anticarcinogene®? und antioxidative Wirkung des tRES®,

Als Hauptmediator fir das breite Wirkungsspektrum von Resveratrol wird ein Vertreter der
Sirtuine (SIRTs, NAD*-abhangige Histondeacetylasen) betrachtet: SIRT1. Eine Aktivierung
von SIRT1 kann auf direktem oder indirektem Wege Uber verschieden Signalwege (z.B Uber
die FOXO- Transkriptionsfaktoren) geschehen®.

Zwei Aspekte des Resveratrols schranken jedoch sein therapeutisches Potential und eine
effizientere Nutzung ein: Zum einen handelt es sich bei Resveratrol um eine hydrophobe
Verbindung. lhre Léslichkeit in Wasser und wassrigen Losungen betragt < 0,05 mg/mL, was
die Verteilung im Korper beeintrachtigen konnte. Zusatzlich erschwert es die Entwicklung von
Formulierungen fir Behandlungen, die eine therapeutisch relevante tRES-Konzentration I6sen
kénnen. Zum andereren ist Resveratrol in vivo einer raschen Metabolisierung unterworfen, die
zu niedrigen Plasmakonzentrationen fiihrt. Dabei ist die Metabolisierungsrate der cis-Isoform
um den Faktor 5-10 hoher, was in einer drastisch reduzierten Bioverfligbarkeit und schnelleren
Eliminierung tber den Urin resultiert. Dieser Umstand bedeutet eine starke Einschrankung der
Resveratrol-Bioaktivitat®®®. Die oben erwahnten positiven Effekte des Resveratrols wurden
zum Grof3teil in in vitro-Versuchen beobachtet, in denen die Wirkung von Resveratrol nicht
durch die Metabolisierungsrate limitiert wird und somit deutlich héhere Konzentrationen
erreicht werden kdnnen. Doch auch in zahlreichen in vivo-Ansatzen konnten signifikante
Effekte nach tRES-Behandlung erzielt werden, die im scharfen Kontrast zu der geringen
Bioverflgbarkeit stehen®. Eine Erklarung fir dieses Phanomen bietet das sogenannte
Resveratrol-Paradox: Glucuronid- und Sulfatmetabolite des trans-Resveratrols weisen eine
deutlich héhere Plasmahalbwertzeit auf als die Ausgangssubstanz und kénnen in der Leber
erneut zu tRES umgesetzt werden. Trans-Resveratrol kann ebenfalls durch eine
enterohepatische Rezyklisierung seiner Metabolite mit einer folgenden Dekonjugation im
Dunndarm regeneriert werden. Darlber hinaus zeigen die Metabolite ahnliche, zum Teil sogar
starkere biologische Effekte wie Resveratrol selbst und fiihren somit zu einer Steigerung der
Bioaktivitat®>®. Jedoch sind diese Prozesse noch Gegenstand kontroverser Diskussionen®®,
Im Rahmen dieses Projektes lag der Fokus auf den Eigenschaften und Kapazitaten des tRES
als antioxidatives Agens. Die antioxidative Wirkung des tRES wird primar durch die
Hydroxylgruppen vermittelt. Aus zahlreichen Versuchen und theoretischen Kalkulationen geht
dabei hervor, dass die 4"-OH-Gruppe ausschlaggebend fiir die antioxidative Aktivitat des
Resveratrols ist und im Vergleich zu den Hydroxylgruppen an 3’und 5 -Position deutlich
effizienter als Radikalfanger fungiert’®®’. Die Ursache hierfir ist struktureller und

thermodynamischer Natur. Die Deprotonierung an der 4" -Position liefert das stabilste Phenolat
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und ist exothermer als eine Protonenextraktion am 3"- und 5 -OH"®8788 Das Fundament hierfur
bilden die aromatischen Systeme, die Uber eine Stilben-Doppelbindung in Verbindung stehen.
Wahrend im Falle von 3"- und 5°- Phenoxylspezies die Delokalisierung freier Elektronen sich
auf einen aromatischen Ring beschréanken muss, ergibt sich fir die 4 -Hydroxylgruppe Uber
die Stilben-Doppelbindung ein Elektronenfluss auch zum benachbarten Ringsystem.
Demnach stehen einem 4°-Phenoxyl beide Ringsysteme zur Verfligung, was in einer héheren
Resonanz-Stabilisierungsenergie resultiert®®, Das treibt die Aziditat des 4-OH und die
Bereitschaft zur Protonenabgabe in die Hohe’®"°88, Auch die Koplanaritat beider -Systeme
begilnstigt diesen Mechanismus, wodurch tRES strukturell bedingt Resonanzen effizienter
stabilisieren kann als sein cis-Analogon und somit eine hohere antioxidative Aktivitat
aufweist®,

Resveratrol bedient sich bei der Neutralisierung von radikalischen Spezies zwei verschiedener
Mechanismen: sowohl der hydrogen transfer- (HAT) als auch der sequential proton loss
electron transfer- (SPLET) Mechanismus werden von tRES bei seinen antioxidativen
Aktivitaten genutzt. Wahrend beim HAT-Mechanismus der Ubertrag eines Wasserstoff-Atoms
von den Hydroxylgruppen des Resveratrols auf das zu reduzierende Radikal in einem Schritt
erfolgt, formiert sich beim SPLET-Mechanismus zunachst ein Phenoxid-Anion und der
Elektronentransfer folgt nach’®®%, Der Anteil beider Mechanismen wird durch das umgebende

Milieu und den Reaktionscharakter des vorliegenden Radikals bestimmt’.

1.7 Interaktion zwischen BSA und trans-Resveratrol

Die limitierende Loslichkeit des tRES kann durch die Verwendung geeigneter
Interaktionspartner artifiziell gesteigert werden, indem tRES durch Komplexbildung aus der
wassrigen Phase eliminiert wird®®. Mit seinen vielfaltigen Bindungstaschen stellt BSA einen
idealen Bindungspartner dar. Zahlreiche Publikationen widmeten sich bereits der
Untersuchung der BSA-tRES-Interaktion. Dabei offenbarten thermodynamische Daten, dass
sich der Komplex aus Protein und Polyphenol unter exothermen Umsténden und demnach
spontan ausbildet®. Die Komplexausbildung wird hauptséchlich durch elektrostatische,
hydrophobe Interaktionen vermittelt. Zusatzlich findet eine Wechselwirkung mit hydrophilen
Doménen des Proteins und Wasserstoffbrickenbildung zwischen beiden Komponenten
statt®s?2, Der geringe Bindungsabstand erlaubt einen Energietransfer nach Forster zwischen
beiden Partnern®-%3, Jedes Monomer des BSA-Tetramers weist zwei Bindungsstellen fiir tRES
unterschiedlicher Affinitat auf (Ka= 25 x 10*M* und 5 x 10* M1)%,

Die hochaffine Interaktionstatte ist in einer hydrophoben Bindetasche lokalisiert, wahrend die
Bindungsstelle mit der niedrigeren Affinitdt sich an der Oberflache und somit in einem
hydrophileren Milieu des Proteins befindet®2®, BSA-Molekile, welche mit Fettsauren

assoziiert vorliegen, besitzen eine zweifach erhéhte Affinitdt zu tRES. Die Fettsduren
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erschaffen ein lipophileres Milieu, was die Bindung hydrophober Verbindungen, wie tRES,
fordert®.

Neben erhohter Loslichkeit und Dispergierbarkeit geht die Interaktion mit BSA mit weiteren
Vorteilen fir tRES einher. Die Bindung an hydrophoben Kavitaten tragt zur Stabilitat des tRES
bei. An BSA gebundenes tRES weist eine signifkante Reduktion der Isomerisierungsrate
(héhere Fotostabilitat) und Oxidationsschaden durch UV-Bestrahlung auf. Resveratrol liegt in
wassriger Losung somit stabilisiert und fir einen langeren Zeitraum in seiner bioaktiveren und
antioxidativ potenteren Isoform vor®. Tatsachlich konnte durch die Bindung an BSA-

Nanopartikel eine hohere Bioverfuigbarkeit fur tRES in vivo erreicht werden®.

1.8 Ischamie-Reperfusionsschaden

Die Ischamie-Reperfusion (I/R) ist ein komplexes pathophysiologisches Phanomen. Eine
Beeintrachtigung oder gar vollstandige Unterbrechung der Sauerstoffversorgung eines
Gewebes resultiert in einer Hypoxie und leitet eine ischamische Periode in den betroffenen
Zellen ein. Durch die Hypoxie treten in der mitochondrialen Atmungskette funktionelle
Stérungen auf, wodurch die ATP-Produktion eingeschrankt wird. Die Abnahme des ATP-
Gehaltes beeintrachtigt die Aktivitat der Na*-K*-ATPase und der Ca?**-ATPase. Der Anstieg
der intrazellularen Natriumkonzentration wirkt sich inhibierend auf die Na*-H*-Austauscher
aus. Es kommt zu einer H*-Retention, was gemeinsam mit einer Umstellung des
Zellmetabolismus zu einer Herabsenkung des pH-Wertes flihrt®. Wahrend einer Ischamie wird
ein Wechsel zu anaerobem Stoffwechsel vollzogen. So findet bei der anaeroben Glycolyse
eine ATP-Gewinnung unter Umsetzung von Glucose zu Laktat statt, welches zur Bildung eines
sauren Milieus beitrdgt. Das unter Hypoxie stabilisierte HIF (Hypoxie-induzierter Faktor)-
Protein fordert die Expression der benétigten glykolytischen Enzyme®-98,

Die Aktivierung zweier Systeme setzt prooxidative Prozesse in Gang, die den zellularen
Schaden wahrend der Ischamie vorantreiben. Eines der betroffenen Systeme ist die
Enzymgruppe der Xanthinoxireduktase, welche fir die Oxidation von Hypoxanthin zu
Harnsaure verantwortlich ist. Unter normoxischen Bedingungen wird diese Funktion von der
Xanthindehydrogenase tibernommen, die als Reduktionsaquivalent NAD* verwendet. In einem
ischamischen Umfeld steigt die cytoplasmatische Ca?*-Konzentration. Das fuihrt zu einer
vermehrten Aktivierung Ca?*-abhangiger Proteasen, die Xanthindehydrogenasen proteolytisch
zu Xanthinoxidasen konvertieren. Die Xanthinoxidase katalysiert die Reaktion der
Harnsaurebildung unter Verwendung von molekularem Sauerstoff und Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS; Superoxidanionen und H»O>). Ein Anstieg des Sauerstoffangebots
durch Reperfusion l6st einen drastischen Anstieg der ROS-Produktion aus®1%,

Das zweite System wird von der Enzymfamilie der NADPH-Oxidasen (NOX) gebildet.
Physiologisch stellen NOX eine enzymatische Quelle fir ROS dar und sind wichtige

Regulatoren der Redox-Homdostase. Sie katalysieren die Elektronentbertragung von NADPH
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auf molekularen Sauerstoff unter Bildung von Superoxiden, welche zu Wasserstoffperoxid
dismutiert werden konnen©-103 Bei vorherrschender Ischamie ereignet sich jedoch eine
Uberexpression und gesteigerte Aktivitat der NOX, womit sie entscheidend zum oxidativen
Stress beitragen®-1%, Das gesteigerte Niveau des oxidativen Stresses fordert die HIF-1a-
Synthese. Das HIF-1a wiederum wirkt sich aktivitatssteigernd auf NOX aus, wodurch sich eine
positive Riickkopplung ergibt®. Eine Reperfusion schafft ein Uberangebot an Sauerstoff und
fuhrt aufgrund der gesteigerten Zahl und Aktivitat der NOX zu einer massiven Steigerung der
ROS-Synthese. Wegen ihrer Membranpermeabilitdit gelangen ROS ins Cytosol, wo sie
oxidative Schaden an Organellen und Proteinstrukturen, sowie Peroxynitritbildung
herbeifiihren!?’. Die durch die Reperfusion initiierten noxischen Prozesse losen lokale
inflammatorische Herde aus. Diese wirken sich chemotaktisch auf Immunzellen aus, welche
proinflammatorischer Faktoren, wie TNF-a, IL-1-B und IFN-y freisetzen. Die inflammatorischen
Faktoren wirken dabei fordernd auf die Expression der NADPH-Oxidasen810°,

Die von Ischdmie-Reperfusion verursachten Zellschaden resultieren im Untergang von

Geweben durch unterschiedliche Formen des Zelltods'%111,

1.8.1 Ischamie-Reperfusionsschaden in der Organtransplantation

Im klinischen Alltag spielt das Phanomen der I/R vor allem in Organtransplantationen eine
bedeutende Rolle. Der Prozess der Organtransplantation ist unweigerlich mit dem Auftreten
von I/R-Prozessen verbunden. Wahrend die Enthahme des Organs zu einer Unterbrechung
der Blut- und somit auch Sauerstoffversorgung (Ischamie) fuhrt, tritt die Reperfusion mit dem
Einsetzen des Organs in den Empfanger ein. Die dabei auftretenden I/R-Schaden senken die
Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Transplantation erheblich!!2, Die ex vivo Konservierung
eines Organs ist dabei von entscheidender Bedeutung, um die I/R-Schaden zu minimieren und
die Zahl verfiigbarer Organe zu erhohen®3,

Seit den 1960igern stellt die statische Kaltlagerung den Goldstandard fur die ex vivo
Konservierung dar. Die Organe werden mit einer Konservierungslosung gespult und in dieser
bei einer Temperatur von 0-4 °C gelagert!*2. Die induzierte Hypothermie soll die metabolische
Aktivitaten des Gewebes herabsenken, um ATP-Reserven wahren der ischamischen
Lagerperiode zu schonen und die ROS-Formation zu minimieren'!*1®  Die geringen
Temperaturen fordern jedoch die Bildung von mitochondrialen ROS, endothelialen Schaden
und Odemen durch eine Beeintrachtigung der Na*-K*-ATPase!'®'!8, Die niedrigen
Temperaturen konnen metabolische Vorgange nicht vollstandig unterbinden. Daher steigt mit
zunehmender Lagerungsdauer die Wabhrscheinlichkeit fir eine verzdgerte Organfunktion
(delayed graft function, DGF) oder gar einer terminalen OrganabstoRung (graftloss, GL)1%120,
Um eine langere ischdmische Periode zu vermeiden, wurden ex vivo Perfusionssysteme
entwickelt, bei denen das Transplantat in ein Flussigkeitsbett Gberfihrt und an einen

Perfusionskreislauf angeschlossen wird. Dieses Vorgehen ermdéglicht die Aufrechterhaltung
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der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung, sowie die Eliminierung schadlicher Metabolite!!?.
Néahrstoffhaltige, isotonische Perfusionsldsungen werden dabei mit EKs oder Vollblut versetzt,
um langere Lagerungsperioden und eine adaquate Sauerstoffversorgung des Gewebes zu
garantieren. Dies ist vor allem bei nhormothermen Lagerungen (35-38 °C) von Bedeutung, da
hier der Metabolismus ungebremst ablaufen kann'?%122.  Die Anreicherung der
Perfusionslosungen mit EKs ist jedoch mit zahlreichen Bedenken verbunden, zu denen u.a.
unerwinschte immunologische Reaktionen, Hamolyse, Thrombusbildung und die
Ubertragung von Infektionen gehoren'?, Zusétzlich sind soziobkonomische Probleme mit der
Verfligbarkeit von Blut assoziiert (s. 1.1).

Die Konservierung von Organtransplantaten stellt ein ideales Einsatzgebiet fiir kinstliche
Sauerstofftrager dar. Vor allem Sauerstofftrager auf Basis von Peflluorcarbonen bilden eine
sterile Alternative, frei von Nebenwirkungen von Blut und Hamolgobin. So gewahrleisten die
A-AOC der AG Ferenz durch ihre Komponenten (von Albumin ummanteltes Perfluordecalin)
ein geringes MalRR an Komplikationen bei gleichzeitiger adaquater O,-Versorgung der
Transplantate. Bereits in Modellen von isoliert perfundierten Organsystemen konnte gezeigt
werden, dass A-AOC das Potenzial besitzen, physiologische Organfunktionen
aufrechtzuerhalten und Schaden wahrend einer Explantation zu minimieren?412%, Aufgrund
ihrer artifiziellen Natur bieten sie zusatzlich den Vorteil, Modifikationen vornehmen zu kénnen,
um ihre Eigenschaften und Effekte zu erganzen. Ein Beispiel stellt dabei das in dieser Arbeit
verwendete tRES dar. Trans-Resveratrol entfaltet sowohl in der Ischamie als auch
Reperfusion direkte und indirekte antioxidative Effekte und wirde so die Wirkung der A-AOC

komplementierent?6:127,
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1.9 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der intensiven Untersuchung der zwischen tRES
und A-AOC stattfindenden Interaktion und die Auswirkungen dieser Interaktionen auf die
Eigenschaften der einzelnen Komponenten. Zu Beginn wird eine grundlegende
Charakterisierung der genutzten A-AOC in An- und Abwesenheit von tRES durchgefiihrt, was
eine Ermittlung der Partikelgrofe und -verteilung, der Viskositat und des Zeta-Potentials
einschlief3t. Im selben Zuge soll der Einfluss der Proteinhulle auf die Lo6slichkeit des
hydrophoben tRES und die Freisetzungskinetik von der Partikelhille und des freien BSA bei

zwei unterschiedlichen Temperaturen gegentberstellt werden.

Der zweiteTeil dieser Arbeit widmet sich den funktionellen Aspekten der Interaktion zwischen
tRES und BSA. Bei tRES handelt es sich um ein Molekil mit zahlreichen Facetten. Der Fokus
dieser Arbeit liegt darauf, die Veranderungen in der antioxidativen Eigenschaften des tRES in
Anwesenheit der A-AOC zu ermitteln. Dazu werden drei unterschiedliche Assays mit
verschiedenen prooxidativen Agenzien eingesetzt, um ein moglichst vollstandiges Bild der
Mechaniken und des antioxidativen Zusammenspiel des A-AOC-tRES-Komplex zu erhalten.
Um den Einfluss der A-AOC-Hiille auf die antioxidativen Eigenschaften des tRES besser
nachvollziehen zu kdnnen, wird erganzend zu den funktionellen Assays die Sekundarstruktur,
der Zustand der hydrophoben Bindetasche als tRES-Interaktionsstatte und die
Sulfhydrylgruppen des Albumins an der Partikelhtlle analysiert.

Ein potenzielles Einsatzgebiet fiur kinstliche Sauerstofftrager stellt die Konservierung von
Organtransplantaten nach Explantation dar. Der Prozess der Organtransplantation ist
unweigerlich mit Ischamie/Reperfusionsschaden assoziiert. Im Zuge dieser Arbeit wird als
finale Versuchsplattform eine in vitro Ischadmie/Reperfusions (I/R) -Simulation etabliert. Da
primar oxidative Prozesse wahrend eines I/R-Szenarios zellulare Schaden vermitteln, kann
anhand des Modells nicht nur die Sauerstoffversorgung der A-AOC wahrend der Ischamie,
sondern die antioxidative Aktivitat des A-AOC-tRES-Systems in diesem komplexen Szenario
beurteilt werden. Zur Evaluierung der Zellschdden dienen die Parameter Cytotoxizitat,
Apoptose und intrazellularer oxidativer Stress. Als Zellkulturmodell werden HL-1-
Kardiomozyten verwendet. Aufgrund seiner hohen Sauerstoffsensitivitat stellt das Herz das
optimale Versuchsobjekt fur funktionelle Untersuchung der A-AOC dar. Die aus dem in vitro
Versuch gewonnenen Erkenntnisse sollen das Fundament fir ex vivo Perfusionssyteme
bilden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Stoff

Hersteller

(+)-Norepinephrine-(+)-bitartratsalz

2', 7'-Dichlorofluorescin-Diacetat

2,2'-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure)-Diammoniumsalz (ABTS)
5-Amino-3-(4-morpholinyl)-1,2,3-oxadiazoliu
chlorid
6-Hydroxy-2,5,7,8-teramethylchroman-2-
carbonsaure (Trolox)
8-Anilino-1-naphthalin-sulfonsaure-
Ammoniumsalz (ANS)

Acetonitril; geeignet fir HPLC-Analysen
Ammoniumpersulfat

Bisacrylamid

Borsaure

Bovines Serumalbumin, Fraktion V
Bromkresolgrun

Bromphenolblau
Calciumchlorid-dihydrat

CellROX™ Green

Claycomb-Medium
Diethylentriamintentaessigsaure (DTPA)

Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Entrahmtes Milchpulver
Essigsaure > 99%

Ethanol 100%, rein

Ethanol 70%, vergallt

Fetales Kélberserum (FBS)
Fibronectin (1mg/mL)
Gelatine aus boviner Haut

Glucose

m
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Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Roche Diagnostics,
Deutschland

Mannheim,

Cayman Chemical, Michigan, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
VWR, Pennsylvania, USA
Invitrogen, Massachusetts, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

Apotheke Universitatsklinikum Essen,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Apotheke Universitatsklinikum Essen,
Deutschland
Apotheke Universitatsklinikum Essen,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Glycin

HEPES

Igepal CA-630

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumcyanid
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumperoxodisulfat > 99%
L(+)-Ascorbinsaure
L(+)-Ascorbinsdure-Natriumsalz, fur Zellkultur
L-Glutamin

Luminol

Natriumdodecylsulfat in Pelletform
Natriumhydrogencarbonat (Natron)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

Natriumtetraborat (Borax)

Penicillin/Streptomycin

Perfluordecalin HP

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
(Tween 20)

Proteaseinhibitor cOmplete Mini, EDTA frei
Broad

Proteinmarker Spectra™ Multicolor

Range Protein Ladder
Sauerstoff medicAL 100%

Tetramethylethylendiamine (TEMED)
THIOLYTE® Monobromobimanreagenz

trans-Resveratrol, USP reference standard
Tris-HCI
Trockenhefe (Saccharomyces cerevisiae)

Trypanblau

Trypsin/EDTA (0,05% Trypsin in 0,02% EDTA-
Natrium
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PanReac AppliChem and ITW Reagents,
S.R.L.

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck Millipore, Massachusetts, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

F2 Chemicals,
Kdnigreich

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Preston, Vereinigtes

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

AirLiquide, Dusseldorf, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Merck Millipore, Massachusetts, USA

United States Pharmacopeial
Convention, Rockville, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA
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Automatische Zellzahlhilfe

Blutgasanalysegeréat

CD-Spektropolarimeter

Chemilumineszenz-
Dokumentationssystem

COz-Inkubator

Dispergierwerkzeug

DLS

Elektrische Pipettierhilfe

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzspektrometer

Gelkammer

Hochdruckhomogenisator

Hochleistungs-Dispergiergerat

Hypoxiekammer

Kihlzentrifuge 1

Kuvettenschleuder

Cellometer Auto T4

ABL 800 flex

J-715

FUSION FX700
MCO-18AIC

S25N-25F

NANO-flex®

RF3000

SBC 21

Axiovert 200M

Jasco FP-8300 mit PCT-818
Temperaturkontrollelement

Mini-Protean Tetra, vertikale
Elektrophoresekammer

LM20 Microfluidizer

Ultra-Turrax T25 basic

Whitley H35

Universal 320R

KS 8 CE

19

Tween-20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
2.2 Gerate
Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerate tabellarisch
aufgefihrt:
Gerat Bezeichnung/Modell Hersteller
INTEGRA Biosciences
Absaughilfe VACUBOY Handoperator GmbH, Biebertal,

Deutschland

Nexcelom Bioscience,
Massachusetts, USA
Radiometer,
Kopenhagen, Danemark
JASCO GmbH,
Pflungstadt,
Deutschland

Vilber, Eberhardzell,
Deutschland

Sanyo, Osaka, Japan

IKA-Werke, Staufen,
Deutschland

Microtrac Europe, Haan,
Deutschland

Biozym, Oldendorf,
Deutschland

Scaltec Intruments
GmbH, Géttingen,
Deutschland

Zeiss, Jena,
Deutschland

JASCO GmbH,
Pfungstadt, Deutschland
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen,
Deutschland
Microfluidics
International
Corporation,
Massachusetts, USA
IKA-Werke, Staufen,
Deutschland

Don Whitley Scientific,
Yorkshire, United
Kingdom

Hettich, Bach, Schweiz

JASCO GmbH,
Pfungstadt, Deutschland
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Lichtmikroskop

Magnetrihrer

Mikrotiterplatten-
Fluoreszenzlesegerat

Netzteil

Obijektiv 10x
(Fluoreszenzmikroskop)

Optischer Oz Sensor

pH-Meter

Préazisionswaage

Respirometer

Rheometer

Rohrchen-Luminometer

Sterilbank

Tischzentrifuge

UV/Vis-Spektralphotometer

UV-Transilluminator

Vakuumpumpe

Vibrationsmischer

Wasseraufbereitungsanlage

Wasserbad

Western-Blot-Transfersystem

Zellzahlkammer

Zeta-Potential

CK 40
C-MAG-HS7

FLx 800
PowerPac™ Basis

A-Plan

SDR SensorDish® Reader

pH 900
Kern 573

Oroboros O2K

MCR 92
Junior LB 9509

HERA safe
MiniSpin
Specord S 600

BioDoc-LT™-Imaging
System

Membran-Vakuumpumpe
N811

VF Z

MilliQ® Advantage A 10

WB 10mT

Trans- Blot Turbo

Typ Neubauer

Stabino®
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Olympus, Tokyo, Japan

IKA-Werke, Staufen,
Deutschland

Biotek, Vermont, USA

Bio-Rad Labor

Zeiss, Jena,
Deutschland

PreSens Precision
Sensing GmbH,
Regensburg,
Deutschland

Precisa Gravimetrics
AG, Dietikon, Schweiz
Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern,
Deutschland
Oroboros Instruments,
Innsbruck, Osterreich
Anton Paar. Graz,
Osterreich

Berthold Technologies,
Bad Wildbad,
Deutschland

Heraeus, Hanau,
Deutschland
Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland
Analytik Jena, Jena,
Deutschland

UVP, Upland, USA

KNF Neuberger GmbH,
Freiburg im Breisgau,
Deutschland
IKA-Werke, Staufen,
Deutschland

Merck Millipore,
Massachusetts, USA
P-D
Industriegesellschaft,
Dresden, Deutschland
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen,
Deutschland
Marienfeld-Superior,
Lauda-Konigshofen
Microtrac Europe, Haan,
Deutschland
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Material

Modell

Hersteller

Ansaugspritze

Bottletop-Filter mit 250 mL
Fassungsvermogen

Dialyseschlauche

Lumineszenzrohrchen
Nitrilhandschuhe
Pergaminpapier
Pipettenspitze
Quarzglaskivette
Reaktionsgefal
Serologische Pipetten
Spektralphotometer-Kivette
Spritze
Spritzenvorsatzfilter
Sputumrdhrchen
Transwell-Inserts
Ultramikro-Kuvetten
Wiegeschalchen
Zellkulturflasche

Zellkulturplatte

Zellkulturplatte mit
integriertem
Sauerstoffsensor

Zellschaber

PICO 50

Rapid-Filtermax
High retention seamless

cellulose tubing;
Ausschlussgrenze 12400 Da

5mL
Dermagrip Ultra Long

100 x 100 mm

20, 100 und 1000 pL

1 mm Schichtdicke und ein
Fassungsvermdégen von 350 pL

0,5mL;1,5mL; 2mL
2,5,10,25mL
Acryl-HalbmikrokUvette
Original Perfusor ® 50 mL
Minisart®; Porengrof3e 0,2 uM

15 mL; 50 mL

6-Well Tissue Culture Inserts
mit transparenter Membran

Fluoreszenz-Kivette
7 mL
T25; T75

6-Well-Platte; 96-Well-Platte

OxoDish® OD24

2-Positionen-Klinge, Grofze M
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Radiometer, Kopenhagen,
Danemark

TPP (Techno Plastic
Products), Trasadingen,
Schweiz

Sigma Aldrich, St.
USA

Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Deutschland

WRP, Hgnefoss, Norwegen

Louis,

Whatman, Dassel,
Deutschland

Sarstedt, NUrnberg,
Deutschland

Hellma GmbH & Co. KG,
Miullheim, Deutschland
Sarstedt, NlUrnberg,
Deutschland

Sarstedt, Nurnberg,
Deutschland

Sarstedt, NlUrnberg,
Deutschland

B. Braun SE, Melsungen,
Deutschland

Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Sarstedt, Nurnberg,
Deutschland

Sarstedt, Nlrnberg,
Deutschland

Hellma GmbH & Co. KG,
Miullheim, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis,
USA

Sarstedt, Nurnberg,
Deutschland

Sarstedt, Nurnberg,
Deutschland

PreSens Precision Sensing
GmbH, Regensburg,
Deutschland

Sarstedt, NUrnberg,
Deutschland
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2.4 Medien und Puffer

Bezeichnung

Hersteller/Zusammensetzung

ABTS-Stammlésung

Acetat-Tween-Puffer
100 pmol/L

Blockierlésung

Boratpuffer-Stammadsung

Bromkresolgrin-Lésung

Chemilumineszenz-Gemisch

Gelatine/Fibronectin-Lésung

3,8 mg/mL (7 mM) ABTS

0,662 mg/mL (2,45 mM) Kaliumperoxodisulfat
Aufgenommen in PBS

Lichtgeschutzte Inkubation Giber Nacht bei RT

100 pmol/L Essigsaure

0,17% (v/v) Tween 20

pH 4,0 (pH-Anpassung mit Natriumhydroxid-Lésung 1
mol/L)

5% wi/v entrahmtes Milchpulver in 1x TBST-T
Bei 4°C gelagert
620 mg Borsaure werden in 50 mL Aqua bidest.

aufgenommen.

201 mg Borax wird zur Losung zur Lésung gegeben
und unter Ruhren bei 80°C gel6st.

Mit Aqua bidest. auf 80 mL auffillen.

pH 7,95 (pH-Anpassung erfolgte mit 1 mol/L Salzsaure)
Zusammensetzung der Stammldsung:

16,76 mg Bromkresolgrin in 400 yL Natriumhydroxid-
Ldsung aufnehmen (1mol/L), mit Aqua bidest. auf 20
mL auffillen.

Zusammensetzung der Gebrauchslésung:
Stammosung wird 1:12 mit Acetat-Tween-Puffer (pH
4,0)

Endkonzentration des Bromkresolgriins lag bei

70 pg/mL

100 uM DTPA

400 uM Luminol

25 mM Natriumhydrogencarbonat

Geldst in Boratpuffer-Stammlésung

pH 8,2 (pH-Anpassung erfolgte mit 1 mL 1 mol/L
Salzséaure)

0,1g Gelatine geldst in Aqua bidest.

