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Abstrakt

1. Abstrakt

Im Zuge des demographischen Wandels und der venessDiagnostik nehmen die Inzidenz
und die Prévalenz der chronischen Niereninsuffiziereltweit zu. In Deutschland wird zur
Behandlung einer chronischen Niereninsuffizienz temminalen Stadium vorwiegend die
Hamodialyse eingesetzt. Bei der Verwendung diesady8eform ist jedoch bekannt, dass
proteingebundene Uramietoxine und Mittelmolekile mu unzureichendem Mal3e aus dem
Patientenblut entfernt werden und somit ihr toxéschPotential weiter entfalten konnen.
Aufgrund dessen ist es unerlasslich, neue Dialgbeiken mit besserer Abtrennleistung zu
entwickeln. Der Einsatz adsorptiver Verfahren sehhbier eine neue Moglichkeit darzustellen.
Im Rahmen der Dissertation wurde daher ein ads@pW¥erfahren der Firma Fresenius-Medical
Care (PromethelisSystem) fiir die Dialysebehandlung modifiziert uad fiinf chronisch
niereninsuffizienten Patienten einmalig getestet.

Die dabei verwendeten Adsorber 1 und 2 wurden nigchBehandlung gereinigt, die an ihnen
retendierten Substanzen mit unterschiedlichen catognaphischen Verfahren isoliert und
massenspektrometrisch mittels ESI-MS analysient.ldentifizierung einzelner Massenspektren
wurden datenbankgestitzte Onlinesuchen mit MassBadKVascot durchgefihrt.

Mit der Onlinedatenbank MassBank konnten 82 unkeesitiche Substanzen identifiziert
werden, von denen 53 Substanzen vom Adsorber 13Gnebm Adsorber 2 retendiert worden
sind. Sechs der identifizierten Substanzen konbt#den Adsorbern zugeordnet werden. Eine
weitere Substanz konnte mit der Mascotdatenbanhtifdgert werden. Bei den insgesamt 83
Substanzen handelt es sich erwartungsgemal ume&nogenes Substanzgemisch. Darunter
konnten funf bekannte Uramietoxine (Kreatinin, lledsigsaure, Kynurenin, Spermin und
Interleukin-6) nachgewiesen werden. Einen wesdntlgro3eren Anteil bilden mit 39
identifizierten Substanzen jedoch die therapeugiscRletabolite, zu denen z.B. eine Fille an
Medikamenten z&hlen.

Die Erkenntnis, dass neben den harnpflichtigen tankaen und schadlichen Uramietoxinen auch
therapeutische Metabolite an den Adsorbern reteswlikonnte fir den geplanten klinischen
Einsatz von Relevanz sein. In welchem Mal3e sichedidVissen auf die Behandlung auswirkt,
ist mit dem aktuellen Kenntnisstand nur limitieinsehatzbar. Daher sollte aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation eine da#iaeé Bestimmung der identifizierten
Substanzen erfolgen sowie die Auswertung der bisiclt beriicksichtigten Proben.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass dsoridermaterial eine Vielzahl an

unterschiedlichen Substanzen retendieren, ob dweslLémitation fir den spateren Einsatz des
1



Abstrakt

Verfahrenes bei niereninsuffizienten Patienten tddesn konnte, bleibt Gegenstand
gegenwartigen Forschung.

1.1.Abstract

In the context of demographic change and bettamicell diagnostic, the incidence and
prevalence of chronic kidney disease has increasettiwide. In Germany patients suffering
from end-stage chronic kidney disease are usuedigted with hemodialysis. However it is
known that through this method the removal of pmt®und uremic toxins and middle
molecules is limited. The uremic toxins remain e fpatient’s blood and could develop their
toxic potential. Therefore the development of nealydis techniques with higher efficiency in
elimination is essential. In order to achieve thie use of adsorber techniques seems to offer
great potential. Within the scope of this dissestafive patients with chronic kidney diseases
were treated with a modified adsorption techniqoenfFresenius (the Prometh&tsystem).

Two adsorbers were used, which were cleaned dféstreatment. The bound substances were
isolated with different chromatographic methods aede analysed with electrospray ionizations
mass spectrometry (ESI-MS). With the help of onlila¢abases, MassBank and Mascot, several
mass spectras were identified.

| identified 82 different substances with the dats MassBank. 53 of those were bound to
adsorber 1 and 35 to the adsorber 2. Six of thetiitkd substances were bound to both
adsorbers. Furthermore one more substance couldidmified with the database Mascot.
Together these 83 substances formed a very hetexoge mixture of substances. Five uremic
toxins (creatinine, indole-3-acetic acid, kynurenispermine and Interleukin-6) were detected
among them. However the biggest part consistechefapeutic metabolites (39 substances),
which were mainly drugs.

The gained knowledge that in addition to the ugrexcreted substances and the uremic toxins
the therapeutic metabolites also bind to the adseris really important for the intended use. At
the moment it is difficult to say to what extentsttknowledge will affect the treatment.
Therefore, the quantitative determination of thentified substances as well as the identification
of previously unrecognized samples needs to besaddd in future researchs.

In conclusion, a lot of different substances biodhe adsorbers. Whether this could lead to a
limitation for the intended use as a treatment bromic kidney disease stays the subject of

current research.
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2. Einleitung

2.1.Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, dessanptfunktion die Ausscheidung von
harnpflichtigen Substanzen ist. Dariber hinaus &t an einer Vielzahl von
Regulationsmechanismen und StoffwechselprozesseKadrpers beteiligt.

Die kleinste Funktionseinheit der Niere stellt dephron dar. Es besteht aus einem Glomerulus
(Nierenkorperchen) und dem nachgeschalteten Tulysiiesa (Nierenkanalchen). Im
Glomerulus wird der Primarharn aus dem Blut unterdR abfiltriert und im darauf folgenden
Tubulussystem mittels Resorptions- und Sekretiomggutgen zum Endharn konzentriert. Dieser
gelangt anschliel3end in das Nierenbecken und vied die Blase ausgeschieden. Eine Niere
besitzt ca. 1,4 Millionen Nephrone. Die Gesamtlafigr Nephrone beider Nieren produzieren
einen Primarharn von ca. 180 Liter/Tag, der auéeiBEndharn von ca. 1,5 Liter/Tag konzentriert
wird [1]. Das Verhéltnis von Priméar- zu Endharndeutlicht die enorme Filtrationsleistung der
Niere. Einerseits wird das Blut auf diese Weise kampflichtigen Substanzen, wie Harnstoff,
Harnsaure und Kreatinin sowie von Fremdstoffen wiB. Medikamenten und Giftstoffen
gereinigt, andererseits werden lebensnotwendigeaBéile wie Blutzellen und Plasmaproteine
zurtckgehalten und nicht ausgeschieden. Im Tubystess erfolgt neben der
Wasserriickresorption auch die Rickgewinnung vorstanzen wie Glukose und Aminosauren
[2, 3].

Weitere Funktionen der Niere sind die Regulatios &asser- und Elektrolythaushalts sowie die
Kontrolle des Saure-Basen-Haushalts. Darliber hinabk sie zu den endokrinen Organen, die
Enzyme und Hormone produzieren und sezernieren.itSmelt sie beispielsweise durch die
Ausschittung des Enzyms Renin und die nachfolgekiderzierung der Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Kaskade eine wichtige Rolle in der Biuttkregulation. Die Niere ist zudem der
Hauptbildungsort fir das Hormon Erythropoetin, desBlutbildung stimuliert. Weiterhin wird
im proximalen Tubulus das fir den Calciumstoffwethsssentielle Vitamin-D in seine aktive
Form, dem Calcitriol, umgewandelt [2, 3].

Kommt es zum Verlust der Nierenfunktion, verschtedah sich daher nicht nur die
Ausscheidungsfunktion, sondern auch die endokrimeth metabolischen Funktionen. Dieser
Prozess der sogenannten Niereninsuffizienz wirceime akute und eine chronische Form

eingeteilt.
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Die akute Niereninsuffizienz ist als plotzlich estiende, rasche Abnahme der Nierenfunktion,
die prinzipiell reversibel ist, definiert. Sie haft der Regel Uber mehrere Tage an und ist vor
allem durch die Retention von harnpflichtigen Sabgzen und Stérungen im Wasser-,
Elektrolyt-, und Saure-Basen-Haushalt charakteti$ie 5]. Die akute Niereninsuffizienz wird
aufgrund ihrer Atiologie in ein pra-, intra- und ghenales Nierenversagen eingeteilt. Die
Therapie richtet sich nach der Atiologie und beltgtaneben der Behandlung der ursachlichen
Grunderkrankung die symptomatische Behandlung: chsta durch Flussigkeits- und
Elektrolytbilanzierung, Ernahrungseinschrankung Suodbstitution von Schleifendiuretika sowie
spater durch den Einsatz der Nierenersatzverfaimréiorm von Dialyse [3, 4]. Im Folgenden
wird aufgrund der Thematik der Dissertation dieocische Niereninsuffizienz genauer erlautert.