Steril filtriert und autoklaviert.

50 mL der Gelatinestammlésung wird mit 250 pL

Fibronectin versetzt.
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GOx-HRP-Stammldsung

Laufpuffer; 10x

Luminol-Stammldsung

Medium zur Kryokonservierung
Minimalmedium

Norepinephrine-Stammldsung

Perfusionsmedium/

modifizierter Krebs-Henseleit-
Puffer (mKHP)

Phosphatgepufferte Saline Losung
(PBS)

6 mL Aliquots wurden bei -20 °C gelagert

5 nM GOx

10 nM HRP

2 mM ABTS

1 mM D-Gluose

25 mM Tris-HCL

0,1 gew-% SDS

192 mM Glycin

Gel6stin 1 L Aqua dest.

8,5 mg Luminol werden in 1,63 mL 1 mol/L
Natriumhydroxid aufgenommen. Anschlie3end erfolgt
die Zugabe von 3,225 mL Aqua bidest.

Das Behaltnis der Stammlésung wird lichtgeschiitzt bei
4°C gelagert und maximal 48 h nach Herstellung
verwendet.

Endkonzentration des Luminols: 10 mM

Fetales Kalberserum versetzt mit 5% DMSO
Claycomb-Medium

1 % Penicillin/Streptomycin

1 % L-Glutamin

80 mg Norepinephrine in 25 mL einer wassrigen 30 mM
L-Ascorbinsaure.

Gemisch wurde steril filtriert, in 3 mL Aliquots aufgeteilt
und bei -20 °C gelagert.

Stabil fur einen Monat

118 mM NacCl

4,7 mM KCI

0,8 mM MgSOa4

25 mM NaHCOs3

1,2 mM KH2PO,4

5 mM D-Glucose

2 mM Na-Pyruvat

2,5 mM CaCl;

1,37 mol/L

27 mmol/L

100 mmol/L Natriumhydrogenphosphat

20 mmol7L Kaliumdihydrogenphosphat

23



2. Material und Methoden

Salinlésung zur Simulierung
ischamischer Umstande
(Hypoxiemedium)

Sammelpuffer, 4x

SDS-Puffer; 4x

SIN-1-Stammldsung

Supplementiertes Claycomb-

Medium

TBS-T

Trennpuffer; 4x

Tris gepufferte Salinlésung (TBS);

10x

Waschmedium

Whole Cell-Lysepuffer

pH 7,4

137 mM NacCl

12 mM KCI

0.5 mM MgCl,'6H.0

0.9 mM CacCl,2H,0

4 mM HEPES, 20 mM Na Lactate
pH 6.2

251 mM Tris-HCI

6,9 mM SDS

pH 6,8; gelagert bei 4 °C

200 mM Tris, pH 6.8

8 % SDS

10 % B-Mercaptoethanol

0.02 % Bromphenolblau

4 % Glycin

1 mg SIN-1 Chlorid gel6st in 500 pL 50 mmol/L

KH.PO4-Puffer.

Finale Konzentration betréagt 10 mmol/L

Claycomb-Medium

10 % Fetales Kélberserum

1 % Penicillin/Streptomycin

10 mM Norepinephrin in 30 mM L-Ascorbinsaure
1 % L-Glutamin

1x TBS

0,2 vol-% Tween 20

1,5 M Tris-HCI

13,9 mM SDS

pH 8,8

137 mM NacCl

20 mM Tris-HCI

pH 7.6

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
10% FBS

1% Penicillin/Streptomycin

500 pL 10% Igepal CA-630

30 uL 0,5 M NaCL

500 pL 1 M Tris-Puffer (pH 7,9)
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100 pL 0,5 M EDTA

Mit 1 x PBS auf 20 mL auffiillen

Proteaseinhibitor in Tablettenform wird in 1 mL Aqua

bidest. aufgeldst und 1:10 mit dem oben aufgefiihrten

Puffer

verdinnt.

Eine Modifikation der Standardformulierung des Krebs-Henseleit-Puffers war vonnéten, da die

Anwesenheit von BSA zu einer Reduktion der freien Calcium- und Glucosekonzentration fihrt.

Die pH-Werte der salinen Losungen (Hypoxiemedium, mKHP) wurde unter Verwendung eines

pH-Meters angepasst. Fur Anpassung und Quantifizierung der Elektrolyte (K*, Na*, Ca?*, CI)

und Glucose erfolgte mit dem Blutgasanalyse

2.5 Kits

Bezeichnung

gerat ABL 825 FLEX.

Hersteller

DC (Detergent Compatible)-Proteinassay

DCFDA/H.DCFDA Cellular ROS Assay Kit

SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit

2.6 Antikorper

Priméarantikorper

Bio-Rad Laboratories Inc., Kalifornien, USA

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Kalifornien, USA

Bezeichnung Spezies Hersteller Verdinnung
Anti-Actin, N-terminal Hase Sigma-Aldrich 1:2000
Caspase 3/ ;_)_17/P19 Hase Proteintech 1:1000
polyklonaler Antikorper

HIF-1a (C-Terminal) .
polyklonaler Antikérper Hase Cayman 1:1000
Sekundarantikérper

Bezeichnung Spezies Hersteller Verdinnung
Anti-Hase-

Zweitantikorper, Ziege Sigma-Aldrich | 1:10000

Meerrettichperoxidase-
linked
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2.7 Software

Software Version
DatLab 7.4.0.4
Evolution-Capt Edge 18.08f
FIJI ImageJd 1.53c
Gen 5 111
Microsoft PowerPoint 2016
Microtrax FLEX Software 11.0.0.5
PreSens SDR 4.0.0
Spectramanager™ 2.0
Stabino Control 2.00.27.02
WInASPECT 2.5
ZEN blue 3.0

2.8 Allgemeine Partikel- und Syntheseanalysen

2.8.1 Synthese des artifiziellen Sauerstofftragers (A-AOC)

Fur die Synthese der artifiziellen Sauerstofftrager bediente man sich der Methode der
Hochdruckhomogenisierung. Ein Syntheseansatz setzte sich aus 4 mL reinem Perfluordecalin
und 20 mL einer steril filtirierten, 5% w/v BSA-LOsung zusammen. Beide Lésungen wiesen
eine Temperatur von 4 °C auf. Dabei wurde die Proteinldsung vorgelegt und das PFD
hinzugegeben. Durch die hohe Dichte des PFDs lief dieses durch die Proteinphase und lagerte
sich als makroskopische Perlen am Grund des Reaktionsgefal3es an. Mithilfe eines
Hochleistungs-Dispergiergerats (Ultra-Turrax®, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland) wurde bei 13.400 rpm eine Praemulsion erzeugt, welche anschlieend dem
Hochdruckhomogenisator (Microfluidizer® LM 20) zugefiihrt wurde. Im Zuge dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene Arten des A-AOC-Synthese verwendet:

1. Die erste Form der Synthese wurde gruppenintern als Standardsynthese bezeichnet.
Hierbei wurde die Prdemulsion unter Einsatz eines Betriebsdrucks von 20.000 psi
vollstéandig prozessiert und mit einem 50 mL Sputumréhrchen aufgefangen.

2. Die zweite Syntheseart stellt eine Weiterentwicklung der Standardsynthese dar und
wird als modifizierte Kaltsynthese (MOK) bezeichnet. Mithilfe  eines
Perfusionsschlauchs wurde am Hochdruckhomogenisator ein geschlossener Kreislauf
erzeugt, der eine Rezyklisierung des Syntheseansatzes ermdglichte. Die

Nanoemulsion wurde in zwei Stufen mit einem Druckgradienten erzeugt: Zunachst
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wurde der Ansatz einem Druck von 20.000 psi fur 15 Stof3e ausgesetzt, der dann fur
weitere 15 StoRRe auf 30.000 psi erhéht wurde. Bei 30.000 psi wurde die Probe auch
final ausgeworfen und ebenfalls mit einem 50 mL Sputumréhrchen aufgefangen.

Um wahrend der Synthesen Einfluss auf die Temperatur nehmen zu kénnen, verflgt das
System Uber eine ausgelagerte Kihlispirale. Diese wirde 20 Minuten vor Beginn der
Synthesen mit Eis Uberdeckt, so dass die Partikel bei einer Temperatur knapp tGber dem
Gefrierpunkt hergestellt wurden. Beide Synthesen lieferten eine Emulsion mit einer

theoretischen Volumenfraktion von etwa 16,67 vol%.

2.8.2 Aufreinigung der Partikelsynthese

Bei der Synthese der Sauerstofftrager wird nur ein geringer Teil des Albumins flir die Formation
der Partikelhllle bendétigt. Die Analyse der Partikel erforderte im Falle einiger Methode die
Eliminierung des Uberschissigen Proteins. Die Aufreinigung der Suspension erfolgte in einem
dreischrittrigen Programm, das sich aus wiederholtem Zentrifugieren und Resuspendieren

zusammensetzte:

1. Zentrifugation der Synthese bei 1500 x g / 4 °C fur 120 Minuten. Der Uberstand wurde
verworfen und die pelletierten Partikel in autoklaviertem Aqua bidest. aufgenommen.

2. Erneute Zentrifugation bei 1000 x g / 4 °C. Anschlieiende Resuspension des Pellets
wie oben beschrieben.

3. Wiederholung des zweiten Schritts.

Nach Beendigung der Aufreinigung wurde das Volumen der Ausgangsmenge angepasst. Bei
Bedarf erfolgte die Aufnahme des Pellets nach finaler Zentrifugation in einem abweichenden
Medium, was an gegebener Stelle angemerkt wird. Mithilfe eines Bromkresolgrinassays
wurde die Proteinmenge im Uberstand ermittelt. Weiterhin nutzte man einen Oxygraphen, um

einen potenziellen Verlust an PFD und somit A-AOC bestimmen zu kdnnen.

Die Aufreinigung der Standardsynthese folgte einem &ahnlichen Protokoll, welches der
folgenden Tabelle festgehalten wird und auf gruppeninternen Arbeiten von Fabian Nocke und

Johannes Jagers basiert.

Standardsynthese (Syntheseweg A) MOK-Synthese (Syntheseweg B)

Tag 1 e 20 mL 5% BSA +4 mL PFD e 20 mL 5% BSA + 4 mL PFD
e Voremulsion 13.400 rpm e Voremulsion 13.400 rpm
e Hochdruckhomogenisierung - e Hochdruckhomogenisierung
1 Zyklus; 20.000 psi) - 15 Zyklen; 20.000 psi
e Zentrifugation - 15 Zyklen; 30.000 psi
- 10 Stunden, 1000 x g
Tag 2 ¢ Uberstand wird verworfen: e Zentrifugation
Aufnahme des Pellets in Aqua - 2 Stunden, 1.500 x g
bidest.
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Zentrifugation

-> 3 Stunden, 1000 x g
Uberstand wird verworfen;
Aufnahme des Pellets in Aqua
bidest.

Erneute Zentrifugation

- 2 Stunden, 1000 x g
Verwerfen des Uberstande und
Aufnahme des Pellets in Aqua

Uberstand wird verworfen;
Aufnahme des Pellets in Aqua
bidest.

Zentrifugation

- 1 Stunde, 1.000 x g
Uberstand wird verworfen:
Aufnahme des Pellets in Aqua
bidest.

Zentrifugation

bidest. - 1 Stunde, 1000 x g

e Uberstand wird verworfen;
Resuspension (Tragermedium
wird an gegebener Stelle

angegeben
Tag 3 e AbschlieRende Zentrifugation e Beladung mit tRES nach
(30 min, 2000 x g) Protokoll

e Uberstand verwerfen und
Beladung nach Protokoll

Mit Ausnahme der Ischdmie-Reperfusionsversuche wurden alle Analysen funktioneller und
struktureller Natur mit aufgereinigten A-AOC-Anséatzen durchgefihrt, um eine isolierte
Untersuchung der A-AOC und des A-AOC-tRES-Systems zu ermdglichen.

2.8.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Methode der dynamischen Lichtstreuung (DLS) liefert Informationen tber die Dynamik und

damit ebenfalls Uber die Gréenverteilung von Kolloiden in Dispersionen. Die Analyse erfolgt
durch die Bestrahlung der Partikel mit einem monochromatischen Laserlicht, welches eine
Wellenlange von 780 nm und eine Leistung vom 3 mW aufweist. Dabei werden die streuenden
Eigenschaften des Kolloids zur Gewinnung von Daten zunutze gemacht. Bei Kollision mit
einem in Losung befindlichen Partikel wird das Laserlicht in alle Richtungen gestreut. Die
Brown’sche Molekularbewegung der Partikel verursacht eine Frequenzverschiebung
zwischen einstrahlenden und gestreutem Licht, die anhand der daraus resultierende optische
Interferenz der beiden Strahlengénge ermittelt werden kann. Die Frequenzverschiebung
wiederum kann zur Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel genutzt werden.
Anschlielend kann mithilfe der Stokes-Einstein-Beziehung der hydrodynamische Radius bei

bekannter Temperatur und Viskositat berechnet werden:

kg T
D=-2
6nnr

D: Diffusiongeschwindigkeit, ks: Boltzmann-Konstante, T: Temperatur, n: Viskositat der Suspensionslésung und

r = hydrodynamischer Radius der Partikel.
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Im Gegensatz dazu wird die PartikelgroRenverteilung einer heterogenen Emulsion tber das
logarithmisch transformierte Leistungsspektrum des gestreuten Lichts kalkuliert.

PartikelgréRBenverteilungen der Sauerstofftrager wurden mit der NANO-flex®-System von
Microtrac (Haa, Deutschland) aufgezeichnet, welches imstande ist, im 180°-Winkel zum
Einstrahlwinkel gestreutes Laserlicht zu detektieren. Fir die Messung wurden 0,5 mL der A-
AOC-Emulsion in eine 2 mL Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die am Gerat angebrachte Lasersonde
wurde bis zu einer an der Sonde befindlichen Markierung in die Probe getaucht. Messungen
wurden bei 21°C Umgebungstemperatur und unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
Brechungsindex: 1,345; naoec: 2,232 mPa*s; nasec: 1,974 mPa*s. Resultate wurden als Mittel
aus drei Messungen (jeweils funf Minuten) gebildet. Die Auswertung erfolgte mit der

Herstellersoftware Microtrac Flex (Version 11.0.05).

2.8.4 Sauerstoffkapazitdtsbestimmung mithilfe eines Oxygraphen

Sauerstoffkapazitaten unterschiedlicher Ansatze wurden mittels Oxygraphie ermittelt. Die
Messungen erfolgen in zwei auf 37 °C temperierten Kammern, die sich durch Stopfen gasdicht
verschlieBen lassen und eine gleichzeitige Messung von Duplikaten ermdglichen. Eine diinne
Kapillare im Stopfen gestattet die Zugabe von Reagenzien mit einer ebenfalls gasdichten
Hamilton-Spritze. Die flr die Bestimmung der Sauerstoffmenge verantwortliche Elektrode
befindet sich am Boden der Messkammer und ist durch eine Teflonmembran von dem Inhalt
der Messkammer getrennt. Der sich im Ansatz geloste Sauerstoff diffundiert Uber die
Teflonmembran und erféahrt eine Reduktion an der Kathode. Es wird ein zur
Sauerstoffkonzentration proportionaler Strom zwischen Kathode und Anode erzeugt.

Proben wurden vor der Messung fiir 30 min in einem Wasserbad auf 37 °C aquilibriert und mit
einem konstanten Sauerstofffluss von 0,5 L/min unter Rihren oxygeniert. Die Oxygenierung
erfolgte in einem gasdichten Braunglas-GefalR mit Septum. Zuséatzlich wurde vor Beginn der
Messung ein Nullpunkt als Ausgangswert etabliert. Dazu wurden die Messkammern mit 2 mL
einer Hefesuspension geftillt (2,9 mg/mL Trockenhefe in Natriumphosphatpuffer). Sobald der
sich in der Kammer befindliche Sauerstoff durch die respiratorische Aktivitat der Hefe
verbraucht und der Nullwert erreicht wurde, wurden 50 pL einer 100 mM Kaliumcyanid-LOsung
(Endkonzentration 2,5 mM) zugegeben. Dadurch erfolgt die Hemmung der Hefeaktivitat und
eine Stabilisierung des Nullwerts als Ausgangspunkt. Fur die Messung wurden 50 pL der
oxygenierten Probe zugegeben. Proportional zu der in der Probe gelosten Menge wird eine
Veranderung der O>-Konzentration in der Messkammer detektiert. Jede Probe wurde pro
Messkammer dreimal gemessen (insgesamt sechs technische Replikate). Die Auswertung der

generierten Daten wurde mithilfe der Herstellersoftware DatLab, Version 7.4.0.4, durchgefuhrt.
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2.8.5 Rheologische Bestimmung von Viskositat und Schubspannung

Viskositatsmessungen von kinslichen Sauerstofftragern wurde mithilfe eines modularen
Kompaktrheometers (MCR 92, Anton Paar, Graz, Austria). Dabei wurden 1,1 mL Probe auf
ein Kegel/Platte-basiertes Messsystem aufgetragen (CP60-1, Anton Paar, Graz, Austria),
welches Scherraten von 1 bis 5000 s wahrend den Messungen erzeugt. Aus dem dafur

bendtigten Drehmoment erfolgte die Berechnung der Schubspannung 1

r="F/y

Und daraus wurde die Scherviskositat n nach Newtons Viskositatsgesetz abgeleitet:

n= T/y

Dabei sind F: Scherkraft (aus dem benétigten Drehmoment), A: Flache des Messsystems
(Scherflache) und y: Scherrate. Die Proben wurden vor Durchfihrung der Messung fir zwei
Minuten bei 37 °C aquilibriert. Die Aufrechterhaltung der Messtemperatur wurde von einer mit
einem Peltierelement versehenen Kammer gewdhrleistet. Die Berechnung und Auswertung

der erfassten Datenpunkte wurde mit der Herstellersoftware RheoCompass 1.26 durchgefihrt.

2.8.6 UV/Vis Photometrie

Fur Untersuchungen mittels UV/Vis-Spektroskopie wurde stets 1 mL der zu analysierenden

Probe in eine Acryl-Kunststoff-Klvette tberflihrt. Die Kivette wurde in den Strahlengang des
UV/Vis-Spektrometers platziert und ein Spektrum des gesamten méglichen Spektralbereichs
aufgezeichnet (200 — 800 nm). Fir die Messung verwendete Dilutionen werden an betroffenen

Stellen erwahnt.

2.8.7 Bromkresolgriin-Farbung (BKG)

Quantifizierungen von Albuminkonzentrationen erfolgten mithilfe einer Bromkresolgrin-

Farbung. Das hier verwendete Protokoll basiert dabei auf einer von Schirardin et al.
vorgestellten Vorgehensweise!?.1 mL der BKG-Gebrauchslosung wurde in einem 1,5 mL
Reaktionsgefall und mit 5 pL der zu untersuchende BSA-L6sung versetzt. Durch die
Verwendung eines Vortex wurde der Ansatz grindlich gemischt. Die Interaktion von
Bromkresolgriin und Serumalbumin resultiert in einer Farbanderung der Gebrauchslésung von
grin  nach blau. Die Verwendung von BKG zur Determinierung von
Serumalbuminkonzentrationen wird als Standardmethode betrachtet, dennoch verbleiben die
molekularen Mechanismen der Protein-Farbstoff-Wechselwirkung und der Farbénderung
groRtenteils im Dunkeln. Eine reversible Bindung von Bromkresolgrin an die Sudlow-1-
Bindetasche des Proteins ist jedoch bereits bekannt!?°. Die Farbverschiebung des BKG kann

photometrisch bei 625 nm quantifiziert werden. Mithilfe einer Standardkonzentrationsreihe
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(0.25 %, 0.5 %, 1 %, 2.5 %, 4% und 5 % BSA) wurde anhand der Absorptionswerte, die in der
jeweiligen Probe vorliegende BSA-Konzentration bestimmt.

Diese Methode kam, unter anderem, zur Bestimmung der BSA-Menge zum Einsatz, welche
bei der Partikelsynthese verbraucht wurde. Hierflr wurden die Partikel nach erfolgter Synthese
pelletiert und eine Volumenfraktion des Uberstandes abgenommen. Diese Probe wurde
mithilfe der BKG-Farbung auf den Proteingehalt untersucht. Die ermittelte
Proteinkonzentration wurde von der Ausgangsmenge von 5 w/v % subtrahiert, um als

Partikelhtille vorliegende Proteinmenge zu bestimmen.

2.9 Methoden zur Analyse der Proteinhiille

2.9.1 CD-Spektroskopie
CD-Spektren zur Untersuchung der Sekundéarstrukturen von BSA und A-AOC in An- und

Abwesenheit von tRES wurden mithilfe des CD-Spektropolarimeter J-175 von Jasco
aufgezeichnet. Die Messungen wurden in 1 mm Quartzglaskivetten in einem Bereich von 190-
260 nm durchgefihrt. Fir jede Probe wurden drei konsekutive Scans durchgefiihrt, deren
Mittel das finale Spektrum und Resultat bildete. Die Absorption sowie Elliptizitat der Probe
wurden von dem Geréat in Milligrad aufgezeichnet. Eine Konvertierung der Daten in mean
residual ellipticity (MRE) war erforderlich, um anhand der Werte die Zusammensetzung der
sekundaren Struktur bestimmen zu kdnnen. Die Umwandlung der Werte wurde mithilfe von
DichrowWeb unter Verwendung eines CDSSTR-Algorithmuses durchgefiihrt'30131,  Als
Tragermedium der Proben diente steriles Aqua bidest. und die Messtemperatur lag bei 25 °C.

2.9.2 Analyse des Tryptophanguenchings

Die proteininterne Tryptophanfluoreszenz des Albumins wurde in An- und Abwesenheit von
tRES untersucht. Die Erfassung der Fluoreszenzsignale erfolgte mit dem Spektrofluorometer
Jasco FP-8300. 60 pL der Probe wurden in eine Ultramikroklvette Gberflhrt und diese in den
Strahlengang des Anregungslasers platziert. Die Anregung erfolgte bei 280 nm, wobei die
Frequenz des Anregungslasers auf 350 V und die Spaltbreite fiir Anregung und Emission auf
5 nm fixiert wurde. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt. Ein Kontrollelement (PCT-
818) gewahrleistete eine Aufrechterhaltung der gewiinschten Temperatur. Die Emission in
einem Spektrum von 285-450 nm wurde aufgezeichnet. Die Erfassung der Daten erfolgte mit
der Herstellersoftware Spectramanager™. Als Tragermedium aller Proben diente steriles

Aqua bidest.

2.9.3 Ermittlung des Zeta-Potentials

Treten Partikel mit einem flissigen Tragermedium in Kontakt, so formiert sich um das Partikel
eine lonenhiille als elektrische Doppelschicht, bestehend aus freien lonen, die in der fliissigen

Phase dissoziiert vorliegen. Dieses Phanomen beruht auf der Oberflachenladung der Partikel,
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die anziehend auf lonen des umliegenden Mediums wirkt. Wahrend ihrer Bewegungen durch
die Flussigkeit werden die Partikel stetig von der lonen-Doppelschicht begleitet, die sich
entlang ihrer Grenzflache bewegt. Diese wird auch als Scherebene bezeichnet. Das
elektrische Potential an dieser Scherebene ist das zu detektierende Zeta-Potential ¢, welches
als Indikator fur die Stabilitat der Partikel gegen Agglomeration dient und die Einheit Millivolt
(mV) tragt.

Die Bestimmung des Zeta-Potentials der A-AOCs erfolgte mit dem Stabino® von Microtrac
(Haa, Deutschland). 1 mL der zu untersuchenden Probe wird in einen Teflon-Messbecher
Uberfuhrt. Ein StoRel wird in das Probengefald vorsichtig eingeflhrt und die gesamten
Konstruktionen an eine Halterung des Messgerats angebracht. Die Partikel liegen nun
elektrostatisch immobilisiert an den Becherwanden vor. Durch oszillierende Bewegungen des
StoRels wird ein Flussigkeitsstrom erzeugt, wodurch eine Deformation der lonenwolke und
eine Ladungstrennung erreicht wird. Das Ausmal3 der Ladungstrennung stellt das Zeta-
Potential dar und wird Uber zwei Elektroden erfasst, die mit dem Messbecher in Kontakt
stehen. Fir jede Probe wurden 10 Messpunkte ermittelt, deren Mittelwert das finale Zeta-
Potential darstellte. Alle Messungen wiirden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Erfassung und
Berechnung der Daten wurden von der geratinternen Software Stabino® Control (Version
2.00.27.02) durchgefiihrt. Messungen wurden bei einem physiologischen pH von 7,4
durchgefihrt.

2.9.4 Quantifizierung von Sulfhydryl-/Thiolgruppen

Die Quantifizierung von Sulfhydrylruppen sowohl am nativen BSA als auch an der Proteinhulle
der Partikel konnte durch die Verwendung des Fluorophors Thiolyte® realisiert werden. Hinter
dem Produktnamen verbirgt sich ein Monobromobiman-Reagenz, welches mit einem
Allylbromid als funktionelle Gruppe ausgestattet ist. Das Allylboromid ist imstande innerhalb
kirzester Zeit unter physiologischen Bedingungen und Ablauf einer Alkylierunsreaktion (hohe
Reaktionskinetik) mit Sulfhydrylgruppen ein kovalentes Addukt auszubilden. Dabei besitzen
Monobromobimane die Besonderheit, erst nach erfolgreicher Interaktion mit reduzierten
Thiolgruppen zu fluoreszieren.

Bei der Bestimmung des Sulfhydrylgehaltes kamen aufgereinigte Partikel zum Einsatz. Als
Tragermedium fur BSA und Partikel diente dabei autoklaviertes Aqua bidest. und der pH in
den physiologischen Bereich von 7,4 angehoben. Das Monobromobiman-Reagenz wurde in
einem leichten molaren Uberschuss zum Protein eingesetzt, um eine vollstandige Erfassung
aller vorliegenden Sulfhydrylgruppen zu gewahrleisten. So wurden BSA und Partikel in einem
molaren Verhaltnis von 1:5 mit der Monobromobiman-Stammlésung (10 mM in Acetonitril
geldst) behandelt. Die behandelten Proben wurden unter Ausschluss von Licht und bei RT fir

10 min inkubiert.
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Monobromobimane, die ein Addukt mit einer Sulfhydrylgruppe ausgebildet haben, besitzen ein
Absorptionsmaximum bei 370-385 nm und emittieren Licht mit Wellenlangen von 477-485 nm.
Daher konnten bereits erste Eindriicke mithilfe eines UV-Transilluminators gewonnen. Eine
Quantifizierung des Fluoreszenzsignals wurde anschlieBend mit einem Mikrotiter-

Fluoreszenzlesegerat durchgefiihrt.

2.9.5 Blockierung von Sulfthydryl-/Thiolgruppen

Verfugbare Sulfhydrylgruppen des freien BSA und der Proteinhtlle der A-AOC wurde mithilfe
des alkylierenden Reagenz N-Ethylmaleimid (NEM) blockiert. Die erforderliche Maleimid-
Reaktion mit Sulfhydrylgruppen findet zwischen einem pH-Wert von 6,5-7,5 statt, weswegen
der pH-Wert der zu untersuchenden Ansétze an den benétigten Bereich angepasst wurde.
Aus der Reaktion geht eine irreversible Thioethergruppe hervor und endet in einer
Ethylgruppe, welche das Sulfhydryl erfolgreich blockiert.

Fur die Durchfiihrung der Blockade bediente man sich eines angepassten Protokolls, welches
von Marley et al.’*2 abgeleitet und angepasst wurde. Aufgereinigte A-AOC-Anséatze der MOK-
Synthese wurden mit einer finalen Konzentration von 1 und 2 mM NEM versetzt. Behandelte
Proben wurden unter standiger Invertierung unter Ausschluss von Licht und bei
Raumtemperatur fir 2 Stunden inkubiert. Anschlie3end wurde mit den Proben so verfahren,

wie in 2.9.4 beschrieben.

2.9.6 Untersuchung hydrophober Regionen des Albumins

Um weitere Erkenntnisse Uber strukturelle Verdnderungen des Albumins und somit Uber die
Protein-tRES-Interaktionen zu gewinnen, wiirden die hydrophoben Bindetaschen des Proteins
untersucht, Hierfir bediente man sich der amphiphilen Fluoreszenzsonde 8-Anilino-1-
naphthalin-sulfonsaure (ANS). Der ungebundene Farbstoff besitzt eine geringe
Fluoreszenzemission, da in einem polaren, wassrigen Umfeld ein Quenching-Effekt auftritt*,
Die Interaktion zwischen Protein und Farbstoff werden hauptsachlich von elektrostatischen
Wechselwirkungen vermittelt. Die nicht-kovalente Anlagerung an ein Protein wird dabei primar
von kationischen Seitenkette ermoglicht'®**. Die Anlagerung des ANS an eine hydrophobe
Doméne/Tasche eines Proteins resultiert in einer massiven Steigerung der Quantenausbeute
und des Fluoreszenzsignals. Der sich dahinter verbergende Mechanismus beruht auf zwei
Umstanden: Zum einen auf der Verlagerung des Fluorophors in eine unpolare Umgebung und
damit der Reduktion des Quenching-Effekts durch wassrige Losungen. Zum anderen durch
die Restriktion der intramolekularen Mobilitét, die sich aus der Interaktion des Molekdls mit der
hydrophoben Tasche ergeben?®.

Um den Zustand der hydrophoben Bindetaschen des freien BSA und des Albumins an der A-
AOC-Proteinhille zu untersuchen, wurde wie folgt vorgegangen: das ANS wurde in einem

molaren Uberschuss zum Protein (1:10) gegeben, um eine Interaktion mit allen potenziellen
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Bindestellen des Proteins zu gewahrleisten!®®. Die Inkubation des Gemischs erfolgte unter
Ausschluss von Licht und bei RT fir zwei Stunden. Die gebundene Fluoreszenzsonde
absorbiert im UV-Bereich (355-380 nm) und emittiert Licht mit einer Wellenlange von 460-480
nm. Auch hier konnten erste Eindriicke mit dem UV-Transilluminator gewonnen werden. Die

Quantifizierung des Fluoreszenzsignals erfolgte an einem Mikrotiter-Fluoreszenzlesegerat.

2.10 Untersuchungen der A-AOC-tRES-Interaktion

2.10.1 Bestimmung der maximalen tRES-L&slichkeit

Um die maximale Loslichkeit von trans-Resveratrol an der BSA-Hulle der MOK-Partikel zu
bestimmen, musste zunachst mithilfe der BKG-Farbung die an der Partikeloberflache
gebundene Proteinmenge bestimmt werden. Ausgehend von den Angaben von Tabibiazar et
al.*®% ist BSA imstande, tRES in einem molaren Verhaltnis von 1:2,3 zu I6sen. Ausgehend von
dieser Erkenntnis wurde eine BSA-Stockldésung mit einer Konzentration von 167 uM angesetzt
und tRES wurde in einem molaren Uberschuss von 2,35 der Proteinlésung zugefihrt. Es folgte
eine Inkubation der beiden Komponenten fir 1 h unter stetigem Rihren bei Raumtemperatur.
Anschlieend wurde der Ansatz bei 3000 x g fir 30 min bei 4°C zentrifugiert, um potenziell
Uberschissiges tRES zu pelletieren. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
verworfen. Das Pellet wurde in unvergalitem EtOH (100%) resuspendiert. Das geldste tRES
wurde photometrisch bei 308 nm und €303 = 30000 quantifiziert’*”. Die Differenz zwischen

Einwaage und Pellet wurde als gelste Menge ermittelt.

2.10.2 Beladunq des artifiziellen Sauerstofftragers mit trans-Resveratrol

Eine Untersuchung der Interaktion zwischen Partikeloberflaiche und tRES erforderte die
Verwendung von Syntheseansadtzen, aus denen das Uberschissige Protein durch die
Aufreinigungsprotokolle (s. 2.8.2) eliminiert wurde. A-AOC der MOK-Synthese mit einem
Volumen von 22 mL und einer Proteinkonzentration 92,8 uM wurden mit 194,8 uM tRES
versetzt. Es folgte eine Inkubationsphase von 1 h bei RT. Durch Verwendung eines
Magnetriihrers wurde eine gleichméfige Durchmischung des Ansatzes gewahrleistet. Um die
durch UV-Licht induzierbare Isomerisierung von trans- zu cis-Resveratrol zu unterbinden,
wurde der Ansatz wahrend der Inkubation vor Lichtexposition geschiitzt.

Im Falle der Standardsynthese wurde zun&chst ein zusatzlicher Zentrifugationsschritt
durchgefuhrt. Eine Volumenfraktion von 1 mL der Partikel wurden bei 2000 x g und 4°C fiir 30
min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in einer tRES-Losung mit einer
Konzentration von 65,7 pM resuspendiert. Die Probe wurde unter Ausschluss von Licht und
unter standigem Invertieren 1h bei RT inkubiert. Darauf folgte eine zusatzliche Pelletierung der
Probe, um potenziell ungebundenes tRES zu eliminieren. Der Uberstand wurde abgenommen

und diente zur photometrischen Ermittlung der gebundenen tRES-Menge. Unter Verwendung
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des Lambert-Beer'schen Gesetzes wurde die Konzentration an Resveratrol mithilfe der
Absoprtionswerte bei 304 nm bestimmt (€304nm = 30335 I/mol*cm??). Das Pellet wurde in 1 mL
PBS oder Aqua bidest. aufgenommen. Um eine potentielle Freisetzung des tRES zu
untersuchen, wurden die beladene Standardsynthese erneut eine Stunde bei RT inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde, wie oben beschrieben, photometrisch

analysiert.

2.10.3 Freisetzungskinetik von trans-Resveratrol

Zur Bestimmung, ob und in welchem Umfang tRES nach einer Assoziation mit BSA und A-
AOC der MOK-Synthese freigesetzt wird, wurde die Methode der Dialyse genutzt. Sowohl BSA
als auch die aufgereinigte MOK-Synthese wurden in 1 x PBS (pH 7,4) aufgenommen und wie
in 2.10.2 geschildert mit tRES beladen. 5mL der mit versetzten Proben wurden anschliel3end
in Dialyseschlauche Uberfiihrt und bei unterschiedlichen Temperaturen (Raumtemperatur oder
37°C) gegen 100 mL 1 x PBS dialysiert. Die Dialyse wurde unter standigem Rihren
durchgefuhrt. Zu mehreren Zeitpunkten (30, 60, 120, 180, 240 min nach Beginn der Dialyse)
wurden 1 mL aus dem Dialysereservoir entnommen und spektrophotometrisch analysiert. Es
wurden stets vollstdndige Spektren (200-800 nm) aufgezeichnet. Das entnommene Volumen
wurde sofort ersetzt, so dass wahrend der gesamten Dialyse das Volumen konstant verblieb.

2.10.4 ABTS-Decolorisierungsassay

Bei einem auf ABTS basierenden Decolorisierungsassay handelt es sich um eine populare
Methode, die zur Ermittlung und Einordnung von antioxidativen Kapazitdten einzelner
Substanzen und Systeme herangezogen wird. Dafir wird zunachst das stabile ABTS-
Kationenradikal ABTS™ mithilfe eines Oxidationsmittel erzeugt. In dieser Arbeit bediente man
sich zwei verschiedener Vorgehensweise der Radikalgenerierung.

Im ersten Ansatz fungiert das starke Oxidationsmittel Kaliumperoxodisulfat Uber zwei
Mechanismen als Radikalstarter: Zum einen Utber eine Protonierung und Zerfall zu HSO4- und
SO4--, gefolgt von einer Oxidation des ABTS durch SO4.-. Zum anderen durch eine direkte
Oxidation durch das Peroxodisulfat-Anion. Das dabei entstehende ABTS™ weist eine
dunkelgriine Farbung auf und kann photometrisch bei 419 und 734 nm nachgewiesen werden.
Durch die Zugabe einer antioxidativ aktiven Komponente findet eine Reduktion des
Kationenradikal und eine Entfarbung der LOsung statt (Decolorisierungsreaktion), die als
Abnahme der Absorption bei 419 und 734 nm spektrophotometrisch quantifiziert werden kann.
Resultate wurden als Quotient der Absorptionswerte bei 350 und 419 nm dargestellt, da die
reduzierte Form des ABTS bei 350 nm nachgewiesen werden kann. Das in dieser Arbeit
verwendete Protokoll wurde von der Vorgehensweise von Re et al. abgeleitet’*® und das

Decolorisierungsassay wurde wie folgt durchgefiihrt:
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Am Tag zuvor wurde eine ABTS-Radikalkation-Stammldsung angesetzt, in der das ABTS-
Reagenz und das Oxidationsmittel Kaliumperoxidsulfat in 10 mL 1 x PBS (pH 7,4)
aufgenommen wurde. Die finalen Konzentrationen lagen bei 7 mM ABTS und 2,45 mM
Kaliumperoxodisulfat. Das Gemisch wurde lichtgeschiitzt und bei Raumtemperatur Giber Nacht
inkubiert. Der Versuchsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1,5 mL ABTS-Stammldsung

6mL 1xPBS

2,5 mL zu untersuchende Komponente
Die Gesamtdauer des Versuchs belief sich auf drei Stunden. Messungen wurden 30, 60, 120
und 180 min nach Versuchsbeginn durchgefuihrt. Nach dem ersten Messpunkt wurde der
Ansatz mit zusatzlichen 500 pL der ABTS-Radikalkation-Stammldsung versetzt. Die
entnommenen Proben wurden spektrophotometrisch in zwei Dilutionen (1:10 und 1:100)
analysiert, um alle fir die Auswertung bendétigten Absorptionswerte in dem Bereich von 0,1-1
halten zu kdénnen.
Die zweite Form bediente sich einer Enzymkaskade, bestehend aus der Glucoseoxidase
(GOx) und der Meerettichperoxidase (HRP). Das von der GOx produzierte H,O, wurde von
der HRP zur Generierung des ABTS-Kationradikals verwendet. Ein Ansatz setzte sich aus
folgenden Komponenten zusammen:

320 pL GOx-HRP-Stammlésung

468 mL 1x PBS

1 mL der zu untersuchenden Komponente
Proben fur Messungen wurden zu drei Zeitpunkten entnommen (10, 20 und 30 min nach
Versuchsbeginn) und photometrisch bei 734 nm analysiert
Die photometrische Untersuchung partikelhaltiger Proben erforderte einen vorangehenden
Zentrifugationsschritt (1 min bei 13.400 rpm), um die A-AOCs aus der fliissigen Phase zu

eliminieren.

2.10.5 SIN-1-Chemilumineszenz-Assay

Das im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Chemilumineszenz-Assay beruhte auf den zwei
Komponenten Luminol und SIN-1. Luminol diente dabei als Signalmolekdl. Die Generierung
eines Lumineszenzsignals durch Luminol erforderte die Bildung eines angeregten,
radikalisierten Intermediats, welches aus einer Reaktion von Luminol und ROS hervorgeht.
Bei der spontan ablaufenden Riuckkehr zum Grundzustand ergibt sich eine Lichtemission von
425 nm, die sich mit einem Luminometer detektieren und quantifizieren lasst. Als treibende

Kraft der Luminol-Radikalisierung diente dabei der Peroxynitritdonor SIN-1.

Die einzelnen Komponenten, die fir das Experiment erforderlich waren, wurden in einem

Messrohrchen zusammengefihrt. Ein Messansatz setzte sich demnach wie folgt zusammen:
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1,48 mL Chemilumineszenz-Gemisch
0,5 mL Aqua bidest./zu untersuchende Komponenten, aufgenommen in Aqua bidest.
0,02 mL 10 mM SIN-1-chlorid

Die Messungen wurden bei Raumtemperatur und einem leicht alkalischen pH-Wert von 8,2
durchgefiihrt, um ein stabileres und langlebigeres Lumineszenzsignal zu erhalten®*®, Die
Zugabe von SIN-1 erfolgte kurz vor Beginn des Experiments. Nach Zugabe des Oxidans

wurden eine Messung nach 30 min durchgefihrt.

2.11 Zellkulturelle Methoden

Die im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrten Arbeiten in der Zellkultur beschrénken sich

lediglich auf die Zelllinie HL-1. HL-1-Zellen stellen immortalisierte murine Kardiomyozyten dar,
die zu spontanen Kontraktion und kontinuierlicher Teilung, bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung
eines differenzierten kardialen Phanotyps, befahigt sind. Sie kbnnen seriell passagiert werden,
ohne den Kardiomyozytenphanotyp, einschliellich morphologischer, biochemischer und
elektrophyiologischer Charateristika, zu beeintréchtigen Somit stellen sie ein ideales Modell
fur in vitro Untersuchungen der Kardiomyozytenfunktion unter pathologischen Umstanden, wie
z.B. eine Ischamie-Reperfusion, dar. HL-1 Zellen waren ein grofRzligiges Geschenk der
Arbeitsgruppe Hendgen-Cotta.

2.11.1 Auftauen, Kultivierung und Passage der HL-1 Zelllinie

Die Langzeitlagerung der angelegten HL-1 Master-Cellbank erfolgte in Kryogefa3en in
flussigem Stickstoff. Das verwendete Gefriermedium setzte sich zu 90 % aus fetalem
Kélberserum und zu 10 % aus DMSO zusammen. Da DMSO zwar das Einfrieren von Zellen
ermdglicht, jedoch auch eine cytotoxische Wirkung besitzt, wurde das Auftauen und Aussaen
der gefrorenen Zellen auf eine besonders schonende Weise vollzogen. Zunéchst tauchte man
die Zellen fiir 2-3 min in ein 37 °C warmes Wasserbad, bis kein Eis mehr im Kryogefal sichtbar
war. Zugig wurde das Gefal? desinfiziert und unter eine Sterilbank Uberfihrt. Die Zellen wurden
mit einem grof3ziigigen Volumen in Zellkulturmedium aufgenommen und fur 5 min bei 500 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde aspiriert und das Zellpellet in einem supplementierten
Claycombvollmedium resuspendiert. Die Zellen wurden abschlieRend in eine Zellkulturflasche
Uberfuhrt. Der Austausch des Mediums erfolgte alle 48 h und eine Passage der Zellen wurde
durchgefuhrt, sobald eine Konfluenz von 80-90% vorlag. Um den HL-1-Zellen ein moglichst
ideales Milieu fur die Adhéasion zu bieten, erforderte die Passage der Zellen die Beschichtung
der neuen Kulturfliche mit einer Matrix bestehend aus Gelatine (0,2 g/L) und Fibronectin (5
mg/L) fur mindestens eine Stunde bei 37 °C. Nach Abschluss der erforderlichen Inkubation
der Gelatine/Fibronectin-Beschichtung wurde die Passage der Zellen in folgenden Schritten
durchgefibhrt:
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1. Das Zellkulturmedium wurde abgenommen und die Zellen einmal mit 1xPBS
gewaschen.

2. Um die adhasiven Zellen ablésen zu kdnnen, war eine zweistufige Behandlung mit
einer Trypsin-EDTA-L6sung vonnoéten. Im ersten Schritt wurden die Zellen fir eine
Minute mit einem Trypsin/EDTA-Gemisch (0,05% Trypsin in 0,02% EDTA-Natrium)
behandelt. AnschlieRend wurde die Lésung erneuert und die Zellen fur weitere drei
Minuten inkubiert.

3. Die sich nun in Lésung befindlichen Zellen wurden in serumhaltigen Waschmedium
aufgenommen und bei 500 x g fur funf Minuten pelletiert.

4. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet nun in supplementierten
Claycombmedium resuspendiert.

5. Fdur die Erhaltung der Kultur wurden die Zellen fur gewo6hnlich in Dilutionen von 1:10
und 1:20 in T25-Zellkulturflaschen passagiert. Die hohen Dilutionen waren fir die
Auspragung des spontan kontraktilen, kardialen Phanotyps entscheidend.

6. Zur Kultivierung der Zellen wurde ein Inkubator mit Standardatmosphére genutzt
(37 °C, 5% CO2, 21 % Oy)

Die Zellkultur wurde alle 3 Monate durch das Auftauen einer neuen Kryokonserve erneuert.

Bei der Kultivierung der HL-1 wurden die Vorgaben von Claycomb et al.'#? beachtet.

2.11.2 Durchfiihrung einer in vitro Ischamie-Reperfusion-Simulation

A-AOC tendieren in statischen Zellkulturarbeiten zur Bildung von Agglomeraten, was in einer
Beschleunigung der Partikelsedimentation resultiert. Partikelagglomerate senken sich als
Teppich auf adharente Zellen ab und schranken die Zahl an anwendbaren
molekularbiologischen Analysen stark ein. Es kann nicht zwischen Effekten unterschieden
werden, die von der Behandlung oder den Partikeln hervorgerufen werden. Die Durchfiihrung
von Zellkulturarbeiten mit A-AOC erfordert demnach eine spatiale Trennung der Zellen und
Partikel , die durch den Einsatz von Transwell-Inserts erreicht wurde (Abbildung 24)

Die Zellen wurden 48 Stunden vor Durchfiihrung einer I/R-Simulation auf Transwell-Inserts mit
fur 6-Well-Zellkulturplatten passagiert. Fir jede Bedingung wurden 300.000 Zellen verwendet.
Die Zellzahl wurde mithilfe einer automatischen Zahlhilfe oder manuell durch die Verwendung
einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. 24 Stunden vor dem Experiment wurden die Zellen mit
einem serumfreien Minimalmedium behandelt. Zusétzlich wurden fir den Versuch bendétigte
Lésungen in die Hypoxiekammer Uberfihrt und Gber Nacht bei 37 °C und 0,1% O, aquilibriert.
Am Tag der Versuchsdurchfihrung wurden Zellen einmal mit 1 x PBS gewaschen und
entsprechend ihrer Bedingungen behandelt: Die Negativkontrolle wurde mit neuem
Minimalmedium versorgt und Uber die gesamte Versuchsdauer unter normoxischen

Bedingungen inkubiert. Die restlichen Gruppen wurden in die Hypoxiekammer Uberfuhrt und
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das PBS wurde durch HOX-Ldsung, welches bereits Uber Nacht desoxygeniert wurde, ersetzt.
Nach erfolgter Uberfiihrung in die hypoxische Atmosphére wurde die &uBere Phase der Inserts
entweder mit oxygeniertem Perfusionsmedium oder oxygenierten A-AOC befillt

Dauer der hypoxisch, ischdmischen Phase betrug drei Stunden. Nach Abschluss der
simulierten Ischamie wurde ein Teil der Zellen geerntet, um Auswirkungen der Ischamie
gesondert zu untersuchen. Die verbliebenen Zellen wurden mit 1XPBS gewaschen, mit
normoxischem Minimalmedium versorgt und in einen Inkubator (5 % CO,, 21 % O, 37 °C)
Uberfuhrt. Damit wurde die Reperfusion eingeleitet, welche eine Stunde andauerte. Eine
Stunde nach Beginn der Reperfusion wurden die Uberstande und Zellen der einzelnen

Bedingungen geerntet und fir die Durchfiihrung verschiedener Methoden verwendet.

2.11.3 Oxygenierung von Partikeln

Oxygenierung von Partikeln, die in der Zellkultur eingesetzt werden sollten, erfolgte wie folgt:
Im Falle von Zellkulturversuchen erfolgte der Einsatz von aufgereinigten A-AOC in einer
Konzentration von 1:4. Die Verdinnung wurde mit Perfusionsmedium angefertigt und der
Ansatz in ein gasdichtes Gefal3 tberfiihrt, dessen Deckel mit mehreren Septen ausgestattet
und fir die Oxygenierung Uber Kantlen prapariert wurde. Fur die Begasung kam 100% O
zum Einsatz. 8 mL der A-AOC-Dilution wurden fir 30 min vor Beginn des Experiments mit Oz
begast. Die Oxygenierung wurde in einem Wasserbad mit 37 °C und einem Gasfluss von 0,5
L/min durchgefiihrt. Die Gasleitung mindete Uber eine Mikrolanzette im Gefald (Zufluss). Eine
zusatzliche Mikrolanzette diente als Ausfluss und ermdglichte einen vollstandigen Austausch

der Atmosphére im Ansatz.

2.11.4 Ermittlung des Sauerstofftransports im Insertsystem

Der Einsatz eines Insertsystems in Zellkultur fuhrt zu einer rdumlichen Trennung der HL-1-
Zellen und den kinstlichen Sauerstofftragern. Beide Phasen stehen jedoch iber eine mit
Poren versehene Membran in Kontakt, tiber die auch ein potentieller Gasaustausch stattfindet.
Der Partialdruck fur Sauerstoff wurde in der Flissigphase im Inneren der Inserts ermittelt, da
diese die Bedingungen der unmittelbaren Umgebung der Zellen widerspiegelt.

Der im Medium vorliegende O»-Partialdruck wurde mithilfe eines optischen Messsystems von
PreSens® durchgefiihrt. Das System setzt sich dabei aus einer Zellkulturplatte mit integrierten
0O,-Sensoren (OxoDish® OD24) und einer quantifizierenden Messeinheit (SDR SensorDish®
Reader) zusammen. Um Verfalschungen der Messungen zu vermeiden, wurden bendtigte
saline Losungen und das OxoDish® OD24 24h vor Beginn des Versuchs in einer hypoxischen
Atmosphére vollstandig desoxygeniert (0.1 % 02, 5 % CO2, 99.9 % N2, 37 °C). A-AOC und
modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer wurden nach 2.11.3 oxygeniert. Die mit Zellen besiedelten
Inserts wurden in die Hypoxiekammer eingeschleust und das Medium im Insertinneren durch

das desoxygenierte, saline Hypoxiemedium ersetzt. Die oxygenierten Proben wurden in die
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aulRere Phase des Inserts gegeben. Nach 10, 20 und 30 min nach Zugabe der oxygenierten
Medien wurde das Insertinnere auf das OxoDish® OD24 lbertragen, um den vorliegenden O-
Partialdruck zu ermitteln. Fiur jeden Zeitpunkt wurde ein separates Insert verwendet. Der O-

Partialdruck wurde als Hektopascal (hPa) gemessen.

2.11.5 Untersuchung der HIF-1a-Stabilisierung in HL-1-Zellen

Um eine adaquate Sauerstoffversorgung der HL-1-Zellen durch oxygenierte A-AOC unter

ischAmischen Bedingungen beurteilen zu kénnen, wurde als Indikator die O»-sensitive HIF-1a-
Untereinheit verwendet. Die HIF-1a-Untereinheit wird konstitutiv exprimiert, jedoch lediglich
unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert. Bei ausreichenden Oz-Konzentrationen wird HIF-
la ubiquitiniert und proteasomal abgebaut'*!. Die Zellen wurden in eine Hypoxiekammer
Uberfuhrt (0.1 % 02, 5 % CO2, 99.9 % N2, 37 °C). Nach 0,5 - 6 Stunden Inkubationszeit
wurden Zelllysate gewonnen, die Proben mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und einer Western

Blot-Analyse zugefihrt.

2.11.6 Einfluss oxygenierter Partikel auf HIF-1a-Akkumulation

Um die Sauerstoffversorgung der HI-1-Zellen durch oxygenierten Partikel beurteilen zu
konnen, wurde der Einfluss auf die HIF-1a-Untereinheit untersucht. Zu diesem Zweck wurden
HL-1-Zellen, kultiviert auf TC-Inserts, vier Stunden vor Beginn des Versuchs in die
Hypoxiekammer Uberfuhrt (0.1 % O2, 5 % CO2, 99.9 % N2, 37 °C), um eine ausreichende
HIF-1la-Akkumulation zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die Zellen mit oxygenierten
Partikeln behandelt. Als Kontrolle diente oxygenierter modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer
(mKHP). Proteinlysate der Zellen wurden 10 und 30 min nach Zugabe der oxygenierten
Medien gewonnen, mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und mithilfe einer Western Blot-Analyse

untersucht.

2.11.7 Gewinnung von Proteinlysaten

Die Gewinnung von Proteinlysaten aus zellularen Proben war fur die Durchfiihrung
weiterfuhrender Analysemethoden (z.B. Western Blots) erforderlich. Nach Abschluss eines
Experiments wurden Zellen mit 1xPBS gewaschen und anschlie3end mit unterschiedlichen
Volumina des Whole Cell-Lysepuffers behandelt. Mit Hilfe von Zellschabern wurden die Zellen
von der Wachstumsflache mechanisch abgelést und mit dem Whole Cell-Lysepuffer in ein
1,5 mL Reaktionsgefal’ tberfuhrt. Um einen ausreichenden Aufschluss der Zellmembran und
Austritt der cytosolischen Proteine garantieren zu kdnnen, wurden die Zelllysate im Lysepuffer
fur 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben bei 10.000 x g fur 10 min in einer
auf 4°C vorgekihlten Zentrifuge zentrifugiert. Dabei wurde der unerwinschte Zelldebris
pelletiert und aus der Probe entfernt. Die Uberstande wurden fiir die Bestimmung der
Proteinkonzentration aufbewahrt und die Pellets verworfen. Lagerung der Proteinlysate

erfolgte bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C.
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2.11.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen gewonnener Zelllysate wurden mithilfe der colorimetrischen Lowry-
Assays bestimmt. Die Proteinquantifizierung nach Lowry basiert auf zwei
aufeinanderfolgenden Reaktionen. Im ersten Schritt erfolgt die sogenannte Biuret-Reaktion,
bei der sich unter alkalischen Bedingungen blaulich-violette Komplexe zwischen
Peptidbindungen und Cu?*-lonen ausbilden. AnschlieRend findet eine Reduktion der Cu?*- zu
Cu*-lonen unter gleichzeitiger Oxidation aromatischer Aminosauren statt. Darauf folgt die
Folin-Ciocalteau-Reaktion, in der das gelbe Folin-Ciocalteau-Reagenz durch die Cu*-lonen zu
Molybdéanblau reduziert wird.

Die Quantifizierung der Proteine wurde mithilfe des Detergent Compatible Proteinassay-Kit
durchgefuhrt. Fiur die Bestimmung der Proteinkonzentration war die Erstellung einer
Kalibrierkurve mit Standardproben mit bereits bekannten Konzentrationen von 25, 10, 5, 2, 5,
1, 0.5, 0.25, 0.1 und O mg/L erforderlich.

Die Vorbereitung der Proben wurde dabei wie folgt durchgefuhrt: 45 pL Aqua bidest. wurden
in ein 1,5 mL Reaktionsgefal vorgelegt und 5 pL Probe/Standard hinzugegeben. Fir die
Analyse wurden 20 pL des Gemischs auf eine 96-Well-Zellkulturplatte Gberfiihrt. Jede Probe
wurde in Duplikaten gemessen. Jede Probe wurde anschlieZend mit 15 L Reagenz A und 75
UL Reagenz B des Kits versetzt. Die Reagenzien setzten die oben geschilderten Reaktionen
in Gang, um die vorliegende Proteinkonzentration zu bestimmen. Nach einer kurzen
Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde die beladene Platte in ein Mikrotiter-
Spektralphotometer (berfihrt und die Proben bei 700 nm analysiert. Die gerateinterne
Software (Gen 5) nutzte die pipettierte Standardproben zur Erstellung einer Kalibrierkurve, die
zur Kalkulation der unbekannten Proteinkonzentrationen genutzt wurde. Die Resultate der

Proben wurden als arithmetisches Mittel der einzelnen Duplikate prasentiert.

2.11.9 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Durch das Verfahren der SDS-Page kdnnen Proteine einer Probe unter Verwendung eines
elektrischen Felds anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Hierflr werden 40 -
80 ug eines Proteinlysats mit SDS-Puffer versetzt und in einem Heizblock fir 10 min einer
Temperatur von 95 °C ausgesetzt. Dieser Schritt dient zum einen zur Denaturierung der
Proteine. Die Temperatur und das SDS fuhren eine initiale Entfaltung des Proteins herbei, das
Reduktionsmittel B—Mercaptoethanol reduziert Disulfidbricken und tréagt somit zu einer
vollstdndigen Denaturierung bei. Zusatzlich sorgt die Anlagerung des SDS an das
Proteingertst fur eine stark negative Ladung, die Eigenladungen tberlagert. Die gebundene
SDS-Menge steigt proportional mit der Masse, womit auch die Ladung mit der Masse des
Proteins zunimmt. Somit hangt die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel lediglich von dem

Molekulargewicht der Proben ab.
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Die Anatomie eines SDS-Gels setzt sich aus den zwei Komponenten oberes Sammelgel und
unteres Trenngel zusammen. Das Sammelgel dient zur Aufkonzentrierung der Proteine und
sorgt fir einen gleichmaRigen Eintritt der aller Proben in das Trenngel, in welchem die
eigentliche Auftrennung erfolgt.

Ansatze fur Sammel- und Trenngele bestanden aus folgenden Anteilen:

Sammelgel

Aqua. dest. 30 % Bisacrylamide | 4x Sammelpuffer pH 6.8
5% 5.84 mL 1.66 mL 2.5 mL
+ 100 pL APS and 10 yL TEMED

Trenngel
Aqua. dest. 30 % Bisacrylamide | 4x Trennpuffer pH 8.8
7.5 % 10 mL 5mL 5 mL
12.5 % 6.67 mL 8.33 mL 5 mL

+ 200 pL APS and 20 uL TEMED

Fur die Untersuchung der HIF-1a-Akkumulation wurden Gele mit 7,5% verwendet, wahrend
die Auftrennung der Proben fir die Untersuchung der gespaltenen Caspase 3 (clCaspase 3)
in Gelen mit 12,5% durchgefihrt wurde.

Das GielBen der Gele erfolgte zwischen zwei Glasplatten, eingespannt in eine
Standervorrichtung. Zu Beginn wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach erfolgter Polymerisierung wurde das Isopronaol entfernt und die Lage des
Sammelgels hinzugefligt. Probetaschen wurden durch das Einfuhren eines Plastikkamms in
der Schicht des Sammelgels erzeugt. Das polymerisierte Gel wurde in eine mit 1x Laufpuffer
befillte Gelelektrophoresekammer tberfihrt, mit den Proben beladen und fir 90 min bei 120 V

laufen gelassen.

2.11.10 Western Blot-Analyse

Nach erfolgter Auftrennung der Proteinlysate folgte eine Western-Blot-Verfahren nach Lammli.

Zu diesem Zweck musste zunachst ein Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine
Polyvinylidendifluoridmembran (PVDF) mithilfe des Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kits
erfolgen. Der Transfer wurde in zwei Schritten (10 und 4 min) bei 1,3 A und 25 V durchgefihrt.
Anschlielend wurde die PVDF-Membran mit einer 5% w/v Milchpulver-Losung in TBS-T fur
60 min blockiert. Darauf folgte eine Ubernacht-Inkubation bei 4 °C mit einem
proteinspezifischen Erstantikorper. Fir HIF-1la und clCaspase 3 wurde eine 1:1000
Verdinnung eines polyklonalen Antikdrpers verwendet. Am nachsten Tag wurde die Membran
dreimal fir 5 min mit TBS-T gewaschen und mit einem speziespezifischen Zweitantikdrper
(1:10000) behandelt, welcher mit einem Enzym assoziiert vorliegt. Im beiden Féllen handelte
es sich um einen Meerrettich-Peroxidase maodifizierten Anti-Hase-Zweitantikbrper. Die

Inkubationszeit betrug mindestens 60 min. AbschlieRend wurde die Membran erneut dreimal
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fur 5 min mit TBS-T gewaschen und die markierten Proteine mithilfe eines
Chemilumineszenzkits (SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate) und des
Fusion FX700 visualisiert. Als Ladekontrolle diente stets (-Actin. Eine densitometrische

Quantifizierung der visualisierten Proteinbanden erfolgte mit FIJI ImageJ.