2.2.Chronische Niereninsuffizienz

2.2.1. Definition

Die chronische Niereninsuffizienz wurde von der gkamischen National Kidney Foundation
(NKF) im Jahr 2002 redefiniert und liegt vor, wemmn struktureller oder funktioneller
Nierenschaden, unabhangig von der Grunderkrankiliogy, einen Zeitraum von mehr als drei
Monaten besteht [6]. Dies geht mit einer irrevdesib/erminderung der glomeruléren, tubularen
und endokrinen Funktion der Niere einher [4]. Inlgémden kommt es zu einer verminderten
Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten, Stominge Wasser-, Elektrolyt- und S&ure-
Basen-Haushalt sowie zu einer veranderten SekretarHormonen wie Renin, Erythropoetin,
aktivem Vitamin D und Prostaglandinen. Des Weitdténnen die retendierten harnpflichtigen
Substanzen zu toxischen Organschaden fiihren [8].ADnahme der Nierenfunktion kann an
Hand von Nierenmarkern aus dem Blut oder Urin besti werden. Aus ihnen kann die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) berechnet werdia gleichzeitig der Stadieneinteilung einer
chronischen Niereninsuffizienz dient (sieh&€abelle 1). Unterhalb einer GFR von
60 ml/min/1,73mM, auch ohne Nachweis eines Nierenschadens, spric von einer
chronischen Niereninsuffizienz [7, 8]. Ist ein MNieschaden bekannt, liegt auch ohne
Einschrankung der GFR eine chronische Nierenirgafiz vor. Tritt eine Alouminurie von > 30
mg/Tag (unabhangig von der GFR) auf sind die Kigtefir eine chronische Niereninsuffizienz

ebenfalls erfullt [8].
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffiziemodifiziert nach [8])

Stadium GFR (ml/min/1,73M Beschreibung
1 >90 Nierenschaden mit normaler oder erhéhter GFR
2 60-89 Nierenschaden mit mildem Abfall der GFR
3a 45-59 Milder bis moderater Abfall der GFR
3b 30-44 Moderater bis starker Abfall der GFR
4 15-29 Starker Abfall der GFR
<15 Nierenversagen

2.2.2. Epidemiologie

Die Inzidenz und die Pravalenz der chronischen éMimsuffizienz nimmt in den letzten
Jahrzehnten weltweit zu [9]. Coresh et al. vergicl2007 die Pravalenz der chronischen
Niereninsuffizienz in den USA mittels der von deatidnal Health and Nutrition Examination
Surveys (NHANES) erhobenen Daten von 1988-1994wmmi1999-2004. Die Autoren kamen
zu dem Ergebnis, dass die Pravalenz der chroniddleaninsuffizienz im Stadium 1 bis 4 von
10,0 % (1988-1994) auf 13,1 % (1999-2004) angestieg/ar [10]. Das entspricht einer
Pravalenzrate von 1,3 %. Des Weiteren stieg dieaAhder Patienten mit einer chronischen
Nierenersatztherapie in den USA von 209.000 im J&®x1 auf 472.000 im Jahr 2004 an [11].
Einen ahnlichen Trend verdeutlichen die Zahlen di@nresberichte der Qualitats-Sicherung
Niere (QuaSi-Niere GmbH, [12]) in Deutschland. Dawim befanden sich, laut dem letzten
veroffentlichten Jahresbericht, am 31.12.2006 im Bendesrepublik Deutschland 91.718
Patienten in chronischer Nierenersatztherapie.MHd&valenz betrug 1.114/Mio. Einwohner und
die Inzidenz 213/Mio. Einwohner. Im Vergleich dalag die Pravalenz im Jahr 1995 in der
Bundesrepublik Deutschland bei 674/Mio. Einwohnarnd die Inzidenz bei 145/Mio.
Einwohnern. Demnach ist ein jahrlicher Anstieg Beivalenz von 1995 bis 2006 um 4,4 % und

ein Zuwachs der Inzidenz von 5,1 % zu verzeichd@h [

2.2.3. Atiologie

Die chronische Niereninsuffizienz kann durch einelxahl von erworbenen oder angeborenen
Erkrankungen hervorgerufen werden. Dabei ist debelische Nephropathie mit 26 % die
haufigste Ursache [13]. Sie wird hauptsachlich dweimen langjahrigen Diabetes mellitus Typ 2

und deutlich seltener durch den Typ 1 ausgel6s}. [D2e vaskuldre Nephropathie, auch
5
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Nephrosklerose genannt, tritt vor allem bei Hypeigcauf und stellt den zweithaufigsten Grund
dar [13]. Des Weiteren munden vor allem primare wskundare Glomerulonephritiden,
chronisch tubulo-interstitielle Erkrankungen unck giolyzystische Nierenerkrankung in eine
chronische Niereninsuffizienz. Dagegen verursachegeborene Nierenerkrankungen oder
Systemerkrankungen wie das Goodpasture Syndrom, ldgus Erythematodes oder
Vaskulitiden deutlich seltener ein chronisches &liwersagen [13]. Aufgrund der verbesserten
Therapiemoglichkeiten dieser Erkrankungen sinktutséchlicher Anteil. Im Gegensatz dazu
steigt die Pravalenz des Diabetes mellitus stetigld] und ist somit auch in Zukunft als eine
haufige Ursache der chronischen Nierenerkrankungemuarten. Da die Prévalenz der
Hypertonie sowie des Diabetes mellitus eine Altehsagigkeit zeigt, ist im Zuge des
demografischen Wandels mit einer Zunahme der Reazaller chronischen Niereninsuffizienz
zu rechnen [15]. DieAbbildung 1 gibt einen schematischen Uberblick tber die
Haufigkeitsverteilungen der zur Niereninsuffizienfiihrenden Grunderkrankung bei

dialysepflichtigen Patienten im Jahr 2013.

m Diabetische Nephropathie
m Vaskulare Nephropathie

u Glomerulare Nephropathie
m Interstitielle Nephropathie

m Zystennieren

u Systemerkrankungen

u Andere Nierenerkrankungen

Abbildung 1: Renale Grunderkrankung der dialysepflichtigen d?aéin aus dem Jahresbericht 2013 (modifiziert
nach [13])
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2.2.4. Symptome

Haufig ist der Verlust der Nierenfunktion ein sdbleender Prozess, sodass am Anfang des
Krankheitsbildes oft Uber unspezifische Beschwenden Midigkeit, Leistungsminderung und
vermehrte Urinausscheidung (Polyurie) geklagt wimv. die Patienten asymptomatisch sind.
Im fortschreitenden Krankheitsverlauf kommt es zuermehrten Ansammlung von
harnpflichtigen Stoffwechselendprodukten im Orgamis. Dieser Zustand wird als Uramie
bezeichnet und fuhrt zu spezifischen Symptomenul@ihlen unter anderem Appetitlosigkeit,
Ubelkeit, Juckreiz, uramischer Fotor, Blasse, et@oBlutdruck, Odeme, gastrointestinale und
neuromuskulare Symptome sowie Knochenschmerzen lifp] Endstadium der chronischen
Niereninsuffizienz kann zusatzlich eine uramiscmezdphalopathie, eine Perikarditis, Pleuritis,
ein Lungentdem sowie eine vermehrte Blutungsneiguityeten und bis zum Koma bzw. Tod
fuhren [4, 5].

2.2.5. Diagnostik

Zur Diagnosestellung gibt es verschiedene diagswwi Methoden. Zum einen besteht die
Mdoglichkeit, den Nierenschaden sonographisch odéranderen bildgebenden Verfahren wie
Rontgen, Magnetresonanztomographie (MRT) oder Coenfmumographie (CT) nachzuweisen.
Des Weiteren kann die Ursache der chronischen Nieseffizienz in manchen Fallen durch
eine Biopsie geklart werden. Deutlich haufiger widde Diagnose jedoch aufgrund eines
auffalligen Urin- bzw. Blutbefundes gestellt. Zunddarkern der chronischen Niereninsuffizienz
zahlt die Albuminurie, ein auffalliges Urinsedimerdowie ein Abfall der glomerularen
Filtrationsrate [8].

Die glomerulare Filtrationsrate gibt das von denor@ruli gefilterte Volumen in einer
bestimmten Zeit an und ist somit ein ParameterdférAusscheidungsfunktion der Niere. Sie
lasst sich aus Berechnungen hinreichend genau @zschund wird im klinischen Alltag durch
die Kreatininclearance (CrCl) anndherungsweiseirbest Zur Abschétzung der CrCl wird die

Cockcroft-Gault-Formel verwendet [16]:

140 — Alter) X Gewicht (k
CrcCl (ﬂ) =( ) — (kg) (x 0,85 bei Frauen)
min 72 X Serumkreatinin (%
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Zur Berechnung der GFR wird von den Leitlinien dierwendung der MDRD-Formel
empfohlen [6, 17]
MDRD-Formel nach Levey et al. [18]:

ml
GFR <1 77";;2> =170 x (Scr)~%%9 x (Alter)~°176 x (BUN)~%17° x (Alb)*%318 (x 0,742 bei Fauen)

GFR glomerulare  Filtrationsrate in  ml/min/1,78m Scr.  Serumkreatinin; Alter. in  Jahren;
BUN: Harnstoff-Stickstoff in mg/dl ( x 2,14 = Harnffjp Alb: Serum-Albumin in g/dl

Die Stadieneinteilung der chronischen Niereningidfiz an Hand der GFR ist unter Pugik.1
dargestellt. Neben dieser im klinischen Alltag dbén Einteilung hat die Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) 2012 eine neueadsifikation nach Ursache&éusa),
GFR undAlbuminurie, abgekuraZLGA-Klassifikation, vorgenommen [8].

Tabelle 2: CGA-Klassifikation nach Ursach€gausa) GFR undAlbuminurie (modifiziert nach [8])

Albuminurie Kategorien
Al A2 A3
normal bis moderat stark
mild erhéht erhoht erhoht
<30 mg/g | 30-300 mg/g| >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmo| >30 mg/mmol

G1 |normal oder hoch >

G2 |milder Abfall

G3a |mild bis moderat

G3b |moderat bis stark

G4 |starker Abfall

GFR Kategorien (ml/min/1,73m2)

G5 |Nierenversagen
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Die GFR und die Albuminurie korrelieren nicht mitander und stellen unabhangige
Pradikatoren fur den Verlauf der Krankheit dar. Osetrifft vor allem die Prognose der
chronischen Niereninsuffizienz sowie des akuten réMieersagens, die kardiovaskulare
Sterblichkeitsrate und die Gesamtmortalitat [19-2BJaher ist die CGA-Klassifikation
spezifischer, da sie die Albuminurie in ihrer Seadinteilung mitberucksichtigt.

2.2.6. Therapie

Die Therapie der chronischen Niereninsuffizienzhtét sich nach dem Stadium der
Einschrankung und der zugrunde liegenden Erkrankuhg Beginn wird, wie bei allen
chronischen Erkrankungen, versucht frihzeitig alemplikationen zu verringern bzw. zu
therapieren und die Funktion der Niere moglichsigéa aufrechtzuerhalten. Diese Form der
Behandlung wird auch als konservative Therapie ibbmet. Darunter verstehnt man, die
Grunderkrankung frihzeitig zu behandeln, die Nierentoxischen Substanzen wie bestimmten
Medikamenten und Roéntgenkontrastmittel zu schitzlem Wasser-, Elektrolyt- und S&ure-
Basen-Haushalt zu kontrollieren sowie die Proteumazu zu begrenzen und die
Flussigkeitszufuhr zu Gberwachen. Haufig werdenesiemdiuretika zur Steigerung der Diurese
eingesetzt [4]. Des Weiteren soll der Blutdruck datienten auf niedrig-normale Werte
eingestellt und Uberwacht werden, da kardiovaskulBrkrankungen mit tGber 50 % die
haufigsten Todesursachen unter Dialysepatientestadi@n [23]. Ebenfalls muss der Verlust der
endokrinen Funktion der Niere begleitend behandelden. Darunter zahlt z.B. die Gabe von
Erythropoetin bei renaler Andmie sowie die Behandlder renalen Osteopathie, z.B. durch
Vitamin D [4].

Die zweite Saule zur Behandlung der chronischen rediasuffizienz stellt die
Nierenersatztherapie dar. Darunter werden die scitexdlichen Dialyseverfahren sowie die
Nierentransplantation zusammengefasst. Beide Bélrageh werden erst in fortgeschrittenen
Stadien (4-5) durchgefuhrt. Im Jahr 2013 wurden822000 Patienten in Deutschland dialysiert
[13] und 2.323 transplantiert [24].
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2.3.Dialyseverfahren

2.3.1. Allgemein

Die Dialyse stellt ein Verfahren zur Reinigung d&stes dar und wird bei chronischem und
akutem Nierenversagen angewendet. Heutzutage gi#bt verschiedene Arten von
Dialyseverfahren. Sie werden in extrakorporale ém&lb des Korpers stattfindende) und
intrakorporale (innerhalb des Korpers stattfindgnd¥erfahren eingeteilt. Zu den
extrakorporalen Verfahren gehoren z.B. die Hamgdel die Hamofiltration und die
Hamodiafiltration. Ein Beispiel fur ein intrakorgdes Verfahren ist die Peritonealdialyse [5]

Die Indikationen fiir den Beginn der Dialyse sinélfdltig und hangen zunachst davon ab, ob
das Nierenversagen akut oder chronisch auftrittmBskuten Nierenversagen stellen z.B. die
Hyperkaliamie, Azotamie, Azidose, Hyperhydratatibiyperurikamie (> 12 mg/dl), Anurie > 12
Stunden nach konservativer Therapie sowie ein Saeatininanstieg > 1 mg/dl in 24 Stunden
eine Indikation zur Dialysebehandlung dar [4].

Bei der chronischen Niereninsuffizienz sollen amdgtadium 4 (GFR < 30 ml/min/1,73ymit
dem Patienten die verschiedenen Dialysebehandlubgsprochen, vorbereitet und geplant
werden [25]. Uber den exakten Zeitpunkt zum StartRialyse herrscht derzeit Uneinigkeit. Die
Leitlinie von 2002 empfiehlt den Beginn der Dialyseenn die GFR unter 15 ml/min/1,73m
liegt und wenigstens eines der nachfolgend genanAteeichen auftreten: Symptome oder
Zeichen der Uramie, ein nicht kontrollierbarer Hyt@tionszustand sowie Bluthochdruck oder
ein fortschreitender schlechter Erndhrungszustaét [

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick Uber die wht am haufigsten verwendeten

Dialyseverfahren gegeben.

2.3.2. Hamodialyse

Die Hamodialyse ist mit 87,5 % das in Deutschlamdheiufigsten eingesetzte Dialyseverfahren
[12]. Es beruht auf dem Prinzip der Diffusion. Dabkommt es aufgrund eines
Konzentrationsunterschiedes zweier Flissigkeiten einem Stoffaustausch durch eine
semipermeable Membran. Die Poren der Membran ndraf3, dass kleine und mittelgrol3e
Molektle (bis zu eine Molekilmasse (MW) von 25 (D8) uUbertreten konnen und grof3ere
Molekule wie Blutzellen und Plasmaproteine zuriekaten werden [27].

Zur Dialysebehandlung wird dem Patienten Blut Ubgren stabilen Zugang entzogen und

mittels Pumpen zum Dialysator geleitet. Dieserltsteit den semipermeablen Membranen das
10
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Herzstiuck des Dialysegerates dar [28]. Das Patiehie umspult im Dialysator die eine Seite
der Membran. Auf der anderen fliel3t eine isotores@ialyseldsung in entgegengesetzter
Richtung (Gegenstromprinzip). Aufgrund der untersdlichen Substanzkonzentrationen der
beiden Flussigkeiten kommt es zur Diffusion durah sEmipermeable Membran und somit zur
Reinigung des Blutes von harnpflichtigen und tolest Substanzen. Das Mal3 der Entfernung
von Substanzen ist von der Porengro3e, der DickeQberflache der Membran, dem Blut- und
Dialysatfluss, der Dauer der Behandlung sowie derdeklileigenschaft der zu reinigenden
Substanzen abhangig [5]. Danach wird das Blut ébeiSchlauchsystem dem Patienten wieder
zugefuhrt. Wahrend der Dialyse muss der Patienk@aguliert werden. Dazu kann Heparin

oder Citrat verwendet werden [29].

2.3.3. Hamofiltration

Die Hamofiltration stellt ein alternatives Dialyssfahren dar, das auf dem Prinzip der
Ultrafiltration beruht. Das Patientenblut wird zehat zur Membran geleitet und umspdlt diese.
Bei der Ultrafiltration findet jedoch keine Diffum statt, sondern das Ultrafiltrat wird aufgrund
eines anliegenden Druckgradienten an der Membrardam Blut abgepresst. Dieser Vorgang
ahnelt dem Filtrationsvorgang der Glomeruli in dBere. Das abgepresste Ultrafiltrat enthalt
aufgrund des transmembranen Flusses neben WasdelEleitrolyten auch filtergangige,
harnpflichtige Substanzen. Im Anschluss wird dienglierte Flissigkeit dem Patienten durch
eine Elektrolytldsung wieder zugesetzt [27]. Mitr déamofiltration besteht die Mdglichkeit,
dem Patienten in kurzer Zeit eine grol3ere Mengeuvieh zu entziehen. Der Nachteil liegt
jedoch, aufgrund der fehlenden Diffusion, in derrimgeren Entfernung von kleinen
wasserloslichen Substanzen aus dem Patientenb@t [Bher wird die Hamofiltration in
Deutschland mit 0,4 % aller Nierenersatzverfahnensehr selten eingesetzt [12].

2.3.4. Hamodiafiltration

Die Hamodiafiltration vereinigt die beiden Prinapi der Hamodialyse und der Hamofiltration
miteinander. Im Jahr 2006 wurden 7,3 % der Dialgiepten in Deutschland mit diesem
Verfahren behandelt [12]. Der Vorteil der Hamodiedition besteht darin, dass aufgrund der
Kombination von Diffusion und Ultrafiltration sowbmmiedermolekulare Stoffe als auch
mittelmolekulare Substanzen in ausreichendem MaRBedam Blut eliminiert werden [27, 30].

11
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Ob es dadurch zu einer Reduktion der Morbiditat Maditalitat der Dialysepatienten kommt, ist
derzeit jedoch noch unklar [31].

2.3.5. Peritonealdialyse

Die Peritonealdialyse ist eine intrakorporale MekikoSie beruht wie die Hamodialyse auf dem
Prinzip der Diffusion Uber eine semipermeable MembrDer wesentliche Unterschied zur
Hamodialyse besteht darin, dass das Bauchfell Rlatitoneum) diese Membran darstellt. Das
Peritoneum ist eine serdse Haut, die gut durchbisttend die Bauchhothle auskleidet [32].

Bei der Peritonealdialyse wird die Spulflissigkéder einen Katheter in die Bauchhoéhle geleitet
und umgibt das Peritoneum. Das Kapillarendothebist nattirliche Barriere des Peritoneums
und stellt somit die Membran fir die Dialyse daufdrund des Konzentrationsunterschieds
zwischen dem Blut und der Spullésung kommt es zuaffuflon von den gel6sten,
ausscheidungspflichtigen Substanzen aus dem Bldhddias Peritoneum in die Spullésung.
Diese wird am Ende der Dialyse durch einen Kathates der Bauchhohle abgelassen. Die
Diffusionsrate hangt vor allem von der Durchblutundes Peritoneums und der
Konzentrationsdifferenz ab [32].