2.11.11 Quantifizierung von intrazellularem oxidativem Stress

Zur Visualisierung und Quantifizierung des oxidativen Stresses, der wéhrend der simulierten
Ischamie/Reperfusion auftritt, wurde 2', 7'-Dichlorofluorescin-Diacetat (DCF-DA) genutzt. Bei
DCF-DA handelt es sich um ein membranpermeables Fluorophor, welches intrazellular durch
Esterasen seine Acetatgruppen verliert und erst nach erfolgter Oxidation zu dem stark
fluoreszierenden 2', 7'-Dichlorofluorescin umgewandelt wird. Vor Beginn der hypoxischen
Phase wurden HL-1-Zellen mit 20 uM DCF-DA fiir 30 min vorbeladen. Im Anschluss an die
Beladung wurden die Zellen der I/R-Behandlung ausgesetzt. Die Fluoreszenzintensitat der
einzelnen Zellen wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops festgehalten. Die
Anregungswellenlange lag bei 485 nm, die Fluoreszenzemission erfolgte bei 535 nm und die
Auswertung der erstellten Aufnahmen wurde mit Imaged vorgenommen. Die aus der
Quantifizierung gewonnenen Daten wurden zu Berechnung eines Corrected total cell

fluorescence (CTCF) genutzt:
CTFC =1D — (Acen — E)
ID = Integrated Density; A..;; = Flache der ausgewahlten Zelle; Fgz = Hintergrundsignal

2.11.12 Cytotoxizitdtsmessungen

Um den Grad der Cytotoxizitdt einer Behandlung determinieren zu kdénnen, wurde auf die
Bestimmung der im Ansatz vorliegenden Menge an Lactat-Dehydrogenase (LDH)
zuriickgegriffen. Bei der LDH handelt es sich um cytosolisches Enzyme, welches bei Zerfall
der Zellmembranintegritat in den extrazellularen Raum freigesetzt wird. Dieser Umstand macht
die LDH zu einem idealen Kandidaten, um das Mal} an Zellschaden bestimmen zu kdnnen.
Die vorliegende LDH-Menge wurde mithilfe des CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity

Assay bestimmt. Die nétigen Arbeitsschritte werden im Folgenden skizziert:

1. Im Anschluss einer Versuchsdurchfiihrung wurden Zelliberstande geerntet und in 1,5
mL Reaktionsgefalien auf Eis Uberfuhrt

2. 50 pL des jeweiligen Uberstandes wurden auf 96-Well mit 50 L einer Substratlésung
versetzt. Diese Losung enthielt Lactat, das Enzym Diaphorase und ein
Tetrazoliumsalz. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur fir 30 min in Dunkeln
inkubiert. Das Lactat wurde von der vorliegenden LDH zu Pyruvat, bei gleichzeitiger
Oxidation von NADH zu NAD+, umgesetzt. Die Diaphorase nutzte das NAD+ als

Reduktionsaquivalent, um das Tetrazoliumsalz im Gemisch zu rdétlich, violettem

43



2. Material und Methoden

Formazan umzusetzen, welches photometrisch nachgewiesen werden kann. Fir jede
Bedingung wurden drei technische Replikate angefertigt.

3. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 pL einer Stop-Lésung zu dem Ansatz
gegeben, um die Reaktion zu beenden. Im Anschluss folgte eine photometrische

Analyse bei 490 nm in einem Microplate-Reader.

2.11.13 Exposition von HL-1-Zellen gegeniiber der Glucoseoxidase

Zur Beurteilung der antioxidativen Kapazitat von A-AOC-tRES-Komplexen auf3erhalb rein
chemischer Systeme, bediente man sich eines zellularen Modells, bei dem das Enzym GOx
als prooxidatives Element genutzt wurde. Die herkdmmlichen Vorgehensweisen zur
Untersuchung von oxidativem Stress in der Zellkultur nutzten oftmals instabilere und somit
kurzlebigere Substanzen (z.B. Wasserstoffperoxid (H20.)), die nur innerhalb eines kleinen
Zeitraums oxidativen Stress verursachen. Der Einsatz einer Glucoseoxidase ermdglichte die
Generierung eines konstanten Stroms reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) Uber einen langeren
Zeitraum.

Fur die Behandlung mit GOx vorgesehene Zellen wurden 48 h vor Durchfiihrung des Versuchs
passagiert. Dabei Uberflihrte man die Zellen in ein Transwell-Insert, welches vorher mit
Gelatine/Fibronectin beschichtet wurde. In jedes Transwell-Insert wurden dabei 150.000
Zellen Uberfiihrt. Nach 24 h erfolgte ein Serumentzug tber Nacht durch die Verwendung eines
serumfreien Minimalmediums, welches eine Synchronisierung des Zellzykluses innerhalb der
Zellpopulation ermdglichte.

Zur Detektion und Quantifizierung des oxidativen Stresses diente das Fluorophor CellROX®
Green, welches bei 485 nm angeregt wird und eine Emission bei 520 nm aufweist. Es handelt
sich dabei um einen membrangéngigen Farbstoff, welcher im reduzierten Zustand schwach
fluoresziert. Erst nach einer Oxidation durch reaktive Spezies lagert sich das Fluorphor an
DNA an und akkumuliertim Nucleus und in Mitochondrien. Fur die Vorbeladung wurden Zellen
mit 1 mL einer 1:500 Dilution des Reagenzes in Minimalmedium behandelt. Die finale
Konzentration betrug 5 nM. Die Inkubationszeit belief sich auf 30 min.

Nach erfolgreicher Vorbeladung wurden die Zellen zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen und die
Inserts mit 1 mL Minimalmedium beftillt. Die Differenzierung der einzelnen Konditionen erfolgte
Uber die Zusammensetzung der duf3eren Phase, deren Gesamtvolumen sich auf 2 mL belief.
Sowohl BSA und die Partikel als auch deren mit tRES beladenen Aquivalenten wurden in einer
1:4 Dilution eingesetzt, so dass diese Komponenten 0,5 mL des dul3eren Volumens bildeten.
Als Tragermedium diente dabei 1 x PBS (pH 7,4). In den Kontrollansatzen wurde dieser Anteil
durch die 1 x PBS substituiert.
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Probenbezeichnung Zusammensetzung
Negativkontrolle 1,5 mL Minimalmedium
0,5mL 1 xPBS
Positivkontrolle 1,38 mL Minimalmediun
0,5mL 1 xPBS
0,12 mL 1U GOx
Protein-/Partikelhaltige Proben 1,38 mL
0,5 mL BSA oder A-AOC =+ tRES
0,12 L 1U GOx

Die Zellen wurden in einen COz-Inkubator mit standardmafiger Atmosphéare platziert und
waren fur 4 h der GOx-Aktivitat exponiert. Nach Abschluss der Inkubationsdauer wurden die
Zellen mit 1 x PBS gewaschen und mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Von
jedem Transwell wurden drei Aufnahmen an unterschiedlichen Positionen (obere Halfte,
Zentrum, untere Halfte). Fur die Quantifizierung des Fluoreszenzsignals wurde die Software
ImageJ genutzt. Die Auswertung erfolgte aus den quantifizierten Fluoreszenzsignalen von 60
Zellen pro Well. Abschliel3end wurden Zellen fiir Western-Blot-Analysen, sowie Bestimmung

der Proteinkonzentration, geerntet.
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Aufgrund der Verwendung von zwei verschiedenen Synthesewege wird der Ergebnisteil dieser
Arbeit in zwei Abschnitte unterteilt. Erste Erkenntnisse Uber die Interaktion zwischen tRES und
A-AOC wurden mit der Standardsynthese gewonnen, da diese zu Beginn der experimentellen
Arbeiten die am weitesten untersuchte und daher 6ftesten gebrauchte Form der A-AOC
darstellte.

Mit der Entwicklung der modifizierten Kaltsynthese (MOK) wurde auch innerhalb des Projektes
ein Wechsel zu dieser Syntheseform vollzogen. Der Grofteil der prasentierten Daten basiert
auf Arbeiten, die mit der MOK-Synthese durchgefihrt wurden.

Im Folgenden werden nun zunachst Daten der Standardsynthese prasentiert, die das
Fundament flr das weitere Vorgehen bildeten. Anschliel3end folgt eine Charakterisierung der
neuartigen MOK-Synthese und Anpassung bereits bei der Standardsynthese verwendeter
Methoden. Alle darauffolgenden Experimente und daraus resultierende Daten wurden mithilfe
der MOK-Synthese gewonnen.

3.1 Vorversuche

3.1.1 Interaktion zwischen Standardsynthese und trans-Resveratrol

Wie oben bereits einleitend erwahnt basieren erste Daten Uber die Interaktion zwischen tRES
und A-AOC auf Versuche mit der Standardsynthese.

Initial war es erforderlich, festzustellen, ob eine detektierbare Wechselwirkung zwischen
beiden Komponenten vorliegt. Dafiir bediente man sich einer auf Photometrie basierenden
Methode. Nach erfolgter Beladung der Standardsynthese (2.10.2) wurde der Ansatz
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Mithilfe einer spektrophotometrischen Analyse
wurde die verbliebene tRES-Menge im Uberstand ermittelt. Da die Ausgangskonzentration der
tRES-Stammldsung bekannt war, konnte die gebundene Menge als Differenz beider Werte
bestimmt werden (Abbildung 4A und B). Zusatzlich wurde nach Methode 2.10.2 die
Freisetzung von assoziierten tRES von der Albuminhille A-AOC untersucht (Abbildung 4B).
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Abbildung 4: Photometrische Untersuchung der tRES-A-AOC-Interaktion.
A: Dargestellt sind die tRES-Konzentrationen im Uberstand nach Pelletierung der A-AOC. B: Graphische

Darstellung der ermittelten tRES-Konzentration an der A-AOC-Hiille und die freigesetzte Menge nach einer Stunde.
Fir alle Proben wurden vollstdndige spektrophotometrische Gesamtspektren (200-800 nm) angefertigt. Fur die
Auswertung und Berechnung der Konzentrationen wurden Absorptionswerte bei 304 nm und der
Extinktionskoeffizient €30snm = 30.335 I/mol*cm verwendet. Messungen wurden bei Raumtemperatur ausgefihrt.
Aqua bidest. diente in allen Phasen als Tragermedium, Mittelwert + SD, n = 6.

Die photometrische Analyse des Uberstandes nach Pelletierung der Standardsynthese zeigte
eine drastische Reduktion der tRES-Konzentration um 60,95 % im Vergleich zur verwendeten
Stammldsung (Abbildung 4A). Somit fiel die initiale Konzentration von 65,24 auf 25,48 uM ab.
Die Differenz von etwa 40 pM sollte sich demnach in der Phase der Partikel befinden. Die nach
Untersuchung der Freisetzung detektierbare tRES-Menge im Uberstand belief sich auf 17,62
UM (Abbildung 4B).

3.1.2 Antioxidative Eigenschaften der Standardsynthese

Die antioxidative Wirkung des tRES stellt eine der zentralen Interessen dieser Arbeit dar.
Daher war es notwendig, in Erfahrung zu bringen, welche Effekte die Prasenz der
aufgereinigten Standardsynthese und die potenzielle Interaktion mit der Albuminhiille auf die
antioxidativen Kapazitat des tRES entfalten. Hierzu bediente man sich zwei Varianten des
ABTS-Decolorisierungsassays, um erste Erkenntnisse tber die antioxidativen Eigenschaften
des tRES-A-AOC-Systems zu gewinnen. Das erste System beruhte auf der Verwendung einer
Enzymkaskade, bestehend aus der GOx und HRP, die Uber die gesamte Versuchsdauer fur
einen stetigen Strom an ABTS-Kationradikalen sorgten (Abbildung 5). Um mehr Kontrolle Gber
die vorliegende Radikalkonzentration zu erhalten, bediente man sich der zweiten
Vorgehensweise, bei der ABTS unter Einsatz von Kaliumperoxodisulfat vor Beginn des

Versuchs vollstandig radikalisiert wurde (2.10.4).
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Abbildung 5: ABTS-Decolorisierungsassay unter Verwendung einer Enzymkaskade.
Dargestellt ist die zu unterschiedlichen Zeitpunkten (10, 20 und 30 min nach Reaktionsbeginn) vorliegende ABTS+--

Konzentration in Anwesenheit von A-AOC sowie RESLOC der Standardsynthese (SS) und tRES. Als
Positivkontrolle diente eine unbeeintrachtigte Umsetzung des ABTS durch die Enzymkaskade. * p < 0,05; ** p <
0,01; **** p < 0,0001, Two-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 6 fir Positivkontrolle, A-AOC SS und RESLOC SS;
n = 3 fur die tRES-Kontrollen.

In dem enzymbasierten Assay erfolgte ein Vergleich des tRES-A-AOC-Systems (RESLOC)
mit sowohl unbehandelten A-AOC als auch unterschiedlich konzentrierten tRES-L&sungen.
Nach photometrischer Analyse der jeweiligen Ansatze offenbarte sich fir die RESLOC im
Vergleich zu den A-AOC bei allen Messpunkten eine signifikante Reduktion der ABTS™-
Konzentration. Auch die Ansatze mit freiem tRES zeigten Uber die gesamte Dauer des
Experimentes hohere Werte fir die ABTS*-Konzentration. Wahrend die niedrigeren
Konzentrationen von 10 und 20 yM signifikant hdhere Messwerte zu allen Zeitpunkten
lieferten, zeigte der Ansatz mit 40 uM im Vergleich zu den RESLOC lediglich bei 20 min eine
statistische Signifikanz. Dennoch lag beim finalen Messpunkt fir die RESLOC lediglich ein
Drittel der ABTS*-Konzentration vor, die fir 40 uM tRES nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 5).

Im zweiten Versuchsaufbaus wurde die Ausgangskonzentration des ABTS deutlich gesteigert
(von 2 mM auf 7 mM). Im Kontrast zum vorangehenden Versuch wurde hier lediglich eine
Endpunktmessung nach Ablauf der 2 h vorgenommen. Als Kontrollgruppen zu den RESLOC
dienten A-AOC in ihrem nativen Zustand, sowie eine tRES-Kontrolle mit aquivalenter
Konzentration (s. 3.1.1). Anhand der Daten zeichnete sich eine signifikant stéarkere Reduktion

der Radikalkonzentration in den RESLOC-Ansétzen als in den Kontrollgruppen ab, wobei die
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gemessene ABTS*-Menge in der A-AOC-Kontrolle ebenfalls signifikant geringer ist als in der
tRES-Probe (Abbildung 6).

* % %k %k
| I
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3000+
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I

[ABTS™] in

Abbildung 6: ABTS-Decolorisationsassay mit Standardsynthese.
Abgebildet sind die Konzentrationen des ABTS-Kationenradikals in Anwesenheit der jeweiligen Komponente (A-

AOC und RESLOC der Standardsynthese sowie die aquivalente Menge tRES) aufgenommen in Aqua bidest. *** p
< 0,001; One-Way ANOVA,; Mittelwert + SD, n = 6.

3.2 Etablierung und Wechsel zur modifizierten Kaltsynthese

Wie oben bereits angedeutet, wurde innerhalb des Projektes ein Wechsel von der

-

Standardsynthese zu der modifizierten Kaltsynthese
vollzogen. Erste Grundlagen fir diese Entscheidung
lieferten pralimindre Beobachtungen von Fabian
Nocke, aus denen eine hohere Stabilitdt der Partikel
abgeleitet werden konnte!#?, Partikel dieser Synthese

zeigten eine hdhere Lagerstabilitdt (geringe bis keine
Sedimentation Uber mehrere Tage). Die Synthese
selbst war optisch transparent (Abbildung 7). Diese

3 |

Eigenschaft ertffnete die Verwendung zahlreicher
Untersuchungsverfahren, welche bei der milchartigen,

Abbildung 7:  Visueller Vergleich der triben Standardsynthese nicht moéglich waren. Da es

Standard- (links) und MOK-Synthese (rechts) = sijch jedoch um eine neuartige Syntheseform handelte,

wurde eine Charakterisierung der Partikel mit den gangigen Analysemethoden der
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Arbeitsgruppe vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen und erste Erkenntnisse

zur Interaktion zwischen der MOK-Synthese und tRES werden im Folgenden dargestellt.

3.2.1 Aufreinigung der MOK-Synthese und Beladung mit tRES

Der Wechsel der Syntheseformen wurde auch zum Anlass zur Optimierung und Anpassung

des Aufreinigungsprotokolls genutzt (2.8.2). Um die Effektivitat der Aufreinigung beurteilen zu
konnen, wurde die detektierbare BSA-Menge im Uberstand im Anschluss an den letzten
Zentrifugationsschritt gemessen. Dabei wurde das freie Albumin mit dem hoch sensitiven
Bromkresolgrin-Assay detektiert (2.8.7).

So ergibt sich nach Abschluss der Aufreinigung eine verbleibende BSA-Menge von 0,71 g/L,
womit 99,98% des urspriinglich freien BSA nun an der Partikelgrenzflache vorliegt oder durch
die Prozedur der Aufreinigung aus dem Ansatz eliminiert wurde (Abbildung 8). Dank der hohen
Aufreinigungseffizienz konnte ausgeschlossen werden, dass freies BSA einen nennenswerten

Beitrag zu der Wirkung eines aufgereinigten A-AOC-Ansatzes leisten wird.
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Abbildung 8: Effizienz des neuen Aufreinungsprotokolls
In der Abbildung wird die 5% BSA-L6sung (BSA), die als Ausgangsmaterial der Synthese dient, mit der

Konzentration an freiem Albumin verglichen, welche nach dem letzten Aufreinigungsschritt durch das BKG-Assay
im Uberstand des A-AOC-Ansatzes nachweisbar ist; Mittelwert + SD, n = 3.

Im selben Zuge wurde das Verfahren der tRES-Beladung ebenfalls angepasst (Methode
2.10.2). Zwei Verénderungen sollten dabei umgesetzt werden. Zum einen sollte der MOK-
Ansatz mit tRES in fester Form versetzt werden. Zum anderen sollte eine maximale
Konzentration fur tRES bestimmt werden, welche an der Proteinhtlle der A-AOC losbar ist.
Die erwartete Interaktion zwischen Albuminhille und tRES sollte dabei die stark limitierte
Loslichkeit des stark hydrophoben tRES anheben. Zusatzlich wére dieses Vorgehen
hinsichtlich der genutzten tRES-Menge 6konomischer, da lediglich das bendétigte tRES
verwendet wird, sowie zeitlich effizienter und schonender fiur die Partikel, da zwei

Zentrifugationsschritte entfallen wirden. Eine Quantifizierung der gebundenen Menge sollte,
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wie in 3.1.1 bereits beschrieben, durch ein Pelletieren der A-AOC und eine photometrische
Messung des Uberstandes bestimmt werden. Im Zuge von Darius Molitor absolvierten,
unabhangigen Untersuchungen konnte jedoch bei A-AOC, die mit tRES behandelt wurden,
eine Korrelation zwischen tRES-Menge im Uberstand und Zentrifugationskraft festgestellt
werden. Bei der Verwendung verschiedener Krafte zeigte sich bei identischer
Zentrifugationsdauer signifikante Unterschiede in der detektierten Menge an tRES im
Uberstand. Wahrend nach einer Zentrifugation bei 1500xg ~44 uM tRES gemessen wurden,
ergab sich bei 5000xg eine Verdopplung der detektierbaren tRES-Menge auf ~92 uM
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: tRES-Freisetzung in Abhangigkeit der Zentrifugationskréfte )
Abgebildet werden die photometrisch bestimmten tRES-Konzentrationen in Uberstdénden von Partikelpellets bei

drei unterschiedlichen Zentrifugationsgeschwindigkeiten. * p < 0,05; ** p < 0,001; **** p < 0,0001; One-Way
ANOVA; Mittelwert + SD, n = 4. Prasentierte Daten wurden von Darius Molitor erhoben.

Dieser Umstand beeintrachtigt eine verlassliche Detektion der gebundenen tRES-Menge mit
der bisher genutzten Methode. Um die mechanische Einfliisse vollstandig aus dem Verfahren
eliminieren zu kdnnen, sollte die maximal l6sliche tRES-Menge zunachst an freiem BSA
ermittelt werden (2.10.1). Die daraus gewonnenen Erkenntnisse sollte dann auf die
Proteinhille der A-AOC Ubertragen werden.

Daher wurde zunachst die BSA-Menge bestimmt, die als A-AOC-Hille vorliegt und als
Interaktionspartner des tRES dienen wirde. Im Anschluss an die Synthese wurde erneut unter
Einsatz des Bromkresolgriins die BSA-Konzentration im Uberstand photometrisch ermittelt
(2.8.7). Nach Pelletierung der Partikelphase konnte in den Uberstanden Absorptionswerte
bestimmt werden, welche im Mittel 12% niedriger als die Ausgangskonzentration der
Stammldsung waren (Abbildung 10A). Die Absorptionswerte wurden zur Berechnung der BSA-
Konzentration verwendet, welche an der Partikelgrenzflache vorzufinden ist. Die

Berechnungen offenbarten, dass lediglich 11,11 g/L (167,1 uM) des Proteins als Hullmaterial
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vorlag und somit ~20% der eingesetzten BSA-Menge in Hillmaterial umgewandelt wurde
(Abbildung 10B). Im Vergleich zeigten pralimindre Daten, dass bei der Standardsynthese
4,8 g/L BSA wahrend des Synthese verbraucht wurden (nicht abgebildet). Auch Fabian Nocke
konnte bereits im Rahmen seiner Masterarbeit einen niedrigeren BSA-Verbrauch bei der

Standardsynthese beobachten#2.
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Abbildung 10: Als Proteinhiille vorliegende Albuminkonzentration
A: Die ermittelten Absorptionswerte der 5% Albuminstammldsung (BSA) und des Syntheseliberstandes sind hier

gegenubergestellt. B: Abgebildet werden die photometrisch ermittelten Albuminkonzentrationen der Stammldsung,
sowie die an der Formation der Partikelhille beteiligte Proteinmenge; Mittelwert + SD, n = 5 fur BSA, n = 10 fur A-
AOC-MOK.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurden eine aquimolare BSA-Menge fir die Ermittlung
der maximal l6sbaren tRES-Menge mit einem 2,35-fachen molaren Uberschuss an tRES
versetzt. Die in der Proteinphase verbleibende tRES-Menge wurde nach 2.10.1 quantifiziert.
Die Daten werden zusammengefasst in

Tabelle 1 prasentiert.

Initiale tRES- Konzentration des Konzentration an
Konzentration resuspendierten Pellets Albuminhtlle
392,4+ 4,4 uM 47,2 £ 6,8 uM 345,9 + 9,1 uM

Tabelle 1 Maximal l6sliche tRES-Menge an der Albuminhille der MOK-Synthese
Mittelwert + SD, n = 6

Unter der Annahme, dass in einem MOK-Ansatz eine Proteinkonzentration von 167,1 uyM
vorliegt, kann tRES in einem molaren Uberschuss von 2,1:1 in einer BSA-haltigen Loésung
geldst werden, was eine drastische Steigerung der tRES-Ldslichkeit in wassrigen Losungen

bedeutet.
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Da nahezu alle Versuche mit aufgereinigten Synthesen durchgefuhrt wurden, wurde des
Weiteren ein potenzieller Partikelverlust wahrend der Aufreinigung untersucht. Ausgehend von
der Annahme, dass mit Abnahme der Partikelzahl auch die PFD-Menge und somit die
Sauerstoffkapazitat einer Probe sinkt, bediente man sich einer oxygraphischen Methode, um
die Proteinmenge in einer aufgereinigten MOK-Synthese ableiten zu kdénnen (2.8.4). Als
Vergleich diente das unbehandelte Gegenstiick. Weiterhin wurde auch die O»,-Kapazitat der
jeweiligen Tragermedien ermittelt und von den Werten der entsprechenden Partikelsuspension
subtrahiert. Wahrend die aufgereinigte MOK-Synthese in Aqua bidest. vorlagen, bestand das
Medium des unbehandelten Gegenstiicks aus einer 3,9 % BSA-L6sung (11,11 g/L der 50 g/L
liegen als Partikelhtlle vor, s. Abbildung 10).
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Abbildung 11 oxygraphische Untersuchung potenziellen Partikelverlusts:
Dargestellt sind oxygraphisch ermittelte O2-Kapazitdten unbehandelter und aufgereinigter Ansétze der MOK-

Synthese und der entsprechenden Tragermedien, **** p < 0,0001, One-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 10 fir

Tragermedien, n = 13 fiir Partikelmessungen. Prasentierte Daten wurden von Darius Molitor erhoben.

Die oxygraphische Analyse der Tragermedien offenbarte eine hohere O,-Kapazitat von 1,177
MM Oo/L fur die albuminhaltige Losung, wahrend die Kapazitat des Aqua bidest. bei 1,01 pM
OJ/L lag. Durch Verwendung dieser Werte, wurden die Sauerstoffkapazitaten der zu
untersuchenden A-AOC-Ansatze auf ihr Tragermedien normalisiert und korrigiert. Somit sinkt
die ermittelte Kapazitat der unbehandelten Probe von 2,853 auf 1,676 uM O./L. Die Daten des
aufgereinigten Ansatzes lagen bei 1,939 und 0,931 uM Og/L, vor und nach der Anpassung an
das Tragermedium (Abbildung 11).

Die aufgereinigte MOK-Synthese weist demnach einen O;-Kapazitatsverlust von 44,5% auf
und ist im Vergleich zum unbehandelten Aquivalent signifikant reduziert. Dadurch sinkt die in

einer Partikelsynthese vorliegende Albuminmenge von 11,11 g/l auf 6,17 g/L, was einer
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molaren Konzentration von 92,8 uM entspricht. Ubertragt man dies nun auf die Resultate, die
aus der Ermittlung der maximal I6sbaren tRES-Konzentration hervorgehen, so sind 194,8 uM

tRES in einem aufgereinigten Ansatz der MOK-Synthese ldsbar.

3.2.2 Freisetzungskinetik von gebundenem trans-Resveratrol

Erganzend zu der Beladung der Partikel wurde zuséatzlich eine mogliche tRES-Freisetzung
von der Proteinhille der aufgereinigten MOK-Synthese ermittelt und mit der von freiem BSA
verglichen.

Durch die Verwendung eines Dialyseverfahrens (2.10.3) wurde eine tRES-Freisetzungskinetik
Uber eine Dauer von vier Stunden erstellt, da alle im Zuge dieser Arbeit durchgefihrten
Versuche sich innerhalb dieses Zeitraums bewegen. Messungen wurden bei Raumtemperatur
(RT) und 37°C vorgenommen.
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Abbildung 12 tRES-Freisetzungskinetik:
Dargestellt ist die Freisetzungskinetik von tRES von der Proteinhille der MOK-Synthese Uber einen Zeitraum von

vier Stunden in uM. Die freigesetzte Menge wird dabei zum einen als Konzentration in pM (A) und zum anderen
als prozentualer Anteil der an der Albuminhtille gelésten tRES-Konzentration abgebildet (B). Als Referenz dient

eine aquimolare Menge freien BSAs; Mittelwert £ SD, n = 4.

In allen Anséatzen lieR sich mit zunehmender Versuchsdauer ein Anstieg der detektierbaren
tRES-Menge in der aul3eren Phase feststellen. Sowohl fir BSA als auch fir A-AOC wurde eine
temperaturabhangige Steigerung der tRES-Freisetzungskinetik registriert. Die A-AOC zeigten
bei beiden Temperaturen nach 30 min eine hdhere tRES-Freisetzung als BSA. Wahrend bei
RT die ermittelte tRES-Konzentration tber die gesamten vier Stunden tber den Werten des
freien Proteins lag, glich sie sich bei 37 °C nach 120 min an und die Graphen zeigen einen
nahezu identischen Verlauf (Abbildung 12). Die zum letzten Messzeitpunkt (4 h) ermittelten

Daten waren wie folgt:
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BSA A-AOC MOK
RT 37°C RT 37°C

UM | 463%53 95,01+ 14,1*+* 593+9,04  92,6%152*
23,7+2,7 48,7 7,2 304+4,6  475%78

%

Tabelle 2 freigesetzte Menge an tRES nach vier Stunden
Tabellarische Darstellung der freigesetzten tRES-Menge nach vier Stunden. Angegebene Signifikanzen beziehen

sich auf Werte bei RT, * p < 0,05, *** p < 0,001, unpaired t-test; Mittelwert + SD, n = 4.

3.2.3Charakterisierunqg der Partikel

Die Charakterisierung der MOK-Synthese erforderte aufgrund ihrer Neuartigkeit die Ermittlung
fundamentaler Eigenschaften wie PartikelgrofRe, PartikelgroRenverteilung, Viskositat und
Zeta-Potenzial. Als Referenz diente in einigen Fallen die Standardsynthese.

3.2.3.1 PartikelgrofRe und -verteilung

Die Analyse der Partikelgréf3e und ihrer Polydispersitat (PDI) erfolgte mit der Methode der DLS
(2.8.3). Im direkten Anschluss an die Synthesen durchgefiuihrte DLS-Messungen offenbarten
fur die Standardsynthese eine mittlere GroRe von 153,53 nm, wahrend der mittlere
hydrodynamische Durchmesser (MHD) der MOK-Partikel 99,36 nm betrug. Der
Aufreinigungsprozess fiuhrte in beiden Féllen zu einem signifikanten Wachstum der Partikel
(Abbildung 32 und Abbildung 33). Im Anschluss an die Aufreinigung wies die
Standardsynthese eine Partikelgrdf3e von 206,2 nm auf. Der MHD der MOK-Synthese lag in
diesem Stadium bei 162,34 nm.

Nach einer Lagerungsperiode von 24 h und unmittelbar vor der Beladung war fir beide
Syntheseformen ein leichter Rickgang des MHD zu verzeichnen (189,84 nm fir die
Standardsynthese, 136,93 nm fur MOK-Synthese). Dieser Durchmesser blieb auch nach der
Beladung in beiden Fallen nahezu konstant. Im gesamten Prozess der Partikelaufbereitung
verflgten die A.AOC der MOK-Synthese einen signifikant niedrigeren MHD als die A-AOC der
Standardsynthese (Abbildung 13).

55



3. Resultate

300 ¥%%% % % %k % ok % % % % %k
| | El Standardsynthese
= MOK-Synthese
= 200-
13 i
Q
I
= 100
0- | | |
Q?@ _Q\Q\' \)Qg \’(Q
N Y & ®
) éo, ‘Q; X
o'b& Lo © Q

Abbildung 13 Mittlerer hydrodynamischer Durchmesser verwendeter Synthesen:
Graphische Darstellung des mittleren hydrodynamischen Durchmessers beider Synthesewege im Anschluss des

jeweiligen Prozessierungsschrittes; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Two-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 9 fur
Standardsynthese, n = 12 fiir MOK-Synthese.

Auch im Falle des PDI zeigten beide Syntheseformen nach der Aufreinigung einen
signifikanten Anstieg in der Polydispersitat (von 0,47 auf 2,85 bei der Standardsynthese; von
1,04 auf 3,32 fir die MOK-Synthese). Beide Werte erholten sich jedoch und zeigten nach der
Lagerperiode von 24 h einen deutlich reduzierten Polydispersitatswert. Die Abnahme des PDI
in diesem Ubergang ist fur die MOK-Synthese statistisch signifikant (Abbildung 33).