Vorteile der Peritonealdialyse sind die Schonung deeislaufes, der langere Erhalt der
Restfunktion der Niere [33] und die Mdglichkeit dgtuslichen Durchfihrung. Die grol3e Gefahr
besteht allerdings in der Entwicklung einer Peitten Hierunter wird eine Entztindung des
Bauchfells verstanden, welche als aszendierendsktloh Uber den Dialysekatheter entstehen
kann [27].

Alle Dialyseverfahren haben die Aufgabe, die ausligie exkretorische Funktion der Niere zu
kompensieren. Sie sind in der Lage, den Tod duretedtstehung der Uramie, die beim akuten
und auch chronischen Nierenversagen auftritt, zinindern bzw. hinaus zu zégern. Jedoch
konnen nicht alle toxischen Substanzen aus dem Bhifernt werden. Vor allem die
proteingebundenen und grofimolekularen Substanzepieden oft im Patientenblut oder

werden nur in unzureichendem Mal3e entfernt [34].
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2.4 Uramietoxine

Die Uramietoxine stellen eine sehr heterogene Grwom Molekilen dar, die erst in den letzten
Jahrzehnten an Bedeutung gewonnen haben [35]. Bt érortschreiten der chronischen

Niereninsuffizienz und der Abnahme der glomeruldfétrationsrate sammeln sich Substanzen
im Korper an, die normalerweise von der Niere ascigeden oder metabolisiert werden [36,
37]. Weisen diese Substanzen eine biologische &tiauf, werden sie laut Vanholder als

Uramietoxine bezeichnet [38]. Diese wurden 2003 ¢enEuropean Uremic Toxin Work Group

(EUTox) nach physikalisch-chemischen Eigenschaftairei Gruppen eingeteilt [38]:

1.) kleine wasserldsliche Uramietoxine mit einem MVB00 Da

2.) Mittelmolekile mit einem MW > 500 Da

3.) proteingebundene Uramietoxine (sidtadbelle 3

Tabelle 3: Klassifikation der Uramietoxine (modifiziert nacsg])

Klassifikation Charakteristika Beispiele Toxisches Potential
kleine, hydrophile MW < 500 Da, effektiv Harnstoff, geringer toxischer
Molekiile durch Dialyse entfernbar  Kreatinin Effekt

Mittelmolekule MW > 500 Da, nur durch  B,-Mikroglobulin, grol3er toxischer Effekt

Membranen mit grof3en Leptin

Poren entfernbar
proteingebundene Alle MW, geringe Phenole, grol3er toxischer Effekt
Molekle Entfernung mit Indole

Dialyseverfahren

Die 2003 von der EUTox Gruppe beschriebenen Ur&mie¢ umfassten 90 Substanzen [38], zu
denen Uber die Jahre weitere hinzugekommen sindtledeile sind 158 Uramietoxine
identifiziert worden, von denen 73 als kleine wagstiche Substanzen [39], 54 als
Mittelmolekile [39, 40] und 31 als proteingebund&ubstanzen [39, 41] klassifiziert wurden.
Die Toxizitdt der Uramietoxine wurde in zahlreich8tudien belegt und betrifft das gesamte
Organsystem [42]. Jedoch sind vor allem ihre neggatEffekte auf das kardiovaskulére System
kausal verantwortlich fur die Morbiditat und Moitéat in den frihen Stadien der chronischen
Niereninsuffizienz [43, 44]. Hierfir werden vorragglie proteingebundenen Uramietoxine [41]
und die Mittelmolekile [40] verantwortlich gemachbBoch auch in der Gruppe der

niedermolekularen wasserloslichen Substanzen kayeteigt werden, dass sich vor allem die
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Guanidine, das asymmetrische (ADMA) und das symeutte Dimethylarginin (SDMA)
negativ auf das kardiovaskulare System auswirkéh [3

Die neurotoxischen Effekte der Guanidine sind &aiigerem bekannt [45, 46]. In neusten
Studien wurden jedoch auch die Aktivierung von Lexken und proinflammatorische Effekte
nachgewiesen [47, 48]. Des Weiteren wurde besatmiebdass das asymmetrische
Dimethylarginin (ADMA) die Stickstoffmonoxid-Syntsa (NOS) inhibiert und dadurch
endotheliale Dysfunktionen sowie vaskulare Schauygn verursacht [49]. Laut Zoccali et al.
korreliert die ADMA-Konzentration bei Dialysepatien mit der Intima-Mediadicke, die unter
anderem einen Pradiktor fur kardiovaskulare Erkuzaigien wie Arteriosklerose darstellt [50].
Auch fur das symmetrische Dimethylarginin (SDMA)nde eine Inhibition der NOS [51] sowie
Leukozytenaktivierungen durch Entstehung von Saoiéradikalen (ROS) demonstriert [52].

In der Gruppe der proteingebundenen Uramietoximel sior allem Indoxylsulfat und die
Konjugate von p-Kresol, p-Kresylsulfat und p-Kregykuronid untersucht worden. Bis vor
wenigen Jahren analysierten viele Studien p-Kresa@lches als Hauptverursacher fir die
Schadigungen vermutet wurde. Es stellte sich jedwmtaus, dass p-Kresol nicht im Koérper
vorkommt, sondern nur als Artefakt durch die Depirderung der Proben entsteht [53-55]. Die
Untersuchungen von p-Kresylsulfat zeigten, daspremflammatorische Eigenschaften durch
die Induktion von freien Radikalen entwickelt [56/] und endotheliale Mikroschaden
verursacht [58]. Zudem scheint p-Kresylsulfat rahdFortschreiten der Niereninsuffizienz [59],
dem Auftreten von koronaren Herzerkrankungen [60, &hd vaskularen Verkalkungen [62]
sowie einer erhohten Gesamtmortalitat assoziiesenu [62, 63].

Indoxylsulfat, ein weiterer Vertreter aus der Greger proteingebundenen Uramietoxinen, steht
im Verdacht, kardiovaskulare Schaden durch z.B.Adigvierung von Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor-1 (PAI-1) durch Induktion von NkB und dadurch die Freisetzung von freien
Radikalen [64] zu verursachen. Des Weiteren fusrzwe endothelialen Dysfunktionen [65] und
induziert die Proliferation von glatten Muskelzell§66]. Es verursacht eine glomerulare
Sklerose [67, 68] wodurch es zu einer tubuloini@efen Fibrose kommen kann und somit zum
Fortschreiten der Niereninsuffizienz. In klinisch8tudien wurde gezeigt, dass Indoxylsulfat
eine signifikante Rolle bei kardiovaskularen Erlkamgen spielt und einen direkten Einfluss auf
die Mortalitat der chronisch niereninsuffizientestienten hat [69].

Derzeit sind uber 50 Mittelmolekile beschriebeneurdenen eine Reihe von Substanzen in
Verbindung mit kardiovaskularen Schaden, proinflatorischen Prozessen, endothelialen

Dysfunktionen und glatten Muskelzell-Proliferatiatehen [35]. Der bekannteste Marker ist
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Beta-Mikroglobulin. In der 2. Auswertung der HEMO Stadkonnte gezeigt werden, dass bei
Hamodialysepatienten der Befdikroglobulin Serumspiegel mit einer erhdhten Nditét
vergesellschaftet ist [70]. Ebenfalls wurden erkoleta-Mikroglobulinspiegel bei nicht
dialysepflichtigen, chronisch niereninsuffizientBatienten beschrieben sowie eine Assoziation
zu vermehrten kardiovaskularen Ereignissen undrea@mbthten kardiologischen Mortalitat
festgestellt [71]. Des Weiteren stellt ein erh6igeta-Mikroglobulin Serumspiegel ein erhdhtes
Risiko zur Entwicklung einer Hamodialyse-assozéerAmyloidose dar [72].

Bei Dialysepatienten mit einem erhéhten Interleuki®piegel wurde eine signifikant héhere
Mortalitat beschrieben [73-75]. Der Tumornekrosébaki (TNF-o) stellt bei
Hamodialysepatienten einen starkeren PradiktoreruB auf die Mortalitat dar, als Interleukin-6
[76]. Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF-23)ebenfalls ein weiterer Vertreter der
Mittelmolekile und mit dem Fortschreiten des Nieemsagens [77], kardialen Fehlfunktionen
[78] und einer erhdhten Mortalitat assoziiert [79].

Die genannten Substanzen geben nur einen kleinabliék tUber die Auswirkungen der
Uramietoxine bei chronisch niereninsuffizienten i@#en wieder. Durch ihre unzureichende
Elimination mit den konventionellen Dialyseverfamrg84] kommt es zu Anreicherungen der
Substanzen im Koérper und zur Entwicklung ihres solen Potentials, was die Morbiditat und
Mortalitat der Patienten erhoht [59, 80-82].

Mittelmolekile kénnen vermehrt durch den Einsata {balysemembranen mit gré3eren Poren
(High-Flux) entfernt werden [83]. Durch die zusidiaé Verwendung der Ultrafiltration, z.B.
mittels Hamodiafiltration, wird dieser Effekt nocleiter gesteigert [84-86]. Des Weiteren
erwiesen sich eine verlangerte Dialysezeit sowrkirete Intervalle zwischen den Dialysetagen
als positiv fur die Entfernung der Mittelmolektlesadem Blut [87].

Die proteingebundenen Uradmietoxine zeigten im Gsgenzu den Mittelmolekilen keine
vermehrte Eliminierung durch Verwendung von HigbDialysatoren im Vergleich zu Low-
Flux-Dialysatoren [88]. Durch die Kombination voritidfiltration und Diffusion in Form der
Hamodiafiltration konnte die Konzentration der gingebundenen Urdmietoxinen verringert
werden [84]. Krieter et al. konnte diesen Effekigeh nicht bestatigen [89]. Somit erweist sich
die Entfernung proteingebundener Toxine aufgrurmdctiemischen Eigenschaften als schwierig
und stellt eine Herausforderung fir die konventilenBialyse dar [54, 88].

Plasmaproteine diffundieren nicht Uber die semigaiole Membran und somit werden die an
ihnen gebundenen hydrophoben Toxine nicht entfgsajf. Daher ist die Entwicklung von

alternativen Verfahren von grof3ter Bedeutung. Efiglioher Ansatzpunkt scheint in diesem
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Zusammenhang der Einsatz von Adsorbern darzustel@ese wurden urspringlich zur
Entgiftung des Korpers bei akutem Leberversagewiekelt. Im Zuge der Dissertation wurde
das extrakorporale Blutreinigungsverfahren Promefhevon Fresenius fiir den Einsatz von
nierenerkrankten Patienten umgebaut und an funbntéch niereninsuffizienten Patienten
getestet [90].

2.5.Funktionsweise des PromethefsSystems

Das Promethe3sSystem ist ein Verfahren zur extrakorporalen Rimigung, das priméar zur
Unterstitzung der Entgiftungsfunktion der Leber wackelt wurde [91]. Es entfernt
albumingebundene und wasserldsliche Toxine in zemieinanderfolgenden Kreislaufen.
Hierbei handelt es sich um eine Kombination aus erain Dialyse- und einem
Adsorptionsverfahren. Neben dem konventionelleryB&kreislauf ist das Prometh&uSystem
um ein Modul zurfraktionierten Plasmaeparation undAdsorption, demFPSA-Kreislauf,
erweitert worden. Dieser besteht aus einem albumaidiissigen Spezialfilter, dem AlbuFlow
(AF 1, Fresenius Medical Care), sowie zwei aufedieariolgenden Adsorbermbbildung 2)

—

—

Dialyse- \\ et

Kreislauf \
High-Flux Dialysator

5 < —— Adsorber 02

anionische Eigenschaft

L

Adsorber 01
hydrophobe Eigenschaft

FPSA-
Kreislauf

AlbuFlow

Abbildung 2: Schematische Darstellung des PrometheSystems Fresenius Medical Care (modifiziert n&@eh)[
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Zunachst wird das Patientenblut mittels Schlauchgrinurch einen Doppel-Lumen Katheter in
den FPSA-Kreislauf gefordert. Dort passiert es guden AlbuFlow. Dieser besteht aus einem
Albumin-permeablem Polysulfonfilter mit einer Mermabdurchlassigkeit von ca. 300 kDa.
Dadurch kann Albumin aus dem Patientenblut abgefilverden (Albumin 68 kDa), wahrend
groBere Moleklle und Zellen, wie Blutpléattchen o&édrrinogen, im Blut verbleiben. Die auf
diese Weise entstandenen albuminreichen Plasmiafiakt werden daraufhin den beiden
Adsorbern zugefiihrt. Diese bestehen aus einem|Sdywmylbenzen Copolymer. Der Adsorber
1 ist ein Neutralharzadsorber (Fresenius Medicatel;aan dem vor allem hydrophobe
Substanzen binden. Bei dem Adsorber 2 handelthsusn einen Anionenaustauscher (Fresenius
Medical Care), an dem anionische Substanzen retemdiDie am Albumin gebundenen Toxine
weisen eine sehr hohe Affinitat zum Adsorbermakeaaf, sodass durch Adsorption das
Albumin von den Toxinen getrennt wird. AnschlieRewdd das Albumin dem Albufilter
zugefuhrt und gelangt gereinigt wieder in den Bleiglauf. Die wasserldslichen Toxine werden
schlie3lich durch einen Dialysekreislauf mit eindmonventionellen High-Flux-Dialysator
(FX 800, Fresenius Medical Care) entfernt. Beideiglaufe werden von einer eigenstandigen

Hard- und Software Gberwacht [92].

2.5.1. Evaluierung der Abtrennleistung des Prometheu%-Systems

Zur Evaluierung und Etablierung eines adsorptivenfahrens bei niereninsuffizienten Patienten
wurde eine Pilotstudie mit dem PrometHé@ystem durchgefiihrt [90]. Hierzu wurden fiinf
chronisch niereninsuffiziente Patienten (CKD-Pageah im Stadium 5D einmalig mit dem
Prometheu%System dialysiert und die Konzentration drei repriiativer Uramietoxine
(Phenylessigsaure, Indoxylsulfat und p-Kresylshlfagstimmt. Als Kontrollgruppe fungierten
ebenfalls fiunf CKD-Patienten im Stadium 5D, dietelg einer konventionellen Hamodialyse
mit einem High-Flux-Dialysator behandelt wurdenidgeGruppen wurden Uber einen Zeitraum
von zwei Wochen nachbehandelt, in dessen Verlaniskh relevante Parameter untersucht und
kontrolliert wurden.

Wiahrend der einmaligen Behandlung mit dem Promefh8ystem wurden Blutproben vor,
wahrend und nach der Behandlung gesammelt, andlysié mit der Kontrollgruppe verglichen.
In der Studie konnte gezeigt werden, dass nach Bieleandlung mit dem Prometh&System
die Plasmakonzentration von Phenylessigsaure umFd&tor 6,2, von Indoxylsulfat um den
Faktor 4,6 und von p-Kresylsulfat um den Faktorr@duziert wurde. Im Vergleich dazu wurde

die Plasmakonzentration in der Vergleichsgruppe aeit konventionellen Hamodialyse von
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Phenylessigsaure nur um den Faktor 2,7, Indoxy@sulin den Faktor 1,6 und p-Kresylsulfat um
den Faktor 1,5 reduziert. Somit entfernt die Behamgl mit dem PromethefisSystem
Phenylessigsaure um 130 %, Indoxylsulfat um 187n%b prKresylsulfat um 127 % effektiver,
als das konventionelle Hamodialyseverfahren. Waittekonnte gezeigt werden, dass vor allem
der FPSA-Kreislauf des Prometh&8ystems den gréRten Einfluss auf die Abtrennratedcei
proteingebundenen Urdmietoxine hat.

Nach der Behandlung mit dem Promettfe8gstem kam es zu einem Anstieg der Urdmietoxine,
wobei das Ausgangsniveau in beiden Gruppen naci dgen wieder erreicht wurde.

In der Pilotstudie konnte demnach gezeigt werdess doei stabilen klinischen Parametern
mittels Einsatz des Prometh&Systems im Vergleich zu einer konventionellen Hdialyse
die Konzentration von drei klinisch relevanten pmgebundenen Uramietoxinen signifikant
starker gesenkt werden konnte. Diese Erkenntniiebdie Grundlage zur weiteren Evaluierung
und Etablierung von adsorptiven Verfahren als Thie@ption bei chronisch niereninsuffizienten
Patienten.

2.6.Zielsetzung der Arbeit

Der Einsatz von Dialyseverfahren zur Behandlung deronischen Niereninsuffizienz ist
heutzutage ein géngiges Verfahren. In Deutschlaind am haufigsten mit ca. 87,5 % die
Hamodialyse durchgefuhrt [12]. Bei der Verwendunigsdr Dialyseform werden jedoch
proteingebundene Uramietoxine und Mittelmolekile mu unzureichendem Mal3e aus dem
Patientenblut entfernt [34] und kbnnen somit ihtigohes Potential entfalten. Aufgrund dessen
ist es unerlasslich, neue Dialyseformen mit besg&b&rennleistung zu entwickeln. Der Einsatz
von adsorptiven Verfahren scheint hier eine neugliidkeit darzustellen. Im Rahmen der
Dissertation wurde ein adsorptives Verfahren voesenius (das Prometh&uSystem) fiir die
Dialysebehandlung modifiziert und an funf chronisgkreninsuffizienten Patienten einmalig
getestet.

Ziel der Dissertation ist die an dem Adsorbermatenietendierten Substanzen mittels
chromatographischer Verfahren zu isolieren und rdedekulare Strukturen der betreffenden
Substanzen massenspektrometrisch zu identifiziefari. diese Weise soll das adsorptive

Potential des Adsorberverfahrens eingeschéatzt werde
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2.7 .Methoden

2.7.1. Grundlagen der Chromatographie

Die Chromatographie ist ein physikalisch-chemischésrfahren zur Auftrennung von
Substanzgemischen, bei der es zu einer untersidted! Verteilung der Analyten zwischen
einer mobilen und einer stationdren Phase komnd&.zDi untersuchenden Analyten werden in
der mobilen Phase gel6st und tber die stationdasdPyeleitet. Dabei kann die mobile Phase aus
einer Flussigkeit oder einem Gas bestehen. GengHérdi Aggregatzustand unterscheidet man
zwischen der Flussigkeits- und der Gaschromatogg®#3]. Die stationare Phase besteht aus
einem festen Tragermaterial, an dem funktionelleipBen gebunden sind. Zwischen dem
Tragermaterial der stationdren Phase und den imdéilen Phase geldsten Analyten kommt es
zu Wechselwirkungen in Form von Adsorption, lonestausch und Komplexbildung [94]. Die
dadurch entstehende unterschiedliche Verteilungydkisten Stoffe zwischen der mobilen und
stationéren Phase fuhrt zur Auftrennung des Anaggenisches. Diese kann durch den Einsatz
von unterschiedlichen Tragermaterialien der stétien Phase, der Verwendung verschiedener

Loésungsmittel als mobile Phase und Temperaturéanddraeinflusst werden [93].