Nach dem Herstellungsprozess wies die MOK-Synthese einen signifikant héheren PDI als die
Standardsynthese auf. Auch im Anschluss an die Aufreinigung besitzt die MOK-Synthese eine
breitere Partikelverteilung. Erst nach diesem Schritt trat eine Wende ein, bei der der PDI der
MOK-Synthese unter dem der Standard-A-AOC fiel (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Polydispersitatsindex genutzter Synthesewege:
Graphische Veranschaulichung des ermittelten PDI der A-AOC beider Synthesewege zu unterschiedlichen Stadien

des Aufbereitungsprozesses; ** p < 0,01; Two-Way ANOVA; Mittelwert £ SD, n = 9 fur Standardsynthese, n = 12
fir MOK-Synthese.

3.2.3.2 Ermittlung der rheologischen Eigenschaften und des Zeta-Potenzials

Ein weiterer fur kinstliche Sauerstofftrager relevanter Parameter stellt die Viskositat dar, die
Vorhersagen Uber ihr FlieBverhalten in Gefal3systemen erlauben. Daher spielen vor allem
rheologische Eigenschaften im physiologischen Bereich des humanen Gefalisystems von 10-
2000 s eine bedeutende Rolle!*. Viskositatswerte fur 1-5000 s wurden fur A-AOC der
Standard- und MOK-Synthese, sowie ihrer mit tRES assoziierten Form bestimmt (2.8.5;
Abbildung 15A).

Im physiologischen Scherratenbereich des humanen GefaRsystems zeigten alle
Suspensionen ein nahezu idealviskdses Verhalten (Beim idealviskdsen FlieRverhalten ist die
Viskositat unabhangig von der Scherrate). Die Viskositatswerte in diesem Bereich fielen unter
2 mPa*s, wodurch zwischen den einzelnen Proben bei diesen Scherraten keine
nennenswerten Unterschiede zu erkennen waren. Groé3ere Differenzen ergaben sich hingegen
fur den niedrigen Scherratenbereich von 1-6 s®. Zum einen zeigten alle untersuchten
Suspensionen ein nicht-newtonsches und pseudoplastisches Verhalten (eine sinkende
Viskositat mit steigender Scherrate). Zum anderen lief3 sich hier das Phanomen beobachten,
dass in Anwesenheit von tRES die Viskositat der jeweiligen Synthese drastisch herabgesenkt
wurde. Zur Verdeutlichung werden die Werte bei Scherrate 1 s? in einer zusatzlichen Grafik
dargestellt (Abbildung 15B). Bei dieser Scherrate zeigte sich, dass die Viskositat der
Standardsynthese bei Zugabe von tRES von 10,1 auf 7,6 mPa*s fiel. Im Falle der MOK-

Synthese liel3 sich sogar eine signifikante Reduktion der Viskositat in Anwesenheit von tRES
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beobachten. Der Wert sank von 11,9 auf 4,1 mPa*s. Zwischen den RESLOC der Standard-

und MOK-Synthese lagen keine signifikanten Differenzen vor.
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Abbildung 15 Scherviskositét verschiedener Partikelsynthese und -préparationen
A: Dargestellt wird die Viskositat in Abhangigkeit des Scherratenbereichs 1-5000 s der Standardsynthese und

MOK-Synthese in und An- und Abwesenheit von tRES. B: Viskositatswerte bei einer Scherrate von 1 s, ** p <
0,01, One-Way ANOVA; Mittelwert + SD. n = 3 fur SS (Standardsynthese), RESLOC SS und MOK, n = 4 fur
RESLOC MOK.

Als zusétzlichen Parameter zur Charakterisierung der MOK-Synthese wurde das fir
Nanoemulsionen bedeutende Zeta-Potenzial ermittelt (2.9.3). Das Zeta-Potenzial kann als
Indikator fir die Stabilitat einer Emulsion gedeutet werden. Je niedriger, desto starker wirken
die elektrostatischen, repulsiven Kréfte.

Die durchgefiihrten Messungen einer aufgereinigten MOK-Synthese ergaben eine partikulare
Ladung von -57,83 mV. Durch Zugabe von tRES wurde das Zeta-Potenzial um etwa 12 mV
auf -69,79 mV gesenkt. Die Reduktion der A-AOC-Oberflachenladung ist dabei statistisch
signifikant (Abbildung 16).
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Abbildung 16 Zeta-Potenzial der MOK-Synthese:
Zeta-Potenzial aufgereinigter A-AOC der MOK-Synthese, die in ihrer nativen Form oder beladen mit tRES vorliegen,

* p < 0,05; unpaired t-test; Mittelwert + SD, n = 3.

3.3.Funktionelle Untersuchungen der antioxidativen Eigenschaften

Wie auch schon im Falle der Standardsynthese, wurden RESLOC, die mithilfe der MOK-
Synthese hergestellt wurden, Untersuchungen in Bezug auf funktionelle Interaktionen
unterzogen. Primares Ziel der Experimente war es, in Erfahrung zu bringen, ob Hinweise fiir
ein funktionelles Zusammenspiel hinsichtlich antioxidativer Kapazitat vorliegt und wie die
Komponenten des RESLOC-Systems (A-AOC und tRES) Einfluss aufeinander nehmen.
Besonderes Interesse galt dem Vergleich zwischen freiem BSA und der Proteinhtille der A-
AOC in Anwesenheit von tRES.

3.3.1 ABTS-Decolorisationsassay der MOK-Synthese

Fur die Ermittlung eines Zusammenspiels funktioneller Natur wurde zunéchst eine
angepasste, optimierte Form des ABTS-Assays genutzt, welche zur Gewinnung von mehr
Informationen verwendet werden sollte (2.10.4). Neben einer langeren Versuchsdauer und
einer héheren Zahl an Messpunkten, wurde zur Evaluation der antioxidativen Eigenschaften
das Verhéltnis aus Messdaten zweier Wellenlangen (350 nm fur die reduzierte Form des
ABTS; 734 nm fir das ABTS-Kationradikal) berechnet (Abbildung 17). Je groRer der Wert des
Verhéltnisses, desto starker die antioxidative Aktivitat.

Anhand von Messungen nach 30 min konnten folgende Beobachtungen angestellt werden:
Fir freies BSA und tRES, sowie A-AOC konnten nahezu identische Werte ermittelt werden.
Die Systeme BSA-tRES und RESLOC zeigten eine enorme, signifikante Zunahme des
Verhéltnisses im Vergleich zu den einzelnen Komponenten, wohingegen sich zwischen BSA

und A-AOC in Anwesenheit von tRES keine signifikanten Unterschiede zeigten.

59



3. Resultate

Mit der Probenentnahme nach 30 min wurde gleichzeitig die Radikalkonzentration der Ansatze
weiter angehoben. Dieser Schritt sollte extreme Bedingungen und eine Erschépfung der
antioxidativen Kapazitat der Protein-tRES-Komplexe herbeiftihren.

Am zweiten Messpunkt (60 min) konnte fir alle Bedingungen zunachst eine deutliche
Reduktion der Werte beobachtet werden, die wahrscheinlich durch die Zugabe zuséatzlicher
Radikalldsung ausgeltst wurde. Im weiteren Verlauf des Experimentes ergab sich fir jede
Probe mit zunehmender Dauer ein Anstieg der Werte von unterschiedlichem Ausmal3. BSA
und A-AOC zeigten ahnliche Veranderungen (keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Bedingungen), wohingegen die Zunahme fir tRES deutlich geringer ausfiel. Auch bei
BSA-tRES und RESLOC trat bei beiden Werten beim Ubergang von 60 auf 120 min ein
deutliches Wachstum der Werte auf. Zu diesem Zeitpunkt war zum ersten Mal eine signifikante
Differenzierung beider Bedingungen zu beobachten. Wahrend das Verhaltnis fur BSA-tRES
lediglich 72,6% (7,6 - 13,03) zunahm, war fir RESLOC eine Zunahme von 97,4 %
(9,8 219,3) zu verzeichnen (Abbildung 17).

Auch bei der finalen Messung (180 min) offenbarten die RESLOC einen signifikant héheren
Wert als der BSA-tRES-Komplex. Der fur die RESLOC bestimmte Wert betrug dabei 29,9,
waéhrend der fir BSA-tRES bei 19,6 lag.
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Abbildung 17 ABTS-Decolorisationsassay mit der MOK-Synthese:
Antioxidative Wirkung der jeweiligen Komponente wird als Verhdltnis der photometrisch ermittelten

Absoprtionswerte bei 350 und 734 nm dargestellt. Messungen wurden 30, 60, 120 und 180 min nach
Versuchsbeginn durchgefihrt, ** p < 0,01, *** p < 0,001, Two-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 5.

Das ABTS-Decolorisationsassay ist eine auf Photometrie basierende Methode. Daher wurden

A-AOC-Proben vor Durchfiihrung von Messungen, trotz des geringen Trilbungsgrad der MOK-

Synthese, zentrifugiert, um mdgliche Interferenzen durch die Partikel vermeiden zu kénnen.
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Da dieser Schritt bei freiem BSA entfallt, wurde ein weiteres Assay zur Evaluierung der
antioxidativen Kapazitat herangezogen, um die Resultate des Decolorisationsassays zu

bestatigen.

3.3.2 Chemilumineszenzassay zur Evaluierung der antioxidativen Kapazitéat

Als ergadnzende Methode wurde ein auf Lumineszenz basierender Versuch verwendet
(2.10.5). Fur die Ausbildung eines Lumineszenzsignals war die Generierung eines
radikalisierten Intermediats von Luminol erforderlich. Somit war die antioxidative Wirkung einer
Komponente proportional zur Reduktion des jeweiligen Lumineszenzsignals, welches in

relative light units (RLU) dargestellt wird.
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Abbildung 18 Lumineszenzassay zur Beurteilung antioxidativer Kapazitaten:
Abgebildet wird das Lumineszenzsignal von Luminol in Anwesenheit von mit tRES assoziierten BSA und A-AOC,

sowie den &quimolaren Mengen der einzelnen Komponenten. Daten wurden 30 min nach Versuchsbeginn
gewonnen, * p < 0,05, ** p < 0,01, One-Way-ANOVA,; Mittelwert + SD, n =5 flir Aqua bidest, BSA und A-AOC, n =6
fur BSA+tRES, RESLOC und tRES. Die prasentierten Daten wurden von Birgit Podleska erhoben.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min konnten in Abwesenheit von tRES in den
proteinhaltigen Proben (BSA und A-AOC) stark erhdhte Lumineszenzsignale registriert
werden. Dabei war die Signalstarke in Anwesenheit von A-AOC im Vergleich zur Aguimolaren
Menge freien BSAs signifikant geringer. Durch die Verwendung von tRES konnte in beiden
Fallen eine drastische Reduktion der Lumineszenz beobachtet werden. Die Werte fir BSA
sanken in Kombination mit tRES auf das Niveau der Wasserkontrolle (Aqua bidest.). Auch in
diesem Fall lieferten die RESLOC signifikant niedrigere Werte und lagen sogar unter der
Kontrolle. Die geringste Signalstarke konnte fur freies tRES nachgewiesen werden, welches

aquimolar eingesetzt wurde (Abbildung 18).
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Die wahrend der Untersuchung der funktionellen Interaktion zwischen Protein und dem Stilben
tRES gewonnenen Erkenntnissen zeigten deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Komplexen BSA-tRES und RESLOC hinsichtlich ihrer antioxidativen Aktivitat. Um die Ursache
dieser Beobachtungen zu finden, wurden Methoden angewandt, die Informationen zu Struktur

und Zustand des Proteins in der jeweiligen Phase liefern sollten.

3.3.3 Untersuchungen der Proteinhulle des kiinstlichen Sauerstofftragers

Zur Gewinnung eines Uberblicks Uber die Struktur des Albumins an der PFD-Grenzphase
wurde die CD-Spektroskopie genutzt (2.9.1). Die durch die CD-Spektroskopie ermittelte
Elliptizitat (Abbildung 19) wurde fir die Quantifizierung der Sekundarstrukturanteile verwendet.
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Abbildung 19 Graphische Darstellung der Elliptizitat:
Dargestellt sind aufgezeichnete Datenpunkte fur ein Spektrum von 190-260 nm fir BSA und A-AOC, sowie die

tRES assoziierte Aquivalente. Kurven zeigen das Mittel aus n = 4 (BSA, BSA-tRES) oder n =5 (A-AOC, RESLOC).

Aufgrund visueller Ubersicht wurde auf die Darstellung der Standardabweichungen verzichtet.

Die Kurve des freien, nativen BSA erreichte im Vergleich zu den A-AOC-Proben zwischen 205-
230 nm &ulerst niedrige Elliptizitatswerte. In diesem Bereich bildeten sich zwei Minima aus,
ein stark ausgepréagtes bei etwa 208 nm, ein schwéacheres bei etwa 222 nm. Beim Verlassen
dieses Tals beschrieb die BSA-Kurve einen rasanten Anstieg und formte bei etwa 195 nm ein
Maximum und erreichte dabei erneut, in Relation zu den restlichen Bedingungen, hohe Werte
(~ 35000).

Der Graph der A-AOC stand im starken Kontrast dazu. Die Kurve erreichte im Bereich von
205-230 nm deutlich héhere Werte fir die negative Elliptizitat. Wahrend BSA in diesem
Wellenlangenbereich Werte von -22000 zeigte, stieg die Elliptizitat bei den A-AOC auf -10000.
Das oben erwahnte Minimum bei 208 nm war deutlich schwacher ausgeprégt, wahrend das
Minimum bei 222 nm vollstandig verschwand. Die Wende im Kurventrend fand bei ahnlicher
Wellenlange statt, wobei die Steigung und das sich formierende Maximum erheblich geringer
ausfielen. Das Maximum der A-AOC erreichte lediglich eine Elliptizitatswert von ~10000.

Lagen beide Komponenten mit tRES assoziiert vor, konnten keine starken Verdnderungen in
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den Kurvenverlaufen beobachtet werden. Im Bereich 205-230 nm trat fir BSA-tRES eine
leichte Erhdéhung der Elliptizitat auf, wahrend sie im Falle der RESLOC absank.

Im Allgemeinen weisen die Elliptizitatskurve von Proteinen eines hohen Ordnungsgrades und
damit eines hohen helicalen Anteils einen distinkten Peak bei etwa 190 nm auf sowie ein
ausgepragtes Tal mit zwei Minima bei 208 und 222 nm, die auch zur Berechnung der helicalen
Anteile verwendet werden. Steigt der Anteil an Strukturen eines niedrigeren Ordnungsgrades
(B— und ungeordnete Strukturen), so spiegelt sich das im Verlauf der Elliptizitatskurve wider.
Zum einen kommt es zu einer deutlichen Abnahme des Maximums bei 190 nm. Zum anderen
lasst sich mit Zunahme der (- und ungeordneten Strukturen eine Abnahme der absoluten
Elliptizitatswerte im Bereich 205-230 nm und somit eine Anhebung des Tals in diesem
Abschnitt beobachten.

Die erfassten Datenpunkte wurden zur Quantifizierung der Anteile mit der Online-Software
DiChroweb verwendet und offenbarten die anhand der jeweiligen Elliptizittskurve zu

erwartenden strukturellen Verteilungen:

Probe/Sekundarstruktur a-Helix B-Faltblatt B-Schleife/lungeordnete
Strukturen

BSA 67,8+ 3,1 85+1 23,8 + 3,2

BSA-tRES 63,8 + 3,5 9+29 27,25+1,0

A-AOC 36,2 + 1,5 **** 14,4 +£1,3* 49,4 £ 1,7 ***=

RESLOC 38,8 + 3,6 **** 122+1,6 49 + 2,8 *x**

Tabelle 3: Quantifizierung der CD-Spektren
Tabellarische Darstellung des prozentualen Anteils der sekundéren Strukturelemente, ** p < 0,01, **** p < 0,0001,

One-Way-ANOVA; Mittelwert = SD, n = 4 fir BSA und BSA-tRES, n = 5 fur A-AOC und RESLOC. Signifikanzen
beziehen sich auf BSA bzw. BSA-tRES.

In seiner nativen Form zeigte BSA einen helicalen Anteil von nahezu 70% und somit einen
hohen Ordnungsgrad. Tritt das BSA mit tRES in Interaktion, so nimmt das nahezu keinen
Einfluss auf die Sekundarstruktur des Proteins. Es konnte lediglich eine leichte Abnahme der
a-Helices und eine Zunahme der B—Schleifen und ungeordneten Strukturen um wenige
Prozent verzeichnet werden.

Im starken Kontrast dazu standen die Resultate der A-AOC-Proben. Die Auswertung der
spektroskopischen Daten offenbarte fur das Albumin an der PFD-Grenzphase eine signifikante
Reduktion des a-helicalen-Anteils bei gleichzeitiger signifikanter Zunahme der Random Coil-
Strukturen (B—Schleife/ungeordnete Strukturen). Auch hier schien tRES die Verteilung der
sekundéaren Strukturen nicht ausschlaggebend zu verandern (Tabelle 3). Dariiber hinaus war
fir A-AOC und RESLOC eine Zunahme des [B-Faltblattanteils zu verzeichnen, wobei bei A-
AOC eine signifikante Erhéhung vorlag.
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3.3.4 Quenching der Tryptophanfluoreszenz

Der Prozess der A-AOC-Formation scheint erhebliche strukturelle Verdnderungen des

Albumingerists herbeizufihren. Diese massiven Verdnderungen kdnnen die Interaktion
zwischen BSA und tRES beeintrachtigen. Die CD-Daten erlauben keine genaue Lokalisation
der betroffenen Proteindoméanen. Als eine stark hydrophobe Verbindung lagert sich trans-
Resveratrol bevorzugt in hydrophobe Bindetaschen des Albumins ein. Eine davon ist in der
Subdomaéne A lokalisiert, in dessen spatialer Nahe sich das Tryptophan-212 (Try-212)
befindet'3:144, Tryptophane sind flr die intrinsische Fluoreszenz des BSA verantwortlich.
Interaktionen eines Bindungspartners mit der Bindetasche fiihren dabei zu einem Quenching
der Tryptophanfluoreszenz, was vor allen in Bindungsstudien Verwendung findet**414>, Dieser
Umstand wurde auch ausgenutzt, um die Interaktion zwischen tRES und der Proteinhdille der
MOK-Synthese zu untersuchen. Als Referenz diente erneut BSA und BSA-tRES.
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Abbildung 20 Emissionsspektrum des freien BSA
Dargestellte Graphen zeigen Emissionsintensitéat der BSA-Proben in Abh&ngigkeit der Wellenléange. Der Verlauf

der Kurven stellt ein Mittel aus n = 5 dar. Aufgrund visueller Ubersicht wurde auf die Darstellung der

Standardabweichungen verzichtet.

Die Tryptophanfloureszenz wird bei 280 nm angeregt und zeigt eine Emission bei 340 nm. Der
Graph des nativen BSA zeigte demnach einen typischen Verlauf, mit einem distinkten
Maximum im zu erwartenden Emissionsbereich. Durch die Zugabe von tRES kam es zu einer
signifikanten Reduktion und einer gleichzeitig stattfindenden bathmochromen Verschiebung

(Rotverschiebung) des Kurvenmaximums (Abbildung 20 und Tabelle 4).
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Abbildung 21 Emissionsspektrum der MOK-Partikeln
Dargestellt ist die Fluoreszenzemission partikelhaltiger Proben im abgebildeten Wellenlangenbereich. Der Verlauf

der Kurven ergibt sich aus dem Mittelwert von fiinf verschiedenen Proben (n = 5). Aufgrund visueller Ubersicht

wurde auf die Darstellung der Standardabweichungen verzichtet.

Bei Betrachtung der Partikelkurve zeigte sich im Vergleich zu BSA keine betr&chtliche
Verlagerung des Maximums, jedoch reduzierte sich die Emissionsintensitat nahezu um das
Zehnfache. In Anwesenheit von tRES liel? sich erneut das Phdnomen der bathmochromen
Verschiebung und eine signifikante Abflachung der Kurve beobachten. Jedoch fand die
Reduktion des Emissionsmaximums im Falle der RESLOC in einem deutlich geringeren

Ausmal statt (Abbildung 21 und Tabelle 4).

Wellenlange des | Emissionsintensitat Prozentuale
Maximums (nm) Bei Maximum (a.u.) Reduktion des
Maximums durch
tRES
BSA 337,5 6491,5 + 208,2 76.6
BSA-tRES 369,5 1520,1 + 111,5 **** '
A-AOC 338,5 617,6 £ 104 4192
RESLOC 378 362,9+37,8* '

Tabelle 4 Emissionsmaxima der Tryptophanfluoreszenz protein-und partikelhaltiger Proben
Tabellarische Darstellung der Emissionswerte, die am Maximum der jeweiligen Graphen vorliegen, * p < 0,05, ****

p < 0,0001, One-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 5.

3.3.5 Untersuchungen der hydrophoben Doméanen und Zustand der Disulfidbricken

Um vorangehende Erkenntnisse der Quenching-Studie zu komplettieren und einen Eindruck
Uber den Zustand aller hydrophoben Taschen des Albumins zu gewinnen, wurden freies BSA
und A-AOC mit dem Fluorophor ANS untersucht (2.9.6). ANS zeichnet sich dabei durch die
Besonderheit aus, lediglich in einem hydrophoben Milieu eine hohe Fluoreszenzintensitat zu
entwickeln, weswegen es sich hervorragend zur Untersuchung hydrophober Bindetaschen
eignet.
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Abbildung 22 Auswertung des ANS-Assays
A: Visuelle Untersuchung der Fluoreszenzsignale mit einem UV-Transilluminator von BSA (1) und A-AOC (2). B:

Intensitét der Fluoreszenzintensitét in quantifizierter Form, ** p < 0,01, unpaired t-test; Two-Way ANOVA;
Mittelwert + SD, n = 5.

Aufgrund einer Anregungswellenlange im UV-Bereich konnte die Fluoreszenz des ANS
mithilfe eines UV-Transilluminators visualisiert werden. Das mit BSA (1) befillte Well leuchtete
mit hoher Intensitat, wahrend die Partikelprobe (2) schwach fluoreszierte (Abbildung 22A).
Dieser Eindruck konnte bei der Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat bestatigt werden.
Das freie BSA erreichte im Mittel einen Wert von 47,4 a.u., wohingegen die extrapolierte
Emissionsintensitat des ANS bei einer Interaktion mit A-AOC 19,9 a.u. betrug. Somit lag bei
den A-AOC eine signifikante Reduktion des Fluoreszenzsignals von etwa 60% vor (Abbildung
22B).

Ein ahnliches System wurde zur Quantifizierung der Sulfhydrylgruppen des Albumins genutzt.
BSA verfigt Uber 17 Disulfidbriicken. Der Einfluss der umfassenden strukturellen
Veranderungen wahrend der Partikelsynthese auf den Zustand der Disulfidbriicken wurde
durch Einsatz des mBBr-Reagenz Thiolyte® untersucht (2.9.4). Monobromobimane (mBBr)
weisen ein dhnliches Funktionsprinzip wie ANS auf, da sie erst nach der Reaktion mit einer
Sulfhydrylgruppe ein Fluoreszenzsignal entwickeln. Als zuséatzliche Kontrolle wurden die
verfigbaren Thiolgruppen mit dem Reagenz NEM blockiert und anschliel3end mit dem mBBr
behandelt. Auch hier war aufgrund eines Anregungsbereichs im UV-Spektrum eine

Visualisierung der Emission mit einem UV-Transilluminator maglich.
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Abbildung 23 Auswertung der mBBr-Behandlung
A: Aufnahme einer visuellen Analyse der mBBr- Emission von BSA (1), A-AOC (2) und A-AOC behandelt mit 1mM

NEM (3). B: Quantifizierung der mBBr-Fluoreszenzemission, **** p < 0,0001, One-Way ANOVA; Mittelwert + SD
n = 4 fir die NEM-Proben, n = 6 fir BSA und A-AOC.

Die BSA-Probe (1) zeigte nach einer Inkubation mit mBBr eine geringe bis keine Fluoreszenz.
Im Gegensatz dazu steht das A-AOC beherbergende Well (2), welches ein ausgepragtes
Leuchten aufwies. Eine Prainkubation mit 1 mM NEM flhrte bei den A-AOC zu einer deutlichen
Senkung der Signalintensitat (3) (Abbildung 23A). Diese Beobachtungen spiegeln sich auch
in der Quantifizierung des Fluoreszenzsignal wider. Das Monobromobiman brachte in
Interaktion mit der Partikelhille eine Signalintensitat von 864,8 a.u. hervor, was signifikant
hoher als das Fluoreszenzsignal der BSA-Probe war. Die Verwendung von NEM in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen senkte die Fluoreszenzintensitét der Partikel signifikant auf
das Niveau des freien BSA herab (Abbildung 23B).

3.4 Zellkultur

Mit tRES beladene A-AOC wurden neben den rein biochemischen Assays auch in der

Zellkultur untersucht. Zum einen kamen die RESLOC erneut in einem antioxidativen Assay
zum Einsatz, in dem ihre protektive Wirkung gegeniiber oxidativen Schaden auf zellularer
Ebene analysiert wurde. Zum anderen galt ein Interesse daran, welchen Einfluss die A-AOC
auf Zellschdden nehmen, die wéhrend eines I/R-Szenarios entstehen. Hierfir wurde eine
in vitro I/R-Simulation etabliert. Beide Versuchsreihen wurden mit HL-1-Kardiomyozyten
durchgefinhrt.

Die Verwendung der A-AOC in der Zellkultur gestaltete sich in der Vergangenheit der

Arbeitsgruppe als herausfordernd, da die Partikel durch Inhalte der Zellkulturmedien und der
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erhohten Temperatur zu schnellerem Wachstum und zur Sedimentation neigen. Durch ein
Absenken der Partikel auf adhasive Zellen kdnnen unerwiinschte Effekte entstehen, die sich
verfalschend auf Resultate auswirken. Daher wurde in dieser Arbeit ein Zellkulturmodell
etabliert, in dem sog. Transwell-Inserts verwendet wurden. Der Einsatz dieser Inserts erlaubt
eine raumliche Trennung der Zellen und A-AOC, kdnnen jedoch dank einer mit Poren versehen
Membran miteinander interagieren (Abbildung 24). Zusatzlich fihrt die Insertmembran eine
endothelartige Barriere und somit eine Form der Sauerstoffversorgung ein, die ndher an im

Blutkreislauf vorherrschenden Bedingungen liegt.

il 4 i

F
FF

Abbildung 24 Graphische Zusammenfassung des verwendeten Zellkulturmodells
Die Zellen werden in dem korbartigen Insert auf einer mit Poren durchsetzen Membran kultiviert. Wahrend des

Versuches ermdglichen diese Poren einen Austausch zwischen den beiden Phasen und so auch eine Oa-
Versorgung durch A-AOC (orangefarbene Sphéren). Die Grafik wurde mithilfe von BioRender erstellt.

3.4.1 Evaluierung antixodativer Effekte in Zellkultur

Fur die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat nutzte man ein Assay, bei dem HL-1-Zellen
durch das Enzym Glucoseoxidase (GOx) oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Die GOx
generiert durch Umsetzung der im Medium enthaltenen Glucose einen konstanten Strom an
H20,. Erneut wurden A-AOC und RESLOC untersucht und mit aquivalenten Menge an BSA
und tRES verglichen. Als eine Art Positivkontrolle dienten Anséatze, in denen die Proben durch
1XPBS ersetzt wurden. Der oxidative Stress wurde mithilfe des Fluorophors CellROX®
visualisiert und als CTCF quantifiziert (2.11.13).

Der Einsatz von BSA, tRES und A-AOC erwirkte, im Vergleich zur Positivkontrolle (PBS),
lediglich eine geringe, nicht signifikante Verringerung des CTCF-Wertes. Auch untereinander
konnte zwischen diesen Bedingungen keine bedeutenden Unterschiede festgestellt werden.
Diese zeigten sich erst durch die Zugabe von tRES. Die Fluoreszenzwerte fiir die Ansatze mit
BSA und A-AOC wurden in Anwesenheit von tRES deutlich gesenkt. Dabei prasentierten die
RESLOC-Ansatze im Mittel einen signifikant starkeren antioxidativen Effekt als BSA-tRES und
A-AOC. Zwischen BSA und BSA-tRES hingegen konnte keine statistische Signifikanz
festgestellt werden (Abbildung 25). Nach Abschluss des Experimentes konnte in

partikelhaltigen Wells eine Sedimentation der A-AOC beobachtet werden.
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Abbildung 25 CTCF der GOx exponierten HI-1-Zellen
Graphische Darstellung der quantifizierten intrazellularen Fluoreszenz des CellROX als Corrected Total Cell

Fluorescence (CTCF), * p < 0,05, ** p < 0,01, One-Way ANOVA; Two-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 3 fir
A-AOC und tRES, n = 5 gilt fur die restlichen Bedingungen.

Wahrend der mikroskopischen Untersuchung konnten Ablésungen von behandelten Zellen
beobachtet werden. Fir weiterfihrende Untersuchungen wurden Zelllysate gewonnen. Diese
wurden in einer Western Blot-Analyse hinsichtlich ihres Gehalts an gespaltener Caspase 3
(cleaved Caspase 3, clCaspase 3) verglichen. Mit Beginn apoptotischer Prozesse wird
Caspase 3 als Effektorcaspase in ihre gespaltene Form Uberfiihrt, die mit dem Voranschreiten
der Apoptose in der Zelle akkumuliert und mit einer WB-Analyse nachgewiesen werden kann
(2.11.10). Caspase 3 in seiner gespaltenen Form weist ein Molekulargewicht von 17 kDa auf.
Keine der Proben bildete auf der entsprechenden Héhe des Proteinmarkers eine Bande aus
(Abbildung 34).

3.4.2 In vitro Ischamie-Reperfusionsmodell

Das Modell eines in vitro I/R-Szenarios soll als eine Versuchsplattform dienen, die nicht nur
eine Untersuchung der adaquaten Sauerstoffversorgung, sondern auch der daraus folgenden
funktionellen Effekte auf zellularer Ebene mithilfe molekularbiologischer Methoden ermdglicht.
So kdnnen mit geringem Aufwand, pralimindre Daten generiert werden, die eine rasche
Evaluierung neuer Partikelsynthesen und -modifikationen der A-AOC in einem komplexen und
klinisch relevanten Einsatzgebiet gestattet.
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3.4.2.1 Sauerstoffversorqgung durch A-AOC

Als Indikator fiir die Sauerstoffversorgung der HL-1 durch A-AOC wéhrend einer ischamischen

Periode bediente man sich des HIF-1a. Diese Untereinheit des HIF-Proteins wird lediglich bei
O.-Mangel stabilisiert. Eine Abnahme der detektierbaren HIF-1a-Menge in Anwesenheit
oxygenierter Partikel ist somit proportional zu ihrer Fahigkeit, die Zellen wahrend einer
Ischamie mit Sauerstoff zu versorgen.