2.7.2. Anwendungsgebiete der Chromatographie

Die Chromatographie ist ein sehr vielfaltig einZusades Analyseverfahren. Sie wird
beispielsweise zur Reinigung und Isolierung vontBgseprodukten in der Produktion genutzt.
Des Weiteren kommt sie in der chemischen Analytik Zuftrennung von Substanzgemischen
sowie zur qualitativen und quantitativen Analysenv&ubstanzen zum Einsatz. In der
medizinischen Forschung wird die Chromatographie Ewuaktionierung, Isolierung und

Quantifizierung von Biomolekilen verwendet [95].

2.7.3. Aufbau einer Hochleistungsflissigkeitschromatograple (HPLC)-Anlage

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (higlerformance liquid chromatography,
HPLC) ist eine der wichtigsten Methoden der Fllssitgchromatographie, die sich durch eine
schnelle und hohe Trennleistung auszeichnet [98. fDnf Hauptkomponenten einer HPLC-
Anlage sind die Pumpe, das Einspritzsystem, dienfiséule, der Detektor und das

Auswertesystem Abbildung 3)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer HPLC-Anlage (auj [94

Die Pumpe erzeugt einen konstanten Druck, mit des Haufmittel auf die Trennsaule
aufgetragen wird. Hierbei kbnnen zwei Arten dertiblu des Analyten unterschieden werden.
Bei der isokratischen Elution wird die Zusammensetg der mobilen Phase wahrend des
gesamten Elutionsvorgangs nicht verandert. Dalesbdah die Wechselwirkungen zwischen der
mobilen und stationdren Phase Uber den gesamté&mrauiai des Trennvorganges konstant. Sie
zahlt zu den einfachen Methoden mit einer geringékeflosung. Zur Elution von komplexen
Substanzgemischen bietet sich die GradientenelatiorDabei wird die Zusammensetzung der
mobilen Phase entweder schrittweise (Stufengradieder kontinuierlich (Lineargradient)
verandert. Zu Beginn wird ein weniger starkes Bhgmittel verwendet, das wahrend der
Gradientenelution durch ein stéarker eluierendesubhgsmittel ersetzt wird. Dadurch steigt die
Elutionskraft der mobilen Phase an und selbst staréndierte Substanzen werden innerhalb
einer akzeptablen Analysezeit eluiert. Durch dieraviderung des Gleichgewichtes des
Losungsmittels muss vor jeder weiteren Auftrennudg Trennsaule wieder auf ihr
urspringliches Ldsungsmittelgleichgewicht eingdistelerden. Diesen Prozess nennt man
Aquilibrierung [94].

Nach der Aquilibrierung wird Gber das Einspritzeyst die Probe ohne Druckabfall in die

HPLC-Anlage eingebracht und mittels elektrischemPe auf die Trennsaule aufgetragen. Dabei
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schutzt eine Vorsaule die Trennséule vor Verungeimgen. Die Trennséule besteht aus einem
Edelstahl- oder Kunststoffrohr, das mit einem Trégserial geflllt ist. Durch Verwendung
verschiedener Tragermaterialien kann die Oberfladrestationaren Phase modifiziert und auf
diese Weise kdnnen unterschiedliche Trennleistuegesicht werden.

Ein weiterer Bestandteil einer HPLC-Anlage ist detektor. Hier kommt neben zahlreichen
anderen Detektoren wie beispielsweise der Fluonzstetektor, der elektrochemische Detektor,
der massensensitive Detektor oder der Leitfahigleiektor, am haufigsten jedoch der UV-Vis-
Detektor zum Einsatz. Dieser hat eine Lichtquetles im UV-Bereich (100-400 nm) und
sichtbaren Bereich (400-800 nm) emittiert. Dabedwvliicht einer definierten Wellenlange durch
eine Photozelle geleitet und am Detektor regidtrigverden Analytenmolekile durch die
Photozelle gefuhrt, absorbieren sie einen Teil@rastrahlenden Lichtes, sodass ein geringerer
Teil am Detektor gemessen wird. Die Extinktion (Engt gemall dem Lambert-Beersche
Gesetz.E = €(A) x ¢ x d direkt vom Extinktionskoeffizienterg(K)), von der Schichtdicke
(d) und der Konzentration (c) des jeweiligen Anafyab [94].

Zusatzlich werden Leitfahigkeitsdetektoren verwendesiche die elektrische Leitfahigkeit der
durchflielBenden Lésungen messen. Der DetektorustMesszellen aufgebaut. Diese bestehen
aus zwei sich gegenuberliegenden Elektroden, die der zu messenden Elektrolytldsung
umspult werden. Durch die Anlage von Wechselspagram die beiden Elektroden flief3t ein
Strom, der vom spezifischen Widerstand der Eleiteound der Dimensionierung der Zellen
abhangig ist [95].

2.7.4. Umkehrphasenchromatographie

Die Umkehrphasenchromatographie, auch Reversede Rblasomatographie, genannt zahlt zu
den Flussigkeitschromatographien und wird mit eikiufigkeit von 70 % in der HPLC
verwendet [95]. Sie beruht auf hydrophoben, ungoldechselwirkungen des Analyten mit der
unpolaren, hydrophoben, stationaren Phase undaii@rep, mobilen Phase. Die Umkehrung der
Phaseneigenschaften im Vergleich zur Normalphasent@tographie ist namensgebend fir die
Umkehrphasenchromatographie [93].

Die stationdre Phase besteht meistens aus modiézieKieselgelen, an denen unpolare,
hydrophobe Alkylketten gebunden sind. Dadurch hindapolare, hydrophobe Substanzen an
der stationdren Phase, wahrend polare, hydrophibstdnzen mit der polaren, mobilen Phase
von der Saule eluiert werden. Hierbei gilt, je lomhober eine Substanz ist, desto langer

verweilt sie auf dem Tragermaterial und fuhrt aiglsd Weise zur Auftrennung von komplexen
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Analytengemischen. Typische Losungsmittel der neobiPhase sind Wasser, Methanol sowie
Azetonitril [96].

lonisch geladene Analyten kdnnen durch die Zugalre gegenséatzlich geladenen lonen eine
nach auf3en hin neutral geladene lonenpaarreagieien ind dadurch auch in Wechselwirkung

mit der unpolaren, stationdren Phase treten. Ateripaarreagenzien kommen beispielsweise
Triethylammoniumacetat (TEAA) und Trifluoressigs@&fFA) zum Einsatz [93].

Reversed Phase Chromatographien sind vor allem\afirennung von hydrophoben Analyten

geeignet. Sie zeichnen sich durch eine hohe Trestutgy und Reproduzierbarkeit aus [95].

2.7.5. lonenchromatographie

Die lonenchromatographie ist ein wichtiges Verfahreur Auftrennung von geladenen

Substanzgemischen. Die dabei verwendeten lonensgbstarharze bestehen aus funktionellen
Gruppen mit fixierter Ladung, an denen es zu koitipeh Wechselwirkungen der geladenen
Analyten kommt. Es wird dabei zwischen Anionen- uUfationenaustausch-Chromatographie

unterschieden [97].

2.7.6. Anionenaustausch-Chromatographie

Die stationdre Phase der Anionenaustausch-Chronagioig tragt kovalent gebundene
kationische Gruppen. An diese positiv geladeneaostate Phase werden anionische Substanzen
retendiert.

Die lonenaustauschchromatographie wird in zwei 8ehrdurchgefihrt. Im ersten verdradngen
die anionischen Probensubstanzen zuvor gebundetdenmionen aus dem Laufpuffer und
binden an der stationdren Phase. Im zweiten Scoheittlen die gebundenen Probensubstanzen
durch die lonen der mobilen Phase, welche eineredkenzentration aufweisen, verdrangt und
eluiert. Dabei qilt, je starker negativ geladen lliebensubstanzen sind, desto starker binden sie
an dem Saulenmaterial. Der pH-Wert des Pufferdltsipierbei eine wichtige Rolle, da er die
Nettoladung der Substanzen bedingt und somit ikdiE&nfluss auf ihre Bindung an die
stationédre Phase hat. Als Losungsmittel zur Elutiard typischerweise ein Salzgradient mit
Natriumchlorid (NaCl) eingesetzt [97].
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2.7.7. Kationenaustausch-Chromatographie

Das Prinzip der Kationenaustausch-Chromatograpkte aguivalent zu dem unte2.7.6
beschriebenen Auftrennungsprinzip. Der Unterschisbteht aus einer Umkehrung der
Ladungsverhaltnisse der stationdren und mobilersé2hBementsprechend treten vor allem
kationische Probensubstanzen mit einer anionischadgeen stationdren Phase in
Wechselwirkung und werden durch ein starkeres ket geladenes Losungsmittel verdrangt.
Folglich eluieren stark kationische Substanzenemer hohen Affinitat zur stationaren Phase
erst spat von der Saule [97].

2.7.8. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie stellt ein Verfahren zustiBemung der Masse von Atomen oder
Molekllen dar. Dazu werden die zu untersuchenddrst8nozen zunéchst ionisiert und durch
elektrische und/oder magnetische Felder beschleuniBie dadurch entstehenden
Geschwindigkeiten bzw. erzwungenen Kreisbahnradiea von der Massentragheit der zu
analysierenden Teilchen abhangig und kénnen aufigdessen nach ihren Massen selektiert
werden [98].

Es gibt verschiedene Modelle von Massenspektrometdie sich vor allem in der Art der
lonisierungsmethoden unterscheiden [98]. Die Etegdray-lonisations-Massenspektrometrie
(electrospray ionization, ESI) und die Matrix-ustéitzte Laser-Desorption/lonisation (Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization, MALDI) zahledabei zu den schonenden
lonisierungstechniken. Bei diesen Verfahren komgritaim zu einer spontanen Fragmentierung
der Analyten. Sie werden daher vor allem zur Aralyen Biomolektilen eingesetzt [99, 100]
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2.7.9. Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie

Bei der Elektrospray-lonisations-MassenspektroradtiSI-MS) liegen die Analytmolekile in
geldster Form vor und werden mit einem Losungsinitibech eine Metallkapillare geleitet. An
der Kapillarspitze liegt eine elektrische Spannung 1-5 kV an und induziert ein elektrisches

Feld. Dieses bildet sich zwischen der Kapillare dadGegenelektrodeAbbildung 4)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Massenspektronjetes$93])

Beim Austritt der Analytmolekiile aus der Kapillame das elektrische Feld kommt es zur
Ausbildung des sogenannten Taylor-Konus. Diesetehesius einem Uberschuss an gleichartig
geladenen lonen, die sich gegenseitig abstoRenurBlackommt es zur Tropfenbildung des

Losungsmittels und schliel3lich zur Entstehung efee®en Nebels. Die Vernebelung der Losung

24



Einleitung

und die Verdampfung des Ldsungsmittels kann durem dEinsatz von Stickstoff, als
Trocknungsgas, und durch die Erh6hung der Konustestyr unterstitzt werden. Dies fuhrt zur
Desolvatisierung des Analyten. Durch die Verdamgfdes Losungsmittels verkleinert sich der
Tropfchenradius, wéahrend die Dichte der geladenegilcRien zunimmt. Die dadurch
hervorgerufenen Coulomb-Explosionen, die durch AestoBung gleich geladener Teilchen
entstehen, fihren zum Zerfall der Trépfchen undBilttung von mehrfach geladenen Gasionen.
Diese kénnen durch die Aufnahme eines Protons [Madl dem Ldsungsmittel positive oder
durch den Verlust eines Protons [M-Hjegative Ladungen annehmen. Dabei bedingt die
Spannung an der Kapillare die Ladung der lonen.cAle3end erfolgt die Umlenkung und
Detektion des Analyten [93].

Mit der Elektrospray-lonisations-Massenspektroneebrésteht die Mdglichkeit, hochauflésende
Fragmentspektren aufzunehmen. Dabei werden dienalysaierenden lonen in der lonenfalle
fragmentiert. Zunachst wird das relevante lon &oliund durch eine Kombination von
hochfrequenten elektrischen Feldern und einem Bd&iom zur Oszillation gebracht. In der
unter Hochvakuum stehenden Kollisionskammer konsrzwe Kollision der zu analysierenden
Substanz mit einem Kollisionsgas und dies fiuhrtdeven Fragmentierung. Die entstandenen
Fragmente werden daraufhin aus der lonenfalle tgélend detektiert. Es besteht aber auch die
Moglichkeit, das Fragment in der lonenfalle wieddrhzu fragmentieren. Die daraus
resultierenden MSFragmentspektren (n = Ordnung des FragmenspeKirsimd sehr hoch
auflésend und komplex, wodurch die Identifizieruran molekularen Strukturen gewahrleistet
werden kann.

Ein weiterer Vorteil der Elektrospray-lonisationsaéenspektrometrie ist die Kopplung mit
einem HPLC-System (LC-ESI-MS). Dadurch kdnnen var massenspektrometrischen Messung
einerseits Salzrickstande und Verunreinigungen dausProbe entfernt und andererseits die

Probe zu einem scharfen Peak aufkonzentriert wd8sjn
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3. Methodik

3.1.Durchfithrung der Behandlung mit dem Prometheu$-System

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommissidar Charité, Berlin (EA 4/057/10),
genehmigt. In der Studie wurden Patienten mit etheonischen Niereninsuffizienz im Stadium
5D, welche seit mindestens zwei Monaten mit eir@nvientionellen High-Flux Hamodialyse
(High-Flux HD) behandelt wurden, eingeschlossere Bit des Behandlungsverfahrens wurde
randomisiert, alle teiinehmenden Patienten wurddgeklart und haben vor Beginn der Studie

die Einwilligungserklarung unterzeichnet.

In der von uns durchgefihrten Studie wurden flunbolsch niereninsuffiziente Patienten im
Stadium 5D einmalig mit dem Prometh&®ystem (Fresenius Medical Care, Bad Homburg,
Germany) uber funf Stunden, statt der konventie@melHigh-Flux HD, behandelt. Die
Behandlung mit dem Prometh&System fand nach dem ,langen Intervall* der konicerellen
Hamodialyse statt. Diese wurde im Anschluss wiedafgenommen. Der extrakorporale
Kreislauf des Promethe®sSystems wurde mit 2 L physiologischer Kochsalztisbefiillt und
zur Antikoagulation mit 5000 IU/L Heparin versetflie Behandlung mit dem Prometh&us
System wurde mittels Doppelantikoagulation mit a&itisung (0,5 mol/L) und kalziumfreien
Dialysekonzentrat (Fresenius Medical Care) durdifyef Kalzium wurde im Anschluss an die
Dialyse wieder reinfundiert. Der Blutfluss betrug Durchschnitt 22& 3 ml/min und es wurden
68,1+ 0,9 L Blut dialysiert.

Als Kontrollgruppe wurden funf chronisch niereniffiente Patienten im Stadium 5D mit
einer konventionellen High-Flux HD (FX 800, FreseniMedical Care) Uber fuinf Stunden
behandelt. Der extrakorporale Kreislauf wurde mit 55000 U Heparin/L Kochsalzlésung
befillt. Der Blutfluss betrug 24& 10 ml/min. Im Anschluss an die Behandlung mit dem

Prometheu® System wurde die konventionelle Dialyse in beiGnppen fortgesetzt.
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3.2.Aufreinigung des hydrophoben Adsorbers (Adsorber 1)

3.2.1. Elution der Substanzen von dem Adsorber 1

Nach der Behandlung mit dem Promettfe8ystem wurden die in dem Verfahren verwendeten
Adsorber-Kartuschen dem Gerét entnommen. Zur Eu&r retendierten Substanzen wurde der

Adsorber 1 mit Hilfe eines Schlauchsystems (Fresgnind einer Schlauchpumpe (Fresenius)

mit 1 L 100 % Ethanol gespilt und die Losung bed & verwahrt. Das gewonnene

Probenvolumen wurde mittels Lyophilisation getrogkrund nach folgendem Schema auf

gereinigt. Abbildung 5)
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3.2.2. Deproteinierung mit Perchlorsaure

Die lyophilisierten Proben des Adsorbers 1 wurdemézhst in 200 ml HPLC-Wasser geldst und
je 1 ml der zu deproteiniernden Probe mit |@5eiskalter 70 %iger Perchlorsaure langsam
versetzt. Die durch ein Eisbad gekihlte Probe wundeAnschluss 30 s homogenisiert und
daraufhin bei 3.000 U/min fir 10 min bei 4 °C zédagiert. Der entstandene Uberstand wurde
abgenommen und mit 15 M Kaliumhydroxid-Losung (KQ&kung) auf einen pH-Wert von 9,0

titriert. Anschliel3end wurde die Probe fir die Dawen 60 min bei -20 °C eingefroren und nach
dem Auftauen erneut bei 3.000 U/min fir 10 min démdiert. Der verbleibende Uberstand

wurde auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt uncchhel3end bei -80 °C verwabhrt.

3.2.3. Herstellung des Losungsmittels

Zunachst wurde eine 1 M Triethylammoniumacetat-bd@s(TEAA-L6sung) hergestellt. Dafur
wurden zu 100 ml bidestilliertem (bidest.) Wasserm3l Essigsaure und 70 ml Triethylamin
(TEA) zugegeben. Nachdem die Losung bei intensi®ihren abgekihlt war, wurde sie mit
bidest. Wasser auf ein Endvolumen von 500 ml alifyeDer pH-Wert der Losung wurde mit

Essigsaure bzw. TEA auf 6,5 eingestellt.

3.2.4. Praparative Reversed Phase Chromatographie mit Eingfen-Gradienten

Fir die Reversed Phase Chromatographie wurde é@tedprefy RP-18 Fertigsaule der GroRe
B (310-25, Kieselgelmatrix mit Korngréf3e 40-63 pMerck, Deutschland) verwendet. Die

Saule wurde mit 100 ml einer 80 %igen Ethanol-L@skonditioniert und anschlie3end mit 100
ml 40 mM TEAA aquilibriert. Vorbereitend wurde dirobe zu einem Zehntel mit 1 M TEAA

versetzt und auf einen pH-Wert von 6,5 mit 25 %z&are (HCI) und 2 M Natriumhydroxid

(NaOH) eingestellt. Die 40 ml Probe wurde mittelek&ischer Schlauchpumpe mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf die Séaulegatdfagen und mit 80 % Ethanol eluiert. Die
Flussgeschwindigkeit Uber die Saule betrug 2 ml/mmvd das gewonnene Eluat wurde bei
-20° C aufbewabhrt.