Hierzu wurde zunachst eine Untersuchung zur Akkumulation der HIF-1a-Untereinheit in den
HL-1-Zellen durchgefiihrt, um zu ermitteln, wann eine ausreichende Menge an HIF-1a vorliegt,
um die Effekte oxygenierter A-AOC zu sehen. Die Zellen wurden einer hypoxischen
Atmosphéare mit 0,1% O, ausgesetzt und die zu unterschiedlichen Zeitpunkten vorliegende

Proteinmenge durch Western Blot-Analyse untersucht (Abbildung 26).
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Abbildung 26 HIF-1a-Akkumulation in HL-1-Zellen
A: Beispielhafte Darstellung einer Western Blot-Analyse der HIF-1a-Akkumulation in HL-1-Kardiomyozyten. Als

Negativkontrolle (NC) dient eine normoxische Probe. Proben wurden mit einer 7,5% SDS-PAGE aufgetrennt. Als
Ladekontrolle dient B-Actin. B: Quantifizierung der HIF-1a-Akkumulation in HL-1-Zellen aufgetragen gegen die Zeit.
Fir HIF-1a ermittelte Werte wurden mit 3-Actin normalisiert; Mittelwert + SD, n = 3. Densitometrische Auswertung

erfolgte mithilfe von ImageJ.

Zellen, die lediglich 30 min bei ischdmischen Konditionen inkubiert wurden, zeigten bei der
WB-Analyse keinen Unterschied zu der normoxischen Kontrolle (NC, Abbildung 26A). Erst
eine Stunde nach Beginn des Versuchs, bildete die aufgetragene Probe eine Bande und eine
visuell detektierbare Differenz zur Kontrolle. Mit zunehmender Dauer der Hypoxie gewann die
Bande des HIF-1a an Intensitat und erreichte bei 6h ein Maximum. Lediglich die sich bei zwei
und vier Stunden formierende Banden zeigten sowohl visuell auf dem Gel als auch bei der

densitometrischen Analyse eine nahezu identische Intensitat (Abbildung 26B).
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Anhand der vorliegenden Ergebnisse wurde der Entschluss gefasst, die hypoxische Phase
des I/R-Protokolls auf drei Stunden zu begrenzen, da bereits zu diesem Zeitpunkt eine

ausreichende Stabilisierung der HIF-1a-Untereinheit vorlag.
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Abbildung 27 Sauerstofftransport durch Insertmembran
A: Graphischer Verlauf des O:-Partialdrucks in einer 24-Well OxoDish-Platte. Untersucht wurde dabei der

Partialdruck im Inneren des Inserts. Der Transfer des Mediums erfolgte nach 10, 20 und 30 min. Der Verlauf der
Kurve stellt ein Mittel aus n = 3 dar. B: Separate Darstellung der maximalen O2-Partialdruckwerte in Abh&angigkeit
des jeweiligen Messzeitpunkts; * p < 0,05, ** p < 0,01, Two-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 3.

Um die Effizienz des Gasaustausches und die Oz.Versorgung der Zellen im Insert-Setup zu
bestimmen, wurde die Sauerstoffmenge im Insert und somit in der Phase der Zellen mit dem
PreSens-Setup (2.11.4) untersucht. Die MOK-Synthese und der als Referenz dienende mKHP
wurden nach 2.11.3 mit 100% O oxygeniert und direkt in das Well der Zellkulturplatte
gegeben. In regelmaRigen Intervallen (10, 20 und 30 min) wurde ein Volumen aus dem Insert
auf die PreSens-Platte Ubertragen.

Uber den Verlauf des gesamten Versuches lie3en sich in den Inserts, die mit den A-AOC
behandelt wurden, hohere Partialdricke fir Sauerstoff nachweisen (Abbildung 27). In
Anwesenheit oxygenierter Partikel erreichte die innere Phase des Inserts einen Oo-
Partialdruck von 44,5 hPa, wohingegen die Zugabe des oxygenierte mKHP zu 34,6 hPa fuhrte.
Nach 20 min sank der Partialdruck fur beide Probe signifikant auf 20,9 hPa (A-AOC) und 7,4
hPa (mKHP). Nach dem Verstreichen weiterer 10 min reduzierte sich die detektierbare

Sauerstoffmenge im Falle der oxygenierten Partikel auf 14,2 und fir den mKHP auf 3,9 hPa.
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Zu den Zeitpunkten 20 und 30 min ergaben sich zwischen A-AOC und mKHP signifikante
Unterschiede, die beim ersten Messpunkt nach 10 min nicht vorlagen (Abbildung 27B).

Um festzustellen, ob die im Insert vorherrschende O»-Konzentration die HL-1-Zellen mit
ausreichend Sauerstoff versorgt, wurde wieder anhand der HIF-1a-Akkumulation beurteilt. Die
Zellen wurden nach Methode 2.11.6 in der Hypoxiekammer prainkubiert und anschlieRend mit
oxygenierten Partikeln oder mKHP behandelt. Die Akkumulation der HIF-la-Untereinheit
wurde zu Zeitpunkten (10 und 30 min) nach Zugabe der oxygenierten Medien anhand Western
Blot-Analyse bestimmt (Abbildung 28). Die Untersuchung der gewonnenen Zelllysate zeigte,
dass sowohl fur oxygenierte A-AOC als auch fir mKHP bei 10 min keine Bande fur HIF-1a
vorzufinden ist. Wahrend sich diese Beobachtung fir A-AOC beim zweiten Messzeitpunkt

wiederholte, trat fir mKHP eine klar sichtbare Bande nach 30 min auf.
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Abbildung 28 Western-Blot Analyse der HIF-1a-Destabilisierung
Beispielhafte Darstellung einer Western Blot-Analyse zur Untersuchung der HIF-1a-Akkumulation in Anwesenheit

oxygenierter A-AOC und mKHP. Als Kontrolle diente eine unbehandelte, hypoxische Positivkontrolle (HOX), n = 3.
Als Ladekontrolle diente B-Actin.

3.4.2.2 Etablierung von Untersuchungen fir zellulare Schadigungsparamater

Um umfassend beurteilen zu kénnen, welche Effekte oxygenierte A-AOC wéahrend eines I/R-
Szenarios entfalten, missen neben der Sauerstoffversorgung auch zusatzliche
Schadigungsparamater miteinbezogen werden. Aufgrund bereits publizierter Daten#® und
anhand der Resultate der HIF-1a-Akkumulation wurde der Entschluss gefasst, die simulierte
I/R aus einer dreistundigen Hypoxie, an die sich eine Reperfusionsphase von einer Stunde
anschlief3t, zusammenzusetzen. Die Eignung dieses Protokolls hinsichtlich zellularer Schaden
wurde mithilfe der drei zellularen Schadigungsparameter Cytotoxizitat, Apoptose und

oxidativem Stress gepriift (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Evaluierung des zelluldren I/R-Schadens
Zusammenfassende Abbildung der Resultate hinsichtlich Cytotoxizitat, Apoptose und oxidativem Stress,

hervorgerufen durch die simulierte I/R. A: Dargestellt ist die LDH-Freisetzung der HL-1-Zellen nach der jeweiligen
Phase der Behandlung. Die Resultate werden normalisiert auf die Daten der Negativkontrolle (NC) abgebildet;
***k n < 0,0001, One-Way ANOVA; Mittelwert + SD, n = 12 fiir NC, | und I/R, n = 8 fir EtOH 1%. B: Beispielhafte
Western Blot-Analyse des Apoptosemarkers clCaspase 3. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer 12,5%
SDS-PAGE. Als Ladekontrolle diente $-Actin, n = 3. C: Auswertung der intrazellularen Fluoreszenzintensitat als
CTCF-Wert nach jeweiliger Behandlung; * p < 0,05, One-Way ANOVA; Mittelwert £ SD, n = 3.

Cytotoxische Analyse des I/R-Protokolls

Zu Beginn widmete man sich der Cytotoxizitéat. Als Indikator diente hierbei das Enzym LDH
(2.11.12). Es wurden Proben nach drei Stunden Hypoxie/lschamie (1) und im Anschluss an die
Reperfusion (I/R) entnommen und untersucht. Als Negativkontrolle (NC) diente eine Kultur, die
wahrend des Experimentes in normoxischen Bedingungen verblieb. Mit 1% Ethanol
(EtOH 1%) behandelte Zellen stellten eine Positivkontrolle (PC) dar. Die photometrische
Erfassung der LDH-Freisetzung offenbarte folgendes Bild: Zellen, die lediglich der Hypoxie
ausgesetzt wurden, zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle geringfiigig erhéhte LDH-Werte.
Erst nach der Reperfusion trat eine signifikante Steigerung der extrazellularen LDH-Menge
auf. Die Reperfusion resultierte im Vergleich zur hypoxischen Probe in einer Verdopplung der
detektierbaren LDH und zu einer 3,5-fachen Steigerung der NC-Werte (Abbildung 29A).

Untersuchungen beziiglich auftretenden Zelltods

Die Auswirkungen des I/R-Protokolls auf den Zelltod wurden mit dem Apoptosemarker
Caspase 3 ermittelt. Hierbei wurden ebenfalls nach Abschluss jeder Phase, Proben
gewonnen, und eine normoxische Probe als NC genutzt.

Im Falle der Negativkontrolle konnte keine clCaspase 3 detektiert werden. Eine leichte Bande
fur clCaspase 3 zeigte sich nach der hypoxischen Inkubation von drei Stunden. Nach der
Reperfusionsperiode ereignete sich eine drastische Zunahme in der Bandenintensitat und

somit auch der Akkumulation der clCaspase 3. Gleichzeitig konnte eine sichtliche Abnahme
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der Bandenintensitat fir unprozessierte Caspase 3 bei I/R festgestellt werden (Abbildung
29B).

Evaluierung des oxidativen Stresses

Der bei der I/R-Simulation potenziell auftretende oxidative Stress wurde mithilfe des
Fluorophors DCF-DA evaluiert. Mit DCF-DA vorbeladene Zellen wurden dem I/R-Szenario
ausgesetzt. Fluoreszenzaufnahmen der Zellen wurden nach simulierter Ischamie, sowie 10
und 60 min nach Beginn der Reperfusion angefertigt. Bereits die hypoxische Probe zeigt eine
signifikante Erhdhung der Fluoreszenzintensitat. Die Analyse der Reperfusionsproben
offenbarte keine Unterschiede zwischen Ischamieprobe und I/R 60 min, wohingegen fur I/R
10 min eine leichte Erhéhung des CTCF-Wertes vorlag (Abbildung 29C).

Die Evaluierung der zellularen Schaden zeigte, dass das verwendete Protokoll der simulierten
I/R imstande ist, LDH- und clCaspase 3-Werte anzuheben, sowie oxidativen Stress zu
induzieren und die erwdhlten Analysemethoden geeignet sind, die erwinschten

Schadigungsparameter nachzuweisen.
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3.4.2.3 Einfluss oxygenierter Partikel auf Ischamie-Reperfusionsschiden

Um feststellen zu kénnen, welche Effekte die kinstlichen Sauerstofftrager auf I/R-Schaden
entfalten, wurden HL-1-Zellen wahrend der ischdmischen Phase in der Hypoxiekammer mit
oxygenierter A-AOC behandelt. Die zellularen Schaden wurden anhand Cytotoxizitat (LDH)
und Apoptose (clCaspase 3) evaluiert (Abbildung 30).
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Abbildung 30 LDH-Freisetzung und clCaspase 3-Akkumulation in Anwesenheit von A-AOc
A: Quantifizierung der LDH-Freisetzung nach Durchfuihrung der in vitro I/R-Simulation. Die Zellen wurden in der

ischamischen Periode entweder mit oxygeniertem mKHP oder A-AOC der MOK-Synthese behandelt. Eine
unbehandelte Probe (I/R) wurde als Positivkontrolle genutzt, **** p < 0,0001, One-Way-ANOVA; Mittelwert + SD,
n= 5. B: Densitometrische Auswertung der clCaspase 3-Western Blot-Analysen. Die Quantifizierung der
Bandenintensitéat erfolgte unter Verwendung von ImageJ. Die Zellen wurden in der ischdmischen Periode entweder
mit oxygeniertem mKHP oder A-AOC behandelt. Eine unbehandelte Probe (I/R) wurde als Positivkontrolle genutzt,
wohingegen eine normoxische Probe als Negativkontrolle (NC) diente, * p < 0,05, ** p < 0,01, One-Way-ANOVA;
Mittelwert + SD, n = 3.

Sowohl LDH-Freisetzung als auch Akkumulation des Apoptosemarkers clCaspase 3 wurden
durch die Behandlung der Zellen durch oxygeniertes mKHP und A-AOC signifikant reduziert.
Dabei lagen zwischen der salinen Losung und den A-AOC keine signifikanten Unterschiede

vor.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit widmete man sich priméar dem strukturellen und funktionellen
Zusammenspiel zwischen der Albuminhille der A-AOC und trans-Resveratrol. Zwei
verschiedene Protokolle fur die Synthese der A-AOC wurden verwendet und mithilfe
verschiedener charakterisierender Methoden gegenibergestellt. Besonderes Interesse galt
dabei der neueren Synthese, der madifizierten Kaltsynthese (MOK), deren Proteinhille
analysiert wurde, um ein besseres Verstandnis der tRES-A-AOC-Interaktion zu gewinnen. Das
funktionelle Zusammenspiel beider Komponenten wurde anhand der antioxidativen Kapazitat
beurteilt. Als finale und komplexere Form der funktionellen Untersuchung wurde eine in vitro
Simulation eines Ischamie-Reperfusionsszenarios etabliert und angewandt.

Die im Ergebnisteil erwdhnten pralimindren Resultate zur Standardsynthese dienten
hauptsachlich als narratives Element, um dem Leser den Prozess innerhalb des Projektes
naherzubringen. Daher werden die Resultate der Standardsynthese lediglich in die Diskussion
der MOK-Synthese an geeigneter Stelle eingeflochten.

4.1 Einfluss der Syntheseart auf die Partikelgrofie

In experimentellen Untersuchungen, die im Zuge dieses Projektes durchgefiihrt wurden,
kamen zwei Formen der A-AOC zum Einsatz: die Standardsynthese und die MOK-Synthese.
Eine Unterscheidung beider Synthesen kann anhand der angewendeten Driicke und den
Zyklen der Homogenisierung vorgenommen werden. Die Standardsynthese wurde einem
Druck von maximal 20.000 psi ausgesetzt und durchlief lediglich eine einzelne Passage durch
das Gerat. Die MOK-Synthese hingegen erforderte den Einsatz von 30.000 psi und eine
Rezyklisierung der Probe. Insgesamt erstreckte sich die Synthese Uber
30 Homogenisierungszyklen bei zwei unterschiedlichen Driicken (20.000 und 30.000 psi).
Diese fundamentalen Unterschiede in der Herstellung spiegelten sich in den Eigenschaften
der Partikel wider. Bei den DLS-Messungen ergab sich eine deutliche Korrelation zwischen
PartikelgroRe und der Form der Prozessierung. Die Partikel der MOK-Synthese zeigten im
Mittel einen deutlich geringeren MHD (Abbildung 13). Als zusatzlicher visueller Indikator diente
die optische Transparenz und der geringe Tribungsgrad der Probe (Abbildung 7). Der
Tribungsgrad einer Emulsion korreliert mit der an Partikeln stattfindenden Lichtbrechung. Von
besonderer Bedeutung ist dabei zunachst die Mie-Streuung, bei der der Lichtbrechungsindex
proportional zum Partikelradius steigt. Eine groRerer Partikelradius beeintrachtigt die lineare
Transmission von Licht, fuhrt damit zu einer starkeren Mie-Streuung und zu einem héheren
Trubungsgrad der Emulsion'#’-14°_ Der geringere MHD der MOK-Synthese konnte tber diesen
Mechanismus zu dem geringen Tribungsgrad fuhren.

Einen malR3geblichen Einfluss auf die niedrigeren MHD-Werte der MOK-Synthese nimmt der

hohere Druck im Emulgierungsprozess. Der eingesetzte Druck wird wahrend der Synthese in
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kinetische und thermische Energie umgesetzt'**%1, So werden die Emulsionstrépfchen starker
beschleunigt und erreichen mit hoherer Geschwindigkeit die emulgierende Einheit der
Mikrokanale, wodurch Verwirbelungen mit gréRerer Intensitat entstehen®®152, Somit nimmt mit
dem Druck die laminare und turbulente Stromung zu (Kolmogorov-Theorie)'®. Mit
Eintrittsgeschwindigkeit der Partikel in die Mikrokanéle steigern sich auch die Scherkrafte und
die Zahl und Intensitat der Kollisionen. Die Tropfen werden stéarker deformiert und feiner
dispergiert. Gleichzeitig steigt auch die Frequenz, mit der neue Partikel entstehen, und damit
die zu stabilisierende Grenzflachel®01%2153 Das spiegelt sich auch in der verbrauchten BSA-
Menge der beiden Synthesen bei gleicher Ausgangskonzentration wider. Bei der
Standardsynthese lagen lediglich 4,8 g/L BSA als Hullmaterial vor, wahrend die
Proteinkonzentration im Falle der MOK-Synthese 11,11 g/L betrug (Abbildung 10). Der hdhere
Proteinverbrauch impliziert eine grofRere Oberflache im Emulsionssystem und somit eine
feinere Dispergierung der MOK-Partikel, die sich auch mit den Daten der DLS deckt.
Waéhrend der Erzeugung der Emulsion finden zwei gegensatzliche Prozesse statt. Neu
formierte Partikel weisen eine llickenhafte Proteinhille auf und neigen aufgrund
thermodynamischer Instabilitdt zur Rekoaleszenz. Dem gegeniber steht die Anlagerung des
Emulgators, der die neu entstandene Grenzflache stabilisieren muss®®1%2,  Die
Anlagerungsgeschwindigkeit wird dabei durch mehrere Faktoren bestimmt:
1. Konzentration des Emulgators
2. Temperatur

3. Struktur des emulgierenden Proteins

Die Verwendung einer tUberméRigen Emulgatormenge gewahrleistet, dass die sich rapide
vergrofRernde Oberflache stabilisiert werden kann und die Diffusionsstrecken minimiert
werden®?, In beiden Synthesen wurde die gleiche Proteinkonzentration verwendet und kann
daher nicht als differenzierender Faktor genutzt werden. Nur ein Bruchteil des freien Albumins
wurde in beiden Synthesen als Baumaterial der Partikelhille verwendet, so dass bei beiden
Synthesen eine Ubersattigung vorzuliegen scheint (Abbildung 10).

Auf die Diffusionsgeschwindigkeit des Emulgators an die Grenzflache nimmt auch die
Temperatur Einfluss. Hohere Temperaturen begiinstigen die Brown’sche Molekularbewegung
und wirken sich somit fordernd auf die Anlagerung des Emulgators an die Grenzphase aus®®.
Obwohl im Falle beider Synthese eine Kihlung erfolgte, wird der gesteigerte Druck und
Zyklenzahl der MOK-Synthese Uber die kinetische Energie auch zu einer Erh6hung der
thermischen Energie fiihren®%1%, Dieses Phanomen konnte dazu beitragen, dass auch bei
dem hohen Energieeintrag und der rapide wachsenden Partikeloberflache der MOK-Synthese
das Albumin rechtzeitig die Grenzflache stabilisiert und eine Koaleszenz verhindert.

Ein zuséatzlicher Faktor ist der Zustand des emulgierenden Proteins. Proteine, die partiell
denaturiert und somit linearisiert vorliegen, kénnen sich strukturell besser an die Grenzphase
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anpassen. Zusatzlich kbénnen exponierte hydrophobe Doméanen die Ausrichtung des Proteins
an der Grenzphase beschleunigen und tragen zu einer thermodynamischen Stabilisierung des
Systems beit®21%6.157 |n Studien konnte bei Driicken, die bei der MOK- und Standardsynthese
zum Einsatz kamen, eine Entfaltung emulgierender Proteine beobachtet werden®®”1%8,
Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit mithilfe der CD-Spektroskopie nachgewiesen
werden, dass das BSA an der Partikelhllle stark denaturiert vorliegt (Abbildung 19; die
Ergebnisse der CD-Spektroskopie werden in 4.3.1 ausfuhrlicher diskutiert). Somit kdnnte
dieser Mechanismus ebenfalls zur Stabilisierung der MOK-Synthese beitragen.

Die oben angefiihrten Punkte liefern die theoretische Grundlage fir die Beobachtung, dass
ein erhéhter Druck und eine Zyklisierung, wie es bei der MOK-Synthese der Fall ist, eine stabile

Emulsion mit kleineren Partikeln und erhdhter Transparenz hervorbringen kénnen.

Die PartikelgroRenverteilung eines partikularen Systems ist ein weiterer Parameter, der in
diesem Zusammenhang relevant ist und zur Charakterisierung der beiden Synthese genutzt
wurde (Abbildung 14). Laut einigen Studien nimmt primar die Zyklisierung einer Emulsion
Einfluss auf die Grolenverteilung der Partikel. In den Mikrokandlen ergeben sich
Inhomogenitaten in den Scherkraften, die aus der Position der turbulenten Strémungen und
der Partikel hervorgehen (high und low shear zones). Die multiplen, aufeinanderfolgenden
Zyklen tragen flr gewohnlich dazu bei, die Inhomogenitaten auszugleichen und den PDI einer
Emulsion zu senken?®®°,

Dieses Phanomen lasst sich jedoch im Falle der MOK-Synthese nicht beobachten, da hier
trotz Zyklisierung der Probe nach Synthese ein signifikant hdherer PDI als bei der
Standardsynthese vorlag (Abbildung 14). Diese Beobachtung lasst sich mit dem Prozess des
sogenannten overprocessing erklaren. Wie oben bereits geschildert, konkurrieren zwei
Prozesse in den Mikrokandlen miteinander. Die Rekoaleszenz zweier neu formierter
Emulsionstropfchen und die Adsorptionskinetik des Emulgators sowie die daraus folgende
Stabilisierung der neuen Oberflache. Obwohl hoéhere Dricke fordernd auf den
Emulgierungsprozess wirken kdnnen (s. oben), treten ab einem gewissen Energieeintrag
negative Effekte auf. Bei diesem overprocessing der Emulsion ist das Zeitfenster der
Kollisions- und Rekoaleszenzrate der Partikel so stark reduziert, dass es dem Emulgator nicht
mehr gelingt, die sich stets vergroRernde Oberfliche des Systems zu stabilisierent>21%,
Albumin, als grofes, globulares Protein, weist ohnehin eine hohe Adsorptionszeit auf'®2. Bei
Betrachtung des erhdhten PDI einer neu synthetisierten MOK-Emulsion liegt die Annahme
nah, dass ein overprocessing vorliegt, welches sich nicht nur negativ auf die
PartikelgroRenverteilung, sondern aufgrund vermehrter Koaleszenz auch auf die Partikelgrol3e
auswirken kann®.

Nach Abschluss der Aufreinigung zeigten beide Synthesen eine signifikante Steigerung des
MHD und PDI. Aufgrund der wiederholt stattfindenden Pelletierung der Partikel und der sich
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daraus ergebenden raumlichen Néhe der A-AOC werden interpartikulare Interaktionen
gefordert. Die Gebilde aus multiplen A-AOC waren imstande die erhéhten MHD- und PDI-
Werte hervorzurufen. Dabei scheinen die A-AOC zum Teil durch reversible
Flokkulationsprozesse zusammengehalten zu werden, woflr der Rickgang der Partikelgrof3e

und —verteilung 24 h nach erfolgter Aufreinigung spricht (Abbildung 13 und Abbildung 14).

4.2 Zusammenspiel von Viskositdt und Zeta-Potential

Bei Betrachtung der Viskositat in Abhangigkeit der Scherrate offenbarte sich im Bereich der
niedrigen Scherraten ein Uberwiegend pseudoplastisches und nicht-newtonsches
FlieRBverhalten (Abbildung 31A), welches dem typischen rheologischen Verhalten einer
Emulsion entspricht und am deutlichsten bei den RESLOC der MOK-Synthese ausgepragt
ist169.161 Besonders interessant ist, dass die A-AOC in Abwesenheit von tRES im niedrigen
Scherratenbereich hohe Viskositaten aufwies und der Kurvenverlauf eher der einer plastischen
Probe ahnelte, welche einen gewissen Mindesteintrag an Energie (sog. Flie3grenze) erfordert,
bevor ein Fluss entsteht!%! (Abbildung 15 und Abbildung 31B). Diese Beobachtungen kénnte
wie folgt erklart werden:

Nach der Aufreinigung der A-AOC zeigten beide Synthesen eine Dbreitere
PartikelgroRenverteilung und einen erhéhten MDH, der nicht zum Ausganswert zuriickkehrte.
Der Aufreinigungsprozess wird mithilfe eines Zentrifugationsprotokolls durchgefihrt, bei der
die A-AOC wiederholt in Form eines kompakten Pellets vorlagen. Der mechanische Stress
der Zentrifugation Uberwindet die repulsiven Krafte der Partikel, so dass die Gesamtheit der
Partikel auf engem Raum konzentriert vorliegen. Diese spatiale Nahe fordert die Flokkulation
und Ausbildung von Agglomeraten. Dabei werden interpartikulare Interaktionen primar durch
van der Waals-Krafte vermittelt'¢2163, Die Agglomeration von Nanopartikeln fuihrt vor allem im
niedrigen Scherratenbereich zu einer drastischen Erhohung der Viskositat!®4-1¢6, Dieses
Phanomen lasst sich auch bei den Partikelproben ohne tRES beobachten, so dass
anzunehmen ist, dass die aufgereinigten Anséatze flokkulierte oder gar agglomerierte A-AOC
enthalten.

Die Zugabe von tRES fuhrte bei beiden Syntheseformen zu einer deutlichen Reduktion der
Viskositat. Mit der Zugabe von tRES werden drei zusatzliche Hydroxylgruppen in das System
eingefiihrt. Die Inkubation von A-AOC in einer tRES-haltigen Losung und die anschlieRende
Pelletierung der Partikel fihrte zu einer Verringerung der detektierbaren tRES-Konzentration
im Uberstand, was auf eine Interaktion zwischen Proteinhille und tRES hindeutet (Abbildung
4). Als zusatzlicher Nachweis fur eine stattfindende tRES-A-AOC-Interaktion kénnen die
Resultate des Quenching-Effekts herangezogen werden (Abbildung 18), die in 4.3.1

detaillierter diskutiert werden.
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Unter der Annahme, dass das hydrophobe tRES bevorzugt an der Proteinhtlle assoziiert
vorliegt und eine Deprotonierung des tRES im physiologischen pH-Bereich stattfindet, kénnten
die deprotonierten Hydroxylgruppen zum Zeta-Potential der Partikel beitragent®’-16,
Tatséachlich lasst sich im Falle der MOK-Synthese ein signifikant niedrigeres Zeta-Potential in
Anwesenheit von tRES nachweisen (Abbildung 16), was zwei Auswirkungen auf den Zustand
der aufgereinigten Emulsion haben kann:

Hinsichtlich der Viskositat besteht die Moglichkeit, dass die tRES-Zugabe und die daraus
folgende Reduktion des Zeta-Potentials zu einer Abschwachung der flokkulierenden Kréafte
fuhrt, was in einer partiellen Auflosung der Nanopartikel-Cluster und in einer Herabsenkung
der Viskositatswerte bei niedrigen Scherraten resultiert. Weiterhin nimmt das Zeta-Potential
Einfluss auf die Stabilitat einer Emulsion. Ein hohes Zeta-Potential (positiv oder negativ) geht
mit starkeren repulsive Kréaften einher, welche die Wahrscheinlichkeit von Partikelkollisionen
und degradierende Prozessen (Flokkulation, Agglomeration und Koaleszenz) reduzieren™.
Inwieweit die Lagerstabilitdt der Emulsion mit derartigen Modifikationen verbessert werden
kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, kbnnte jedoch in der Entwicklung neuer

A-AOC-Formulierungen bertcksichtigt werden.
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Abbildung 31 Idealer Kurvenverlauf verschiedener rheologischer Eigenschaften
Graphische Darstellung der typischen Viskositatsdnderungen bei pseudoplastischen (A), plastischen (B) und

newtonschen Fluiden (C) in Abh&ngigkeit der Scherrate. Abbildung wurde mithilfe von Microsoft PowerPoint erstellt.

Trotz dieser unterschiedlichen Ausgangsvoraussetzungen nahern sich alle Kurven mit
Zunahme der Scherrate an (Abbildung 15) und zeigen ab 17s?® ein newtonsches
FlieRverhalten!®®1¢1 (Abbildung 31C). Dieses Phanomen wird auch als shear thinning
bezeichnet'’®. Zum einen koénnte der zunehmende mechanische Stress der Scherrate zu
einem Auflosen der flokkulierten Partikelagglomerate beitragen, was in einer Reduktion der
Viskositét resultieren kénnte'’*172, Zum anderen werden die Partikel, die im Ruhezustand eine
sphérische Form aufweisen, zu Ellipsoiden verformt. Somit sinkt der Partikelquerschnitt
orthogonal zur Fliel3richtung und fuhrt zu einem geringeren Stromungswiderstand. Zusatzlich

sind die sphéarischen Partikel und die fluide Membran zur Rotation befahigt. Mit steigender
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Scherbelastung nimmt die Rotation in Flie3richtung zu, wodurch ebenfalls der Widerstand
abnimmt!’2173, Beide Mechanismen konnten die Viskositéat der Proben herabsenken und den
Verlauf der Kurven erlautern.

Bei 230 s (Scherrate, die an der humanen Arterienwand vorliegt) liefert Blut eine Viskositat
von 3,8 mPa*s. Im gesamten physiologischen Scherratebereich (10-2000 s?) lagen fur alle
untersuchten A- AOC-Proben eine Viskositéat von unter 2 mPa*s vor (Abbildung 15). Damit
befinden sich die Werte der Emulsionen deutlich unter denen des humanen Blutes, wodurch
die A-AOC-Synthese eine der Hauptkriterien fir kinstliche Sauerstofftrager erfillt. Als
Referenz haben Haruki et al. fur ihr HBOC-Praparat HemoAct fiir arterielle Scherraten eine

Viskositat von lediglich 2,8 mPa*s detektiert!’,

4.3 Untersuchung der funktionellen Interaktion der Albuminhille der A-AOC und

tRES hinsichtlich antioxidativer Kapazitat

Das Stilben tRES zeichnet sich durch zahlreiche Funktionen aus, wobei die antioxidativen
Effekte die prominenteste Eigenschaft darstellen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Einfluss der Albuminhulle der MOK-Synthese auf die antioxidative Kapazitat des tRES mithilfe
drei verschiedener Assays evaluiert. Zu Beginn bediente man sich eines
Decolorisationsassays, in dem die antioxidativen Eigenschaften anhand der Reduktion eines
ABTS-Kationradikals beurteilt werden konnte. Weiterhin wurde eine Chemilumineszenzassay
verwendet, bei dem die Radikalfangereigenschaften gegeniber Peroxinitrit und seinen
Intermediaten im Fokus standen. AbschlieBend wurde die protektive Wirkung der RESLOC
auf HL-1-Kardiomyozyten untersucht, die der H.O.-Produktion der GOx ausgesetzt waren.
Gleichzeitig erfolgten strukturelle Untersuchungen der partikularen Albuminhille, die
Erkenntnisse zur A-AOC-tRES-Interaktionen liefern sollten.

Im Folgenden werden die Resultate der Assays und der Einfluss der strukturellen

Besonderheiten der Albuminhulle auf die antioxidativen Effekte einzeln diskutiert.

4.3.1 ABTS-Decolorisationsassay

Zu Beginn nutzte man ein Decolorisationsassay, welches auf der Reduktion von ABTS-
Kationradikalen beruhte. Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich, dass uber die gesamte
Spanne des Experimentes die Systeme BSA-tRES und RESLOC eine deutlich hohere
antioxidative Kapazitéat als die einzelnen Komponenten aufwiesen (Abbildung 17). Bereits nach
30 min war deutlich zu erkennen, dass die antioxidative Aktivitat von tRES in Anwesenheit von
BSA und A-AOC signifikant gesteigert wurde.

Der Ausgang des ABTS-Decolorisationsassays wirft die Frage auf, weshalb die einzelnen

Komponenten den Protein-tRES-Komplexen derartig unterlegen waren.
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Wie in der Einleitung (s. 1.6) bereits erwahnt, handelt es sich bei tRES um ein stark
hydrophobes Molekiil, welches eine niedrige Loslichkeit in wassrigen Medien besitzt®1>, Um
die antioxidative Kapazitat der einzelnen Bedingungen adaquat vergleichen zu kénnen, wurde
in jedem Ansatz eine aquimolare Menge an tRES eingesetzt. Ohne die férdernde Wirkung des
Albumins auf Léslichkeit und Dispergierung (Tabelle 1), lag die eingesetzte Konzentration des
tRES deutlich Uber der maximalen Ld&slichkeit in wassrigen Loésungen. Hydrophobe
Substanzen neigen in einem wassrigen Milieu zur Aggregation und damit zu einer
inhomogenen Verteilung im Ansatz. Eine Aggregation von tRES lasst sich bereits bei 37 uM
nachweisen und wird Uber hydrophobe Wechselwirkungen der Phenolringe vermittelt'’>176,
Dieses Phanomen war auch bei unseren tRES-Proben zu beobachten, da makroskopische
Aggregate im Ansatz erkennbar waren. Die Aggregatformation reduziert die
Interaktionsoberflache und die daraus folgende inhomogene Dispergierung wirkt sich negativ
auf die Interaktionswahrscheinlichkeit aus’>176,

Darlber hinaus wird die chemische und thermodynamische Stabilitdt des tRES-Geriists von
dem umgebenden Milieu und die antioxidative Aktivitat von tRES wird maf3geblich von der 4"-
Hydroxylgruppe bestimmt. Aufgrund ihrer Position zeichnet sich diese Hydroxylgruppe durch
eine besonders hohe Aziditat aus, die in starker Abhéngigkeit zu der tRES-Struktur steht. Denn
die am 4’-OH entstehende Radikale kénnen Uber die Phenolringe und die sie verbindende
Doppelbindung stabilisiert werden, was die Bereitschaft als Radikalfanger deutlich erhoht”175,
Die Umgebung nimmt erheblichen Einfluss auf die Stabilitdt und antioxidative Aktivitat des
tRES. Befindet sich das tRES-Geriist nun in einem energetisch unvorteilhaften, hydrophilen
Milieu, so kdnnte die Stabilitat des Molekulgerusts sinken, was wiederum einen negativen
Einfluss auf die Aziditat und somit antioxidative Aktivitdt der Hydroxylgruppen nehmen
konnte?®.

Das Zusammenspiel dieser beiden Prozesse konnte zu der niedrigen antioxidativen Kapazitat
des freien tRES filhren, da das Assay in einer wassrigen Umgebung durchgefiihrt wurde.

Im Falle der BSA- und A-AOC-Proben wurde bereits in Publikationen Uber eine geringe
Reaktivitdit des BSA im ABTS-Assay berichtet, jedoch ohne einen mechanistischen
Hintergrund zu liefern”’. Das ABTS misst priméar die antioxidative Aktivitat hinsichtlich der
Elektronentransferbereitschaft®31’®. So konnte die Mdglichkeit bestehen, dass die
antioxidativen Strukturen des Albumins nur sehr langsam oder stark limitiert Uber den
bevorzugten Mechanismus des Decolorizationsassay mit dem ABTS-Kationradikal reagieren,
was die niedrige Aktitvitat des BSA und der A-AOC im Decolorisationsassay und die

Unterschiede zu den kommenden Assays erklaren konnte (s. 4.3.2).

Den einzelnen Komponenten gegenuber steht die erhebliche Steigerung der antioxidativen

Aktivitat, die bei den Protein-Polyphenol-Komplexen vorliegt. Die Zugabe des tRES in
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albuminhaltige Ansatze konnte (ber folgende Mechanismen den beobachteten Effekt
hervorrufen:

Unter der Annahme, dass tRES sich am Protein und der Partikelhllle anlagert, begibt sich das
Stilben in eine hydrophobe Region und befindet sich somit in einem vorteilhafteren Milieu. Die
hydrophobe und elektrostatische Interaktion mit dem Protein fixieren die Doppelbindung und
stabilisieren das tRES-Molekll in seiner trans-Konfiguration, was den Elektronenfluss
innerhalb des tRES-Gerists fordert’®. Die antioxidative Aktivitat erfahrt dadurch eine
Steigerung, da Radikale leichter stabilisiert werden kdnnen!’®18!  Zusatzlich sorgt die
Interaktion mit dem Protein fur eine erhdhte Ldslichkeit und somit zu einer verbesserten
Dispergierung®. Die in den antioxidativen Assays zum Einsatz kommende Proteinmenge ist
auf jeden Fall imstande die tRES-LOslichkeit in wassrigen Medien drastisch anzuheben
(Tabelle 1) und durch die homonogenere Verteilung sich vorteilhaft auf die antioxidative
Aktivitat des tRES auszuwirken.

Weiterhin fuhrt eine Kombination beider Komponenten zu einer simplen Erweiterung der
antioxidativen Kapazitat im vorliegenden System. So besteht die Mdglichkeit, dass die
antioxidative Aktivitat aufgrund der Anwesenheit des tRES nicht so rasch erschopft, da tRES
als primares Antioxidans und effizienter Radikalfanger agieren kann2,

Uber den gesamten Verlauf des Experimentes prasentierten die RESLOC eine (iberlegenere
antioxidative Aktivitat gegenitiber dem BSA-tRES-Komplex. In beiden Fallen wurde die
eingesetzte Menge an Protein und tRES angepasst, so dass in den jeweiligen Ansatzen
aquivalente BSA-Mengen vorlagen. Der einzige Unterschied bestand in der Form, in der das
Albumin vorlag (frei in Losung oder an der PFD-Grenzphase adsorbiert). Daher wurde der

Entschluss gefasst, die Proteinhille der MOK-Synthese zu analysieren.

Analyse der Sekundarstruktur der A-AOC-Proteinhulle

Um einen allgemeinen Eindruck der vorliegenden Struktur des Albumins an der Grenzflache
zu gewinnen, wurde die Sekundarstruktur mithilfe der CD-Spektroskopie ermittelt. Die Analyse
des Sekundarstruktur offenbarte eine signifikante Reduktion des helicalen Anteils bei
gleichzeitiger Zunahme der 3- und Random Coil-Strukturen (Tabelle 3). Das Albumin zeigt
demnach nach der Hochdruckhomogenisierung eine umfassende Veranderung der
sekundaren Struktur. Die drastische Abnahme der helicalen Strukturen deutet auf eine starke
Denaturierung des Proteins hin. Wahrend der Prozessierung der Emulsion durch
Hochdruckhomogenisierung treiben zwei Prozesse die Denaturierung des emulgierenden
Proteins voran. Zum einen I3st bereits die Anlagerung von Proteinen an eine Grenzflache eine
partielle Denaturierung aus. Proteine sind aufgrund ihres amphiphilen Charakters
hervorragende Emulgatoren. Bei der Adsorption an eine Ol/Wasser-Grenzphase neigen
Proteine zu einer partiellen Denaturierung, um die eigene Struktur thermodynamisch guinstig
auszurichten und somit die Grenzphase energetisch zu stabilisieren. Dabei gelangen
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hydrophobe Domé&nen naher an die Oberfliche und werden der Ol-Phase zugewandt,
wahrend hydrophile Strukturen zur wassrigen Seite ausgerichtet werden®3-185 Ahnliche
Prozesse konnten im Falle der A-AOC an der PFD-Wasser-Grenze ablaufen, was zu der
ermittelten Denaturierung des BSA (Tabelle 3) und einer Stabilisierung der Emulsion flhren
konnte.

Die beobachteten Verédnderungen in den Anteilen der Sekundarstrukturen waren zu
umfassend, um lediglich durch thermodynamisch getriebene Prozesse hervorgerufen zu
werden. In zahlreichen Studien wurde der Einfluss der Hochdruckhomogenisierung auf die
Proteinstruktur untersucht. Analysen der Sekundarstruktur zeigten eine drastische Abnahme
in den a-Helices, einer Struktur mit hohem Ordnungsgrad. Die Proteine waren demnach stark
denaturiert. Diese strukturellen Veréanderungen wurden wahrscheinlich durch turbulente
Stromungen und die enormen Scherkréfte verursacht, die in den Mikrokan&len auf die Probe
wirken57:158.186 - Aych im Falle der MOK-Synthese ist das BSA hohen Driicken exponiert und
zeigt ahnliche Veranderungen, so dass auch dieser Mechanismus einen Beitrag zur Entfaltung
des Albumins leisten konnte.

Dank der CD-Spektroskopie konnte festgestellt werden, dass BSA als Partikelhille massive
strukturelle Unterschiede zu seiner nativen Konformation aufweist. Derartig grof3e
Veranderungen konnten auch Einfluss auf die Interaktion mit tRES nehmen, was im néachsten
Abschnitt diskutiert wird.

Untersuchungen der hydrophoben Bindetasche

Die Interaktion zwischen Albumin und tRES findet priméar Giber hydrophobe Bindetaschen statt
(s. 1.7). Der Zustand dieser Bindetaschen wurde mithilfe des Fluorophors ANS untersucht,
welches durch die Einlagerung in hydrophobe Taschen stabilisiert wird und ein starkes
Fluoreszenzsignal entwickelt!33187, Die Auswertung zeigte eine reduzierte Fluoreszenzaktivitat
des ANS bei Interaktion mit den Partikeln, was auf eine unzureichende Stabilisierung des
Fluorophors hindeutete (Abbildung 22)%. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass womdglich
eine starke Deformation, wenn nicht sogar vollstdndige Auflésung der hydrophoben
Bindetaschen vorliegt.

Eine simple, mit Partikeln realisierbare Methode zur weiterfiihrenden Evaluierung der tRES-
AOC-Interaktion stellte die Untersuchung der Tryptophanfluoreszenz in Anwesenheit von
tRES dar. Bei einem direkten Vergleich zwischen dem Fluoreszenzsignal des freien Albumins
und der A-AOC fallt zunachst die reduzierte Signalintensitdt im Falle der Partikel auf
(Abbildung 21). Dies kann als zuséatzliches Indiz fir die Denaturierung der hydrophoben
Bindetasche und der tRES-Interaktionsstatte gewertet werden. Denn das Try-212 liegt fir
gewohnlich im Inneren der tRES-Bindetasche und hat keinen Kontakt zur &uBeren Phase?®,
Die beobachtete Denaturierung und die Entfaltung der hydrophoben Tasche kann die
Verschiebung des Tryptophans in die Nahe der Proteinoberflache bewirken. An dieser Position
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kann eine Interaktion mit dem wassrigen Medium nicht mehr ausgeschlossen werden. Da
Wassermoleklle einen Quenching-Effekt besitzen, tritt dann eine Reduktion des
Fluoreszenzsignals auf!*®. Dieses Phanomen konnte der reduzierten Signalintensitat der A-
AOC zugrunde liegen.

Eine weitere Auffalligkeit stellt die Beobachtung dar, dass das Quenching der
Tryptophanfluoreszenz bei den RESLOC deutlich geringer ausfallt. Das Prinzip des
Fluoreszenzquenchings beruht auf dem Fourier Resonanz Energietransfer (FRET), dessen
Effizienz mit dem Abstand der beteiligten Komponenten korreliert; je gré3er der Abstand, desto
ineffizienter der Energietransfer und desto geringer der Quenching-Effekt. Sobald der Abstand
zwischen angeregtem Donor (in diesem Fall Tryptophan) und Akzeptor weniger als 7 nm
betragt, kann ein Energietransfer stattfinden®. Der Abstand zwischen tRES und Try-212 des
BSA betragt fur gewohnlich ~ 4nm4°,

Ausgehend von diesem Bild scheint es so, dass sich der Abstand zwischen der tRES-
Interaktionsstatte und des Tryptophans vergroRert hat, was sich in der Abnahme der
Quenching-Effizienz widerspiegelt'®. Die Entfaltung der Tasche fiihrte also nicht nur zu der
Relokalisation des Tryptophans an die Proteinoberflache, sondern auch zu einer Zunahme
des raumlichen Abstandes zwischen der Aminoséure und tRES. Auch die Konstellation der
restlichen Aminosauren der Bindetasche, die unter anderem die Interaktion zu tRES
vermitteln, kdnnte ebenfalls verandert vorliegen. Nichtsdestotrotz ist das tRES imstande an
der Albuminhille einen bathmochromen Shift des Trytophansignals, welcher charakteristisch
fur eine BSA-tRES-Interaktion ist®!, und einen Quenching-Effekt zu vermitteln (Abbildung 21).
Beide Effekte erfordern eine Distanz von wenigen Nanometern und kénnen somit zuséatzlich
als ein Nachweis dafir gewertet werden, dass tRES in einem RESLOC-Ansatz assoziiert mit
der Albuminhille vorliegt.

Unabhéangig vom Zustand der Bindetasche ergeben sich zwischen der Proteinhiille der A-AOC
und dem freien BSA hinsichtlich der tRES-Freisetzungskinetik keine signifikanten
Unterschiede. Die Starke der Interaktion ist demnach nicht beeintrachtigt und bewegt sich bei
beiden Systemen auf einem &hnlichen Nivea. Da die Interaktion zu BSA lediglich Uber
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkung vermittelt wird, scheint die zusatzliche
thermische Energie bei 37 °C die Interaktion zwischen Polyphenol und Protein zu schwachen

und somit eine signifikant erhohte Freisetzung zu induzieren (Abbildung 12)45.

Im Falle des Decolorisationsassays liegt zwischen der antioxidativen Kapazitat des freien BSA
und der A-AOC keine signifikanten Unterschiede vor. Somit scheint es, dass die Struktur des
Proteins in diesem Assay keinen direkten Einfluss auf die antioxidativen Eigenschaften des
Albumins nimmt, obwohl in zahlreichen Studien eine Korrelation zwischen Protein-

Entfaltungsprozessen und einer Steigerung ihrer antioxidativen Kapazitat demonstriert werden
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konnte!8&-191 - Dieser Punkt wird im Zusammenhang mit dem Chemilumineszenz-Assays
(4.3.2) ausfuhrlicher diskutiert.

Wie oben bereits angemerkt, zeigten die einzelnen Komponenten eine niedrige Aktivitat gegen
das ABTS-Kationradikal. Demnach werden BSA und A-AOC, mit hoher Wahrscheinlichkeit,
nur einen geringflgigen Einfluss auf die Resultate der Protein-Polyphenol-Systeme nehmen.
Schliel3t man eine direkte Beteiligung des Proteins aus, so scheinen die antioxidativen Effekte
von BSA-tRES und RESLOC ein Zusammenspiel der Radikalfangeraktivitat des tRES sowie
die fordernden Effekte der Proteinphase auf Loslichkeit und Verteilung des Stilbens zu sein.
Darlber hinaus zeigt tRES in einer stabilisierenden Umgebung eine héhere Tendenz zum
SPLET (sequential proton loss electron transfer-)-Mechanismus und damit zum
Elektronentransfer, was eine zusétzliche Erklarung fur die erhdhte Aktivitat im ABTS-Assay
liefert’®1°2, Trotz des ausgeschlossenen Einflusses der Proteinstruktur auf die antioxidative
Kapazitat der Proben, liegen zwischen BSA-tRES und A-AOC deutliche Unterschiede vor.
Eine mdgliche Erklarung koénnte eine genauere Betrachtung der tRES-Interaktionsstétte
liefern. Denn neben den fordernden Effekten, die sich aus der Interaktion zwischen Protein
und Polyphenol ergeben, kénnen Bindetaschen von Proteinen einen negativen Einfluss auf
die Aktivitdt von Polyphenolen nehmen. Die Einlagerung eines Polyphenols in eine
hydrophobe Bindetasche eines Proteins wirkt sich zwar fordernd auf die strukturelle und
chemische Stabilitdt des Polyphenols aus, jedoch wird es dadurch auch spatial isoliert und
nicht alle Hydroxylgruppen kénnen effizient mit den Radikalen reagieren. Bei diesem Effekt
spricht man auch von Maskierung!’®. Die Bindetasche des Albumins an der Partikelhtille liegt
stark entfaltet vor. Wahrend des Emulgierungsprozesses ergibt sich zwischen der Proteinhille
und dem eingeschlossenen PFD eine hydrophobe Grenzphase. Die Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen offenbarte, dass tRES und andere hydrophobe Polyphenole in Anwesenheit
von Emulsionssystemen dazu neigen, sich in hydrophoben Raumen anzusammeln, die sich
an den Grenzphasen bilden®”1%3, In Anbetracht des Zustandes der BSA-Bindetasche und der
inerten Natur des PFD-Kerns sowie der Quenching-Wirkung des tRES im RESLOC-System
ist anzunehmen, dass auch im Falle der MOK-Emulsion das tRES auf der hydrophoben Seite
der Albuminhtille akkumuliert. Aufgrund der denaturierten Bindetasche findet wahrscheinlich
eine Minderung des Maskierungseffekts des Albumins statt, womit sich mehr Hydroxylgruppen
als Radikalfanger beteiligen konnen'’®. Zusatzlich konnte die membranartige, fluide
Albuminhulle die Passage von Radikalen und eine Interaktion mit dem an der Grenzphase
befindlichen tRES ermdglichen. Aufgrund einer verringerten Maskierung des tRES wiirde die
antixoidative Kapazitdt des RESLOC-System im Vergleich zu BSA-tRES spéter erschopfen,
was die Unterschiede vor allem bei 120 und 180 min erklaren kdnnte (Abbildung 17).

In beiden Systemen korreliert die Freisetzungskinetik des tRES (Abbildung 12) mit der

beobachteten Zunahme der antioxidativen Kapazitat Uber die Zeit. Die stetig zunehmende
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Menge an freigesetztem tRES konnte mit den ABTS-Kationradikalen in Losung interagieren
und die detektierbare Radikalkonzentration senken. Da jedoch eine nahezu identische Menge
an tRES von beiden Systemen freigesetzt wurde, scheint es so, dass erst die strukturellen
Besonderheiten des tRES-A-AOC-Interaktion zu einer Differenzierung zwischen BSA-tRES
und RESLOC fihren.

Auch die RESLOC der Standardsynthese zeigten im ABTS-Assay eine au3erordentlich hohe
antioxidative Kapazitat (Abbildung 5 und Abbildung 6). Aufgrund des hohen Triibungsgrades
der Standardsynthese war eine verlassliche Untersuchung der Hille mit der CD-Spektroskopie
nicht moéglich. Da jedoch die Hochdruckhomogenisierung bereits bei 20.000 psi und einer
einzelnen Passage eine Denaturierung des Albumins hervorrufen kann®"1%8 ist anzunehmen,
dass auch im Falle der Standardysnthese eine reduzierte Maskierung des tRES und
Akkumulation an der PFD-Albumin-Grenzphase zu der erhéhten antioxidativen Kapazitat der
RESLOC beitragen.

4.3.2 Chemilumineszenzassay

Als zusatzliche Methode zur Evaluierung der antioxidativen Kapazitat der RESLOC wurde ein
Chemilumineszenzassay verwendet, bei dem die treibende oxidative Kraft das Peroxinitrit
(ONOO") darstellte. Bei einem Vergleich der Resultate mit dem Ausgang des
Decolorisationsassays zeigten sich gewisse Parallelen, jedoch auch zahlreiche Unterschiede.
Die erste Auffalligkeit lag in den Lumineszenzwerten der proteinhaltigen Proben ohne tRES
(BSA und A-AOC), die deutlich Gber dem Signal des Kontrollansatzes (Aqua bidest.) lag
(Abbildung 18). Um diese Beobachtung und auch die restlichen Resultate dieses Assays
nachvollziehen zu kénnen, missen zunachst einige Mechanismen dargestellt werden.

Die fur die Generierung eines Lumineszenzsignals erforderliche Radikalisierung des Luminols
erfolgte Uber ein mehrschrittige Reaktion'®*. Die Versuchsanséatze enthielten Bicarbonat,
welches in einer ersten Reaktion ONOO~ zu einem Peroxinitritcarbonat-Intermediat
umwandelt:

ONOO™ + HCO3™ + H* & ONOOC(0)O™ + H,0

Diese Intermediat reagiert in einem zweiten Schritt mit dem Luminol (LH") unter Erzeugung

eines Luminolradikals (L*~) und eines Superoxidanions (O ):
ONOOC(0O)O"+LH > L'~ + 0"+ NO™+ CO;, + H*

Erst in einem weiteren, finalen Schritt reagiert das Luminolradikal mit O, zu einem
Luminolendoperoxid, welches dann zum Aminophatalat zerfallt. Bei diesem Schritt entsteht

das erwinschte Chemilumineszenzsignal.

L'~ + Oy~ - Licht + Aminophatalat
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Zwischen Bicarbonat und Peroxinitrit findet eine zusatzliche, in diesem Zusammenhang

relevante Reaktion statt, die ein Bicarbonatradikal hervorbringt:
ONOO™ + HCO3™ + H" - HCO3 + "NO2 + OH~

Bei Betrachtung der Reaktionsgleichungen fallen die Superoxidanionen und
Bicarbonatradikale als hochreaktive Spezies auf, die imstande sind, die Formation von
Proteinradikalen am Albumin hervorzurufen'®1%, Dabei ist vor allem die Ausbildung von
Peroxylradikalen (POO") bedenklich, da diese Radikalkettenreaktionen induzieren kénnen,
was in einer Vervielfachung der Radikale iber die gesamte Proteinstruktur resultiert’®®. Die
Proteinradikale kénnen sich an den radikalisierenden Prozessen des Luminols beteiligen.
Dieser Effekt kdnnte durch die vergroRerte Oberflache, die freies BSA und A-AOC bieten,
verstarkt werden, da dadurch die umgesetzte Luminolmenge nochmal gesteigert werden kann.
Die Entstehung von Proteinradikalen und die oben vorgestellten Mechanismen liefern somit
eine mogliche Erklarung fur den amplifizierenden Effekt der proteinhaltigen Proben auf das
Chemilumineszenzsignal des Luminols.

Die zweite Auffalligkeit in den Ergebnissen des Chemilumineszenzassay stellte die Differenz
zwischen dem Lumineszensignal der BSA- und A-AOC-Proben dar. Der A-AOC-Ansatz lieferte
namlich signifikant niedrigere Lumineszenzwerte als das native BSA. Im Gegensatz zum
ABTS basierten Assay scheint es so, als wirde die Struktur des Proteins in diesem Szenario
einen Einfluss auf die antioxidative Kapazitat nehmen. Wie in 4.3.1 bereits angefihrt, kann die
aus der Entfaltung des Proteins folgende Exposition der hydrophoben Domé&nen zur
antioxidativen Kapazitat des Albumins beitragen. Denn, wie in zahlreichen Publikationen
bereits demonstriert, scheinen hydrophobe Aminosauren (z.B. Tryptophan, Phenylalanin und
Tyrosin) Uber eine hohere Radikalfanger-Effizienz zu verfiigen als restliche Aminosauren?®é-
191" Durch die Denaturierungsprozesse konnen diese an der Oberflache effizienter als
Radikalfanger agieren. Die hydrophoben Aminosauren des entfalteten Albumins kénnten so
die Radikalintermediate der Luminol-Reaktionskaskade neutralisieren und somit die
Luminolradikalisierung beeintrachtigen.

Da die strukturellen Eigenschaften des Albumins im Chemilumineszenzassay einen Beitrag
zur antioxidativen Aktivitat zu leisten scheinen, widmete man sich der Untersuchung einer
Eigenschaft, die bisher unerwahnt blieb: die Thiolgruppen des Proteins. Die Thiolgruppen
stellen eine der priméren Waffen des Albumins im Kampf gegen oxidativen Stress dar. Daher
gab der signifikante Unterschied zwischen A-AOC und BSA Anlass, den Einfluss der
Denaturierung auf den Zustand der Disulfidbriicken zu untersuchen. Die Untersuchungen mit
dem mBBr-Reagenz offenbarten eine signifikante Steigerung der detektierbaren, freien
Thiolgruppen an der A-AOC-Oberflache (Abbildung 23), so dass den A-AOC ein Vielfaches

mehr an Thiolgruppen zur Verfiigung steht als dem freien BSA.
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In der Literatur wird tber den Effekt der Hochdruckhomogenisierung auf die Disulfidbriicken
berichtet. Durch die eingesetzten Driicke konnte ein Aufbrechen der Disulfidbriicken, eine
Zunahme der Thiolgruppen und eine Denaturierung des Proteins beobachtet werden. In den
Studien wird dartber hinaus Uber eine Restrukturierung der Proteine unter erneuter
Ausbildung von Disulfidbriicken berichtet°8:186.19

Im Falle der A-AOC scheinen die neu formierten Thiolgruppen erhalten zu bleiben. Der
entscheidende Unterschied liegt darin, dass in der Literatur von freien Proteinen berichtet wird.
Bei den Partikeln wird das denaturierte Protein in seiner aktuellen Konformation
thermodynamisch an der PFD-Grenzflache fixiert, so dass die oben beschriebenen Prozesse
der Restrukturierung womaoglich nicht stattfinden kénnen.

Die Erkenntnis, dass den Partikeln eine groRere Zahl an Sulfhydrylgruppen zur Verfliigung
steht, hat folgende Auswirkung auf das Chemilumineszenzassay:

Thiolgruppen besitzen die Fahigkeit unter Ausbildung von Sulfensdure als Fanger von
Peroxinitrit zu agieren'®*1°7:1%_Das Peroxinitrit kann somit nicht mehr zur Radikalisierung des
Luminols beitragen. Je hoher die Zahl der Sulfhydrylgruppen, desto mehr Peroxinitrit kann
neutralisiert werden, wodurch sich die Differenz zwischen A-AOC und BSA ergibt.

Eine Gemeinsamkeit zwischen dem ABTS-Decolorisationsassay und dem Luminolassay stellt
die Wirkung des tRES auf die antioxidative Aktivitat des BSA und der A-AOC dar. Denn auch
im Falle des Luminolassays ereignete sich fiir BSA und A-AOC eine signifikante Steigerung
ihrer antioxidativen Kapazitét, wenn sie im Komplex mit tRES vorlagen.

Diesen Effekt kdnnte das tRES uber zwei Mechanismen entfalten:

1. Als primares Antioxidans wirkt tRES als effektiver Radikalfanger der Superoxidanionen
und des Bicarbonatradikals!®?. Zusatzlich ist tRES in der Lage Peroxinitrit unter
Ausbildung eines Nitro-Resveratrol-Derivats zu neutralisieren'®.

2. Trans-Resveratrol besitzt das Potential als ein sekundares Antioxidans zu agieren. Im
Kontext des Chemilumineszenzassay waére es somit imstande
Proteinradikalkettenreaktionen zu unterbrechen und antioixidative Strukturen des
Albumins zu regenerierent2:200.201 | etzteres spielt vor allem fur die A-AOC aufgrund
ihrer exponierten, hydrophoben Aminosauren eine tibergeordnete Rolle.

Durch diese Prozesse ware tRES nicht nur imstande, die Konzentration der ROS und RNS
(reaktive Stickstoffspezies) im Ansatz zu reduzieren, sondern auch die eigene Abwehr der A-
AOC zu verstarken und die schadlichen Prozesse durch Proteinradikale zu reduzieren. Eine
vollstandige EindAmmung des Proteinradikal-Effekts scheint jedoch nicht méglich zu sein, was
die besonders niedrigen Werte fir den reinen tRES-Ansatz vor Augen fuihren (Abbildung 18).
Die Proteinradikale scheinen demnach einen erheblichen Anteil an der Luminolradikalisierung

zu leisten.
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Bei einem Vergleich der Protein-tRES-Komplexe offenbarte sich ein signifikant niedrigeres
Lumineszenzsignal und somit eine antioxidative Uberlegenheit der RESLOC gegeniiber BSA-
tRES. Die Unterschiede zwischen BSA-tRES und RESLOC kdnnen zum einen durch die
erhdhte antioxidative Kapazitat des Albumins an der A-AOC-Hulle erlautert werden (s. oben).
Zum anderen kénnen die Besonderheiten der Interaktion zwischen Proteinhiille der A-AOC
und des tRES als Erklarung verwendet werden, die in 4.3.1 bereits aufgeftihrt wurden. Die
fehlende Maskierung des Polyphenols und die sich daraus ergebende héhere Zahl freier
Hydroxylgruppen, koénnte das mit A-AOC assoziierte tRES zu einem effizienteren
Radikalfanger sowie sekundarem Antioxidans machen und dadurch eine erhéhte Reduktion
der Luminolradikalisierung herbeifihren. Zusatzlich koénnte ein noch unerwéhnter
Mechanismus im Chemilumineszenz-Assay von Relevanz sein. Denn tRES-Radikale, die sich
aus der Interaktion mit ROS ergeben, sind imstande, Dimere auszubilden™1¢’. So kdnnten die
tRES-Radikale, die aus einer Reaktion mit Proteinradikalen hervorgehen, eine Dimerisierung
durchlaufen und potenziell folgende Radikalreaktionen terminieren. Dieser Mechanismus kann
im Falle des freigesetzten tRES aus den BSA-tRES- und RESLOC-Komplexen auftreten. Die
Akkumulation an der hydrophoben Grenzphase der A-AOC und die resultierende lokale
Aufkonzentrierung des tRES kodnnte eine fordernde Wirkung auf die Dimerbildung und
Terminierung von Radikalkettenreaktionen entfalten. Tats&chlich wurde von einem derartigen
Effekt in einem liposomalen System berichtet, in dem tRES an der Lipid-Wasser-Grenzphase
akkumulierte und erfolgreich Lipidperoxidationsprozesse durch verstarkte Dimerbildung
unterband®’. Das Zusammenspiel der fehlenden Maskierung und die férdernde Wirkung auf
die tRES-Dimerisierung im partikularen System, liefern eine theoretische Grundlage fir die

zwischen BSA-tRES und RESLOC vorliegenden Differenzen im Chemilumineszenzassay.

4.3.3 GOx-Exposition der HL-1-Kardiomyozyten

Als finales Assay zur Evaluierung der antioxidativen Eigenschaften der RESLOC bediente man
sich eines zellularen Szenarios, bei dem HL-1-Zellen durch das von der GOx produzierte H>O»
oxidativem Stress ausgesetzt wurden. Im Gegensatz zu den rein chemischen Versuchen, die
in denen kontrolliert reaktive Spezies erzeugt wurden, stellt das zellulare Assay aus folgenden
Grunden eine komplexere und unkontrollierbare Vorgehensweise dar: Das H.O, ist
membranpermeabel und vermittelt seine oxidativen Schaden primér tber die Formation von
Hydroxylradikalen?022%3, Zusatzlich wird vermutet, dass durch die von Catalase katalysierte
Umwandlung des H>O, das intrazellulare O, stark ansteigt und somit die zelleigene Superoxid-
Produktion steigert?°32%4, Eine intrazellular gesteigerte ROS-Konzentration fuihrt zu oxidativen
Schaden und Radikalisierung von Strukturen, wie Lipiden (Lipidperoxidation) und Proteine.
Wie fur das Albumin bereits in 4.3.2 geschildert wurde, neigen auch Lipidstrukturen der
Zellmembranen zu Radikalkettenreaktionen®®®. Somit fiilhren oxidative Schaden an zellularen

Komponenten nicht nur zu einer Beeintrachtigung ihrer Funktionalitat, sondern auch zu einer
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Amplifikation des oxidativen Stresses, was in Zelltod resultieren kann?°>2%_ Auch extrazellular
koénnen sich Hydroxylradikale bilden, die aus Reaktionen zwischen eisenhaltigem Serum und
H.O. entstehen, und sich an oxidativen Prozessen beteiligen kénnen?’. Diese konnen
ebenfalls aufgrund ihrer Membranpermeabilitdt oxidative Schaden intrazellular oder
extrazellular an der Zellmembran und anderen Bestandteilen des Zellkulturmediums
vermitteln?°7,

Zellen, die wahrend der GOx-Exposition mit RESLOC behandelt wurden, zeigten die geringste
intrazellulare Fluoreszenz (Abbildung 25). RESLOC scheinen somit von allen eingesetzten
Komponenten der Oxidierung des Fluorophors und dem intrazellularen oxidativen Schaden
am effizientesten entgegenwirken zu kénnen. Da jedoch zwischen einer BSA und A-AOC-
Behandlung keine signifikanten Unterschiede vorliegen, scheinen die strukturellen
Unterschiede zwischen dem freien BSA und dem Albumin der Partikelhtille keinen Beitrag zur
antioxidativen Kapazitat zu leisten, wie es beim Chemilumineszenzassay der Fall war. Nach
Abschluss des Versuches konnte stets eine Schicht sedimentierter Partikel am Boden der
Zellkulturflache beobachtet werden. Im Vergleich zu den restlichen Experimenten waren die
A-AOC einer erhdhten Temperatur von 37 °C und uber einen langeren Zeitraum statischen
Bedingungen ausgesetzt, was die Agglomeration und Sedimentation der Partikel erheblich
beschleunigt. Zuséatzlich besteht die Mdglichkeit, dass die Bestandteile des Zellkulturmediums
das Zeta-Potential der A-AOC herabsetzen und so die Flokkulation der Partikel verstarken.
Bestandteile des fetalen Kalberserums koénnen auch eine zusétzliche Corona um die
Partikelhiille ausbilden, die interpartikulare Interaktionen und somit die agglomerierenden
Prozesse fordern?®2%° Die Ausbildung von Partikelagglomeraten konnte die
Gesamtoberflache der Partikelphase, die mit der du3eren Phase in Interaktion treten kann,
stark reduzieren, was vor allem die Wirkung der A-AOC auf die extrazellulare Radikale
beeintrachtigen wirde. Dieses Phanomen kdnnte geringe Differenz zwischen BSA und A-
AOC-Behandlung erklaren.

Interessanterweise zeigten RESLOC ein signifikant niedrigeres Fluoreszenzsignal und
dadurch eine hdhere antioxidative Aktivitat als das BSA-tRES-System. In beiden Systemen ist
ein starker Anstieg der tRES-Freisetzung bei erhéhter Temperatur zu beobachten. Das
freigesetzte tRES kann mit extra- und intrazellularen Radikalen in Interaktion treten, was auch
die Unterschiede zwischen BSA und BSA-tRES erklaren koénnte. Da jedoch RESLOC und
BSA-tRES in beiden Fallen eine nahezu identische Menge an tRES freisetzten (Abbildung 12),
scheint dieser Faktor nicht zu den Unterschieden zwischen beiden Ansatzen zu fuhren.
Womaoglich liegt die Ursache wieder in der Besonderheit der Interaktion zwischen Proteinhille
und tRES, die sich aus der Entfaltung des Proteins und Bindungstasche ergibt und oben
bereits diskutiert wurde. Die fehlende Maskierung und geférderte Dimerisierung des tRES an

der Partikelhille, die vorallem im Zusammenhang mit der Lipidperoxidation relevant ware,
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ermdglicht wahrscheinlich eine effizientere Interaktion und Neutralisierung der extrazellularen
Radikale, wodurch indirekt der intrazellulare Stress gesenkt wird.

Das Fehlen einer clCaspase3- Akkumulation deutet darauf hin, dass der beobachtete Verlust
der Zelladhasion nicht durch apoptotische Prozesse (Abbildung 34), sondern durch eine
andere Form des Zelltods verursacht wurde. Eine Analyse entsprechender Marker kdnnte
Aufschluss Uber die vorliegenden Zelltodprozesse geben, wurde im Rahmen dieser Arbeit
jedoch nicht durchgeftihrt.

Im Gegensatz zu den rein chemischen Assays zeichnet der zellulare Versuch ein etwas
diffuseres Bild und die Unterschiede zwischen BSA, BSA-tRES sowie tRES allein sind
aufgrund hoher Standardabweichungen nicht eindeutig. Zum einen kénnte sich das durch das
komplexere Zellkulturszenario ergeben. Zum anderen ist das Fluorophor zur Visualisierung
oxidativer Prozesse zwar ideal zur Gewinnung eines ersten Eindrucks, besitzt jedoch
zahlreiche Limitationen (z.B. unspezifische Reaktionen und Einfluss durch pH)?!°, die das
Fluoreszenzsignal beeinflussen, so dass die Resultate des zellulare Assays mit einer
gewissen Vorsicht betrachtet werden sollten. Der Einsatz komplementierender Assays, wie
der Quantifizierung der Lipidperoxidation und des GSH-Gehalts koénnen wertvolle
Informationen zu den antioxidativen Kapazitaten und ein vollstandigeres Bild des zellularen

Zustandes nach GOx-Exposition liefern.

4.4 In vitro Ischamie-Reperfusionsmodell

Im Zuge dieser Arbeit erfolgte die Etablierung eines in vitro I/R-Modells, welches als
Versuchsplattform fir A-AOC und RESLOC dienen sollte, um deren Funktionalitdt in dem
komplexen, klinisch relevanten Szenario der Organkonservierung zu untersuchen. Denn I/R-
Schaden stellen immer noch eine unvermeidbare Konsequenz der Organtransplantation dar
und die Sauerstoffversorgung der Transplantate wahrend der Konservierung ist mit
zahlreichen Schwierigkeiten verbunden. Das Zellkulturmodell soll demnach zur Untersuchung
des Potentials der A-AOC und RESLOC in der Minimierung des ischamischen Schadens und
die generierten Ergebnisse als praliminare Daten sowie als Fundament komplexerer in vivo
und ex vivo- Folgeexperimente dienen.

Die Sauerstoffversorgung durch die A-AOC wurde mit einem im Zuge dieser Arbeit etablierten
Insert-Zellkulturmodell untersucht. Zusatzlich wurde das auserwéhlte I/R-Protokoll anhand
verschiedener Zellschadigungsparameter evaluiert. Abschliel3end wurden die Auswirkungen

der oxygenierten RESLOC auf I/R-Schaden ermittelt.

4.4.1 Sauerstoffversorgung der HL-1-Kardiomyozyten im Insertmodell

Eine adaquate O,-Versorgung der Zellen wurde anhand des Proteins HIF-1a beurteilt. Die in
Abbildung 28 dargestellte WB-Analyse zeigte nach Gabe von oxygeniertem mKHP und A-AOC

eine Destabilisierung des HIF-1a innerhalb der ersten 10 min. Beide Proben scheinen
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imstande zu sein, die Zellen im Insert mit ausreichend O zu versorgen und den hypoxischen
Zustanden der Hypoxiekammer entgegenzuwirken. Bei Betrachtung der PreSens-Daten
(Abbildung 27) zeigte sich auch, dass beide oxygenierten Komponenten zu ahnlichen O-
Partialdriicken im Inneren des Inserts fithren, was das &hnliche Bild bei der HIF-1a-
Akkumulation bestéatigen wirde.

Die Werte fir 30 min nach Gabe hingegen stehen im scharfen Kontrast hierzu. Die
Partialdriicke sind in beiden Fallen stark gesunken, jedoch liegen die Werte der Partikel
signifikant hoher als die des mKHP (Abbildung 27). Diese Unterschiede in den O»-
Partialdricken nehmen auch Einfluss auf die HIF-1a-Akkumulation: Die von den Partikeln
erzeugten O»-Partialdriicke reichen lUber die gesamte Versuchsdauer von 30 min aus, um eine
HIF-1la-Akkumulation zu unterbinden, wahrend die O,-Versorgung durch oxygeniertes mKHP
ab einem gewissen Punkt nicht mehr zur HIF-la-Destabilisierung gendgt. Wie im
Einleitungsteil (s. 1.2) bereits geschildert, verleihen schwache intermolekulare Interaktionen
zwischen PFC-Molekilen dem PFD der A-AOC eine geringe Kohasitat und ein gaséhnliches
Verhalten, wodurch das Fluid groRe Gasmengen losen kann'''2, Dem gegeniiber stehen
Puffer und Medien auf Wasserbasis, die aufgrund von Wasserstoffbriicken einen hohen
strukturellen Ordnungsgrad aufweisen. Das Lésen von Gasen in diesem dichten
Molekilgeflecht ist energetisch aufwéndig, was die Gasldslichkeit des Wassers und die
Retentionszeit des Gases drastisch herabsetzt 1112,

Diese Unterschiede in der Gasldslichkeit erlauben den PFD-haltigen A-AOC gréf3ere Mengen
an O; aufzunehmen und Uber die gesamte Zeitspanne die Zellen ausreichend zu oxygenieren,
wohingegen das wassrige mKHP aufgrund seiner geringen Gasloslichkeit und -retention

lediglich in den ersten 10 min ausreichend O zur Verfuigung stellen kann.

4.4.2 Evaluierunqg der I/R-Schaden der HL-1-Zellen

Inwieweit das verwendete Protokoll imstande ist I/R-Schéden in der Zellkultur zu induzieren,

wurde anhand des oxidativen Stresses, der Cytotoxizitat und apoptotischer Marker beurteilt.
Wie in der Einleitung bereits ausfuhrlich geschildert, ruft eine hypoxische Phase
Veranderungen im lonenhaushalt und Metabolismus der Zelle aus, die zu erhdhtem
oxidativem Stress fiihren kann (Ausfall von Protonenpumpen, Aktivitat membranstandiger
NADPH- und cytosolische Xanthineoxidasen). Die fiir die IschAmie auserwéhlten Bedingungen
scheinen genau das zu bewirken, da nach der hypoxischen Phase der I/R-Behandlung ein
signifikanter Anstieg des intrazellularen oxidativen Stresses, visualisiert durch das Fluorophor
DCF-DA, zu registrieren ist (Abbildung 29). Die leichte Erhdhung der LDH-Werte und die
geringfuigige Akkumulation der clCaspase 3 deuten auf geringes Ausmalfd an permanenten
Zellschaden wahrend der Ischamie hin, was im Einklang mit der Literatur ist?**.

Erst die Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung durch die Reperfusion und die sich

daraus ergebende Verstarkung der oxidativen Prozesse (sog. oxidative burst)?*? fiihrte zu
93



4. Diskussion

nennenswerten Anderungen in der Cytotoxizitat und apoptotischen Prozessen (Abbildung 29).
Zum einen ergab sich eine massive Steigerung der LDH-Menge, die im extrazellularen Raum
detektiert werden konnte. Die prooxidativen Prozesse der Ischamie und der oxidative burst
durch die Reperfusion fuhrt zu oxidativen Schaden an Membranstrukturen. Mechanismen, wie
die Lipidperoxidation, beeintrachtigen die Membranintegritat der Zellmembran, was zu der
beobachteten Freisetzung des cytosolischen LDH fiihren kann46:213,

Auch die mitochondriale Membran ist von den oxidativen Schaden betroffen, was in einer
erhohten Freisetzung vom Apoptoseinitiator Cytochrom c ins Cytosol resultiert?'t, Dort 16st das
Cytochrom c eine apoptotische Kaskade aus, die in der proteolytischen Prozessierung der
Caspase 3 mundet. Diese ist an charakteristischen Prozessen der Apoptose (z.B. DNA-
Fragmentierung, Zerfall der Membranen und Kompartimenten sowie Formation von apoptotic
bodies) beteiligt?*2. Die Reperfusion ist demnach imstande die Apoptose auszulésen und zu
verstarken44211, Dies deckt sich auch mit der Zunahme der clCaspase3-Akkumulation, die in
der WB-Analyse beobachtet werden konnte (Abbildung 29). Eine Zunahme der Zelltodrate wird
auch unweigerlich zu einer Reduktion der zur Adhasion befahigten Zellen fihren, die mit den
Waschschritten aus dem Ansatz eliminiert werden kdnnen. Dieses Phanomen kdnnte den
Ruckgang der Fluoresezenzintensitat bei 60 min Reperfusion (Abbildung 29) erlautern, da
auch zum selben Zeitpunkt die apoptotischen Prozesse ihren Hohepunkt im Versuch
erreichten.

Anhand der durchgefiihrten Assays kann mit Sicherheit gesagt werden, dass das gewahlte
I/R-Protokoll in der Lage ist fur Ischamie/Reperfusion typische Zellschdden in Form von

oxidativem Stress, Cytotoxizitat und daraus folgendem Zelltod (Apoptose) hervorzurufen.

4.4.3 Einsatz oxygenierter A-AOC in der in vitro I/R-Simulation

Um zu untersuchen, ob oxygenierte A-AOC als alleinige O.-Quelle imstande sind das Auftreten
eines hypoxischen Metabolismus und daraus folgende Zellschéaden zu unterbinden, wurden
die Zellen wahrend der dreistiindigen ischamischen Periode des Versuches mit oxygenierten
A-AOC behandelt.

Trotz der Differenzen in ihrer Sauerstoffversorgung fuhrten sowohl die oxygenierten A-AOC
als auch der mKHP zu einer signifikanten Reduktion der Cytotoxizitat und der Apoptoserate,
die durch die I/R-Simulation verursacht wurde (Abbildung 30). Beide Anséatze scheinen die
Kardiomyozyten mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen, so dass in den Zellen keine
ischAmischen Prozesse sich verfestigen kdnnen, die in der Reperfusion zu den cytotoxischen
und apoptotischen Vorgangen filhren. Obwohl der O»-Partialdruck des mKHP nach Zugabe
rasch abfiel, trug der Austausch der oxygenierten Phase allem Anschein nach auch hier dazu
bei, dass ein aerober Metabolismus aufrechterhalten werden konnte. Einen Hinweis liefert die
HIF-1a-Akkumulation, die auch bei mKHP erst 30 min nhach Gabe stattfand (Abbildung 28).

Zusatzlich werden die meisten Gewebe in der klassischen Zellkultur im Vergleich zu ihren
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Gegenstiicken in vivo unter hyperoxischen Bedingungen kultiviert?'4. Kardiomyozyten sind im
Korper einem Os-Partialdruck von 5% (~49,5 hPa) ausgesetzt?®. Der durch Gabe von
oxygenierten mKHP und A-AOC erreichte Partialdruck nach 10 min bewegte sich in diesem
Bereich (Abbildung 27) und schien, gemeinsam mit dem regelméaRigen Austausch der
oxygenierten Phase, die Zellschaden durch I/R effektiv zu verhindern.

Das hier vorgestellte Zellkulturmodell offenbarte das Potential oxygenierter A-AOC der MOK-
Synthese, Zellschaden durch eine I/R-Simulation abzuwenden und die Zellen mit ausreichend
02 zu versorgen, ohne selbst noxische Prozesse in Gang zu setzen. Um eine Uberlegenheit
der A-AOC gegenuber eines oxygenierten Mediums demonstrieren zu kdnnen, ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit der Aufbau eines komplexeren Systems vonndten, wie von unserer
Arbeitsgruppe bereits am Beispiel isoliert perfundierter Organsysteme demonstriert werden
konnte!?4125, Dennoch erlaubt das Insert-Modell eine spatiale Trennung von Zelle und Partikel
und eréffnet so zahlreiche molekularbiologische Analysen, die zuvor durch sedimentierende
A-AOC erschwert wurden. Aufgrund der simplen Handhabung und Flexibilitit kann das
aktuelle Modell zur Gewinnung erster Erkenntnisse zu neuartigen A-AOC-Formulierungen und

-Synthesearten hinsichtlich ihrer Funktionalitat in einem in vitro System genutzt werden.
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Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen flhren eindriicklich vor Augen,
dass die Albuminhille der A-AOC eine fordernde Wirkung auf die antioxidative Aktivitat des
Stilbens tRES entfaltet. Dieser Effekt der A-AOC-Proteinhulle wird dabei zum einen durch eine
erhdhte Loslichkeit und daraus folgende homogenere Verteilung des hydrophoben tRES in
wassrigen Systemen vermittelt. Dartber hinaus offenbarten Analysen der Proteinhlle
strukturelle Besonderheiten der Albuminhille, welche die antioxidativen Eigenschaften des
tRES primar durch eine Abschwéchung eines Maskierungseffektes zusatzlich verstarkten und
die theoretische Grundlage fiir die signifikanten Differenzen zwischen den RESLOC und dem
BSA-tRES-System lieferten.

Die umfassende Untersuchung der A-AOC-tRES-Interaktion wurde erst durch die Entwicklung
der neuartigen MOK-Synthese ermdglicht. Die Verwendung eines Druckgradienten und einer
Zyklisierung des Syntheseansatzes resultierten im Vergleich zur klassischen
Standardsynthese in kleineren Partikeln und einer nahezu transparenten LOosung, die den
Einsatz optischer Analysen ermdglichte. Die Charakterisierung der MOK-Synthese offenbarte
eine Uberraschende Erhéhung des Zeta-Potentials der A-AOC durch tRES-Interaktion, die zu
einer signifikanten Reduktion der Viskositét bei niedrigen Scherraten fihrte und womdéglich
imstande ist, die Stabilitat der Emulsion anzuheben.

AbschlieBend konnte im Zuge dieser Arbeit eine in vitro-Simulation eines I/R-Szenarios
erfolgreich etabliert werden, anhand dessen die protektive Wirkung oxygenierter A-AOC

hinsichtlich Reperfusionsschaden demonstriert werden konnte.
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Die Entwicklung eines neuen Syntheseprotokolls mit einem Druckgradienten und einer

Zyklisierung der Emulsion filhrte zu der MOK-Synthese, die eine optimierte Form der
klassischen Standardsynthese darstellte. Trotz der verbesserten Eigenschaften, wie kleinere
Partikel und optische Transparenz, deuteten vor allem die PDI-Werte auf ein overprocessing
der MOK-Synthese hin. Eine Optimierung des Syntheseprotokolls durch Anpassung der
angewandten Dricke und damit des Energieeintrags sowie der Zyklenzahl kann ein
overprocessing vermeiden und womdglich in einer stabileren Emulsion mit noch kleineren
Partikeln und einem niedrigeren PDI resultieren.

Die Uberraschende Wirkung des tRES auf das Zeta-Potential ertffnet eine bisher nicht in
Betracht gezogene Mdoglichkeit, Einfluss auf die A-AOC-Emulsion zu nehmen. Bei der
Entwicklung neuer Formulierungen der A-AOC konnen Interaktionspartner des Albumins in
erwogen werden, um eine férdernde Wirkung auf Parameter der Emulsion zu nehmen und so
ihre Stabilitat zu erhéhen.

Dank der unterschiedlichen Natur der angewandten antioxidativen Assays konnte eine
vielseitige Radikalféangeraktivitat und hohe antioxidative Kapazitat der RESLOC gegeniiber
einer Vielzahl prooxidativer Faktoren demonstriert werden. Der konsekutive Schritt wére die
Anwendung der RESLOC in der in dieser Arbeit etablierten in vitro I/R-Simulation, um die
Wirkung in einem kliniknahen Szenario zu untersuchen. Der Einsatz von RESLOC und die
Untersuchung ihrer Wirkung auf die oxidativen Prozesse des I/R-Szenarios war aufgrund
zeitlicher Limitationen nicht méglich. In anderen Studien konnte bereits demonstriert werden,
dass die Verwendung von tRES in der Ischamie und der Reperfusion zu einer Reduktion der
Cytotoxizitat fuhrt. Zusatzlich wurde von férdernden Effekten auf endogene antioxidative
Mechanismen der Zelle (z.B. Aktivierung der Superoxid-Dismutase) und von einer
inhibierenden Wirkung auf NADPH-Oxidasen berichtet?6127 Zur Beobachtung der letzteren
Effekte ist jedoch eine langere Behandlungsdauer vonnoten?®, was mit dem aktuellen
Versuchsaufbau nicht effizient realisierbar wére. Optimal wére die Etablierung einer in vitro-
Mikroperfusionsanlage, auch als Organ on a Chip bezeichnet. Diese Plattform erlaubt eine
kontrollierte Oxygenierung des Perfusionssystems und verhindert durch einen
Flussigkeitsfluss die Sedimentation der A-AOC, was langere Behandlunsgsdauern ermgglicht.
Das Organ on a Chip-Modell wéare zusatzlich ndher an der Perfusionsanlagen, die in der Klinik
eingesetzt werden?!’. Sollten diese Ansatze zu vielversprechenden Resultaten fiihren, waren
finale Experimente in ex vivo-Organperfusionen ideal, um mogliche protektive Wirkung der

RESLOC auf explantierte Organe wahrend der Konservierungsperiode zu untersuchen.
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Die vorliegende Arbeit widmete sich der Untersuchung einer potenziellen strukturellen und
funktionellen Interaktion zwischen der Albuminhille der A-AOC und des Stilbens trans-
Resveratrol (tRES). Trans-Resveratrol stellt ein facettenreiches Molekil mit zahlreichen
Effekten dar. Jedoch zeichnet sich tRES auch durch eine hohe Hydrophobizitat aus, was in
einer geringen Loslichkeit in einem wassrigen Milieu resultiert und dadurch vor allem die in
vivo einsetzbaren Konzentrationen stark einschrénkt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
demonstriert werden, dass die tRES-L6slichkeit durch die in einem A-AOC-Ansatz vorliegende
Proteinkonzentration drastisch gesteigert werden konnte. Zusatzlich konnte im Falle des A-
AOC-tRES-Komplexes (RESLOC) ein erhdhtes Zeta-Potential festgestellt werden, was ein
zuséatzliches Indiz fir eine Assoziation des tRES an der Albuminhille der A-AOC war. Zudem
offenbarte sich bei rheologischen Analysen im niedrigen Scherratenbereich eine signifikant
reduzierte Viskositat der Emulsion in Anwesenheit von tRES, was ein Zusammenspiel
zwischen den erhohten repulsiven Krafte der RESLOC und der ermittelten Viskositét
andeutete.

Neben einer erhdhten Loslichkeit und damit homogeneren Verteilung, nahm die Interaktion mit
den A-AOC auch Einfluss auf funktionelle Aspekte des tRES. Eine der prominentesten
Eigenschaften des tRES stellt seine antioxidative Aktivitat dar. Mithilfe drei verschiedener
Assays konnte demonstriert werden, dass die antioxidative Kapazitat des tRES, wenn es
assoziiert mit der Albuminhille vorlag, drastisch gesteigert werden konnte. Anhand der
unterschiedlichen Natur der einzelnen Assays konnte die antioxidative Aktivitat des tRES und
der RESLOC aus mehreren Blickwinkeln beleuchtet werden. Zum einen zeigte tRES im
RESLOC-Komplex eine erhohte Elektronentransferbereitschaft Gber den SPLET-
Mechanismus. Zum anderen konnte beobachtet werden, dass tRES imstande ist,
Radikalkettenreaktion am Albumin zu unterbinden und gleichzeitig als effizienter Radikalfanger
fur Peroxinitrit und seine Intermediate in einem Chemilumineszenzassay zu agieren. Auch in
dem Zellkultur-Assay, in dem zahlreiche reaktive Spezies und oxidative Prozesse vorlagen,
entfalteten die RESLOC einen bemerkenswerte antioxidative Aktivitdt und somit einen
protektiven Effekt auf behandelte HL-1-Kardiomyozyten.

In allen Assays zeigten die RESLOC eine hohere antioxidative Kapazitat als das BSA-tRES-
System. Strukturelle Untersuchungen der Albuminhlle offenbarten eine starke Denaturierung
des Proteins, die mit einer Entfaltung der hydrophoben Bindetaschen und einer Zunahme der
Sulfhydrylgruppen einherging. Die strukturellen Veranderungen der hydrophoben
Bindetaschen fihrten zu einer geringeren Maskierung der antioxidativen Kapazitat des tRES
durch die Proteininteraktion. Gleichzeitig nahm das antioxidative Potential des Albumins an
der A-AOC-Hiille durch die gestiegene Zahl der Sulfhydrylgruppen und durch Denaturierung
exponierte hydrophoben Domé&nen zu. Die Besonderheiten der Albuminstruktur an der
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7. Zusammenfassung

Proteinhille der A-AOC und der A-AOC-tRES-Interaktion dienten als Erklarung fir die
beobachtete antioxidative Differenz zwischen RESLOC und BSA-tRES. Eine nahezu
identische Freisetzungskinetik des assoziierten tRES im Falle beider Systeme, deutete darauf
hin, dass die strukturellen Unterschiede keine Auswirkungen auf die Interaktionsstarke
zwischen tRES und dem Protein hatten.

Im Zuge dieser Arbeit konnte eine in vitro-Simulation eines I/R-Szenarios erfolgreich etabliert
werden. Das Insert-Modell sollte als Plattform fir préliminare Versuche dienen, die erste
Eindriicke Uber die protektive Wirkung der A-AOC und RESLOC wahrend einer
Organkonservierung liefern sollte. Durch den Einsatz oxygenierter A-AOC konnte eine
signifikante Reduktion der I/R-Schéaden hinsichtlich Cytotoxizitat und der Apoptoserate erreicht
werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass A-AOC nicht nur
imstande waren, die Limitationen des tRES zu Uberwinden, sondern auch seine positiven
funktionellen Eigenschaften zu verstarken. Durch die durchgefihrten Assays konnte, zum
einen, eine Uberlegenere antioxidative Kapazitat des tRES im RESLOC-System gegenuber
der freien Form des Stilbens nachgewiesen werden. Zum anderen kamen auch strukturelle
Besonderheiten der Albuminhille zum Vorschein, die bisher in der AG Ferenz nicht untersucht
wurden und auch in funktioneller Hinsicht fir die antioxidative Aktivitdt der A-AOC von
Bedeutung sind. Auch das etablierte Zellkulturmodell stellt eine Neuerung dar und ermadglicht
die funktionelle Untersuchung neuer A-AOC-Formulierungen in einem Kklinikrelevanten

Szenario.
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Abbildung 32 Gesonderte Darstellung des MHD und PDI der Standardsynthese

Eine zuséatzliche Darstellung der PartikelgrofRe und —verteilung der Standardsynthese zur Veranschaulichung

weiterer statistischer Auswertungen. ** p < 0,01; ***p < 0,001; Two-Way ANOVA,; Mittelwert £ SD, n = 9.
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Eine zusatzliche Darstellung der PartikelgréRe und —verteilung der MOK-Synthese zur Veranschaulichung weiterer

statistischer Auswertungen; **** p < 0,0001; Two-Way ANOVA,; Mittelwert + SD, n =12
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Abbildung 34 Western Blot-Analyse der GOx-Exposition
Dargestellt ist ein Western Blot von Caspase 3 und der gespaltenen Form (clCaspase 3). Als interne Ladekontrolle

diente B-Actin. Die Western Blot-Analyse wurde von Dr. Miriam Cantore durchgefiihrt; n = 3.
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