Alle Chromatographieschritte wurden mit beiden Adsoeluaten durchgefihrt. Hierzu wurden
die Adsorbereluate eines Adsorbers jeweils in zWaiften geteilt, mit unterschiedlichen
Losungsmitteln versetzt und aufgetragen. In demeindlen Beschreibungen der einzelnen

Chromatographieschritte werden immer nur die Elgse Adsorbers 1 mit 40 mM TEAA als
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Loésungsmittel versetzt und aufgetrennt. Die chrampaphische Auftrennung der anderen
Halfte der Adsorbereluate des Adsorbers 1 wurderizwehntel mit 0,1 % Trifluoressigsaure

(TFA) versetzt und nach demselben Prinzip aufgetrag

3.2.5. Praparative Reversed Phase Chromatographie mit Flistufen-Gradienten

Es wurde eine LiChroprép RP-18 Fertigsdule (310-25, Kieselgelmatrix mit KgnmRe
40-63 um, Merck, Deutschland) verwendet. Diese wurde n@i@ Inl 100 %igem Ethanol
konditioniert und mit 100 ml 40 mM TEAA in Wassequilibriert. Die Proben wurden in
HPLC-Wasser gelost und ergaben ein Endvolumen Vah 1Bl pro Adsorbereluat. Dieses
Volumen wurde in zwei Hélften & 175 ml geteilt ynd 17,5 ml 1 M TEAA bzw. 17,5 ml 0,1 %
TFA versetzt. Die Probenldésung wurde mit einem Y von 15 ml mittels einer
peristaltischen Pumpe mit einer Flussgeschwindigkan 1 ml/min auf die Saule aufgetragen.
Die darauffolgende Stufenelution erfolgte in eineimfstufen-Gradienten in 20 % Schritten mit
100 % Ethanol (Eluent B) (sieli@abelle 4). Die Flussgeschwindigkeit tber die Saule betrug 3
ml/min. Die resultierenden Fraktionen von ca. 50 wrden gesammelt und bei -80 °C
verwahrt. Wahrend der Reversed Phase Chromatograplnde die UV-Absorption mit einer
Wellenlange von 254 nm unter Verwendung eines &kigkeits-Detektors kontinuierlich

gemessen.

Tabelle 4: Finfstufen-Gradienten der praparativen ReversedéPiiromatographie

Zeit [min] 40 50 15 15 15 15
Eluent B [9%0] 0 20 40 60 80 100
Flussrate| [ml/min] 3 3 3 3 3 3

3.2.6. Préaparative Anionenaustausch-Chromatographie mit Finfstufen-Gradienten

Fur die Anionenaustausch-Chromatographie wurde eme YMC-BioPro Q75 geflllte
Glassaule (50x4,6 mm, Korngréf3e 7sn, Merck, Deutschland) vorbereitet. Diese wurde
zunachst mit 300 ml 10 mM HCI gereinigt und im Amsiss mit 200 ml 20 mM Di-
Kaliumhydrogenphosphat ¢KIPO,) (Eluent A) aquilibriert. Die tiefgekuhlten Probevurden
aufgetaut, in 10 ml wassriger 20 mMHPO,-LOsunggeldst und auf einen pH-Wert von 8
eingestellt. Nach der Probeninjektion von 10 miokgte die Elution in einem Finfstufen-

Gradienten mit 20 mM BHPQOy/1 M NaCl-Lésung (Eluent B) in 20 % Schritten voibi@ 100 %
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(sieheTabelle 5. Die Flussgeschwindigkeit betrug 4 ml/min. Beiexi Wellenlange von 280 nm
wurden die UV-Absorption sowie die Leitfahigkeitrkmuierlich detektiert. Das fraktionierte

Eluat wurde zu ca. 80 ml Fraktionen gesammelt wdad° C verwabhrt.

Tabelle 5: Funfstufen-Gradienten der praparativen Anioneraussth-Chromatographie

Zeit [min] 45 40 20 20 20 15
Eluent B [%0] 0 20 40 60 80 100
Flussrate| [ml/min] 4 4 4 4 4 4

3.2.7. Préaparative Kationenaustausch-Chromatographie mit infstufen-Gradienten

Die nicht-retendierte Fraktion der AnionenaustauSbhomatographie wurde mit Hilfe der
Kationenaustausch-Chromatographie aufgetrennt.zHidkam eine mit dem Tragermaterial
YMC-BioPro S75 (50x4,6 mm, KorngroRe 75m, Merck, Deutschland) gestopfte
Superformance 300-16 Glassaule zum Einsatz. Die Saule wurde chstamit 300 ml bidest.
Wasser gereinigt und anschlieRend mit 200 ml 20 K&Mumdihydrogenphosphat (KiROy)
(Eluent A) aquilibriert. Die Fraktion wurde nachndéuftauen auf einen pH-Wert von 3,5 mit
85 % Phosphorsaure {PiOy) eingestellt und mit einer Flussgeschwindigkeit yoml/min auf
die Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte miteeiriFlussrate von 4 ml/min mit einem
Funfstufen-Gradienten in 20 % Schritten mittelsr@® KH,PQ,/1 M NaCl (Eluent B) (siehe
Tabelle 6. Die UV-Absorption wurde kontinuierlich bei ein&vellenlange von 280 nm

detektiert. Die jeweiligen gewonnenen Fraktionemden im Anschluss bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 6: Finfstufen-Gradienten der praparativen Kationeraussh-Chromatographie

Zeit [min] 25 25 20 20 20 15
Eluent B [%] 0 20 40 60 80 100
Flussrate| [ml/min] 4 4 4 4 4 4

3.2.8. Entsalzung mit Reversed Phase Chromatographie

Zur Reduktion der Salzkonzentration in den Probamde eine einstufen Reversed Phase
Chromatographie durchgefiihrt. Hierzu wurde eine hrapre RP-18 Fertigsaule (310-25,
Kieselgelmatrix mit Korngréf3e 40-6@m, Merck, Deutschland) verwendet. Die aufgetauten

Proben wurden mit 1 M TEAA versetzt und mit 25 % IH&If einen pH-Wert von 6,5
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eingestellt. Die Saule wurde mit 100 ml 40 mM TEAKIuent A) &aquilibriert. Das

Probenvolumen von 150 ml wurde mit Hilfe eines Supep (335x30 mm, GE Healthcare,
GrolRbritannien) mit einer Flussgeschwindigkeit \®mml/min Uber die Saule gefoérdert. Die
Elution erfolgte nach 40 min in einer Stufe mit&lgem Ethanol (Eluent B). Die Messung der
UV-Absorption bei einer Wellenlange von 254 nm eghghte ein fraktioniertes und selektiertes
Sammeln von Eluaten, die mit einem Volumen vonjend aufgefangen und fir die weitere

Auftrennung bei -20 °C verwahrt wurden.

3.2.9. Préaparative Reversed Phase Chromatographie mit Lingrgradienten

Eine weitere Auftrennung der chromatographischeakttonen erfolgte Uber eine Reversed
Phase Chromatographie mittels Lineargradientenwbslen zwei gekoppelte monolithische
HPLC-Fertigsaulen Chromolith Performance RP-18e endcapped (4,6-100 mm,
MakroporengréfRe 2am, MesoporengréRe 13 nm, Merck, Deutschland) vedeerNach dem
Aquilibrieren der Saule mit 100 ml 40 mM TEAA wurdée in 40 mM TEAA geloste Probe
mittels elektrischer Pumpe mit 1 ml/min auf die [B&aufgetragen. Das Probenvolumen betrug
5 ml. Die lineare Elution wurde mit 80 % Ethanoluy&nt B) mit einer Flussgeschwindigkeit von
1 mil/min und einer UV-Detektion von 280 nm durchget. Es wurden 1 ml Fraktionen
kontinuierlich gesammelt, fir die massenspektroiseie Messung lyophilisiert und
anschlie3end bei -20 °C verwabhrt.

3.2.10.Analytische Reversed Phase Chromatographie

Die relevanten Fraktionen wurden mit Hilfe einervBesed Phase Chromatographie weiter
aufgetrennt. Dabei kam eine ZORBAX, SB-C18 (5 urBpx0,5 mm, der Firma Agilent,
Deutschland) als Chromatographiesédule zum EinBa¢zSaulentemperatur wurde konstant auf
50 +/- 0,5 °C gehalten. Es wurden 0,1 % AmeisemrsdnirWasser (Eluent A) und 0,1 %
Ameisensaure in Azetonitril (Eluent B) als Lésungseh verwendet. Der automatisierte
Probengeber (G1377A, Agilent, Deutschland) injige®d,1 1l der Probe mit einer konstanten
Flussgeschwindigkeit von 10 pl/min und die Flussigber die Saule betrug p'min. Fur die

Elution wurde folgender Gradient verwendet (siéhbelle 7).
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Tabelle 7: Analytische Reversed Phase Chromatographie fumd&senspektrometrische Messung

Zeit [min] 22 17 12
Eluent B [%0] 2 2-98 98
Flussrate /min] 50 50 50

3.2.11 Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie

Die Detektion der relevanten Fraktion erfolgte imeen HCT (high capacity ion trap)
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometer (Brukealtonic, Deutschland). Die ESI-
Massenspektrometrie wurde im positiven Modus dwetiityt. Bei einer Scan-Geschwindigkeit
von 8.100 m/z in der Sekunde wurden die ESI-Magskisen in einem Massen-Intervall von
50-1.500 m/z gemessen. Das Massenspektrometer \aufdeine Masse von 500 m/z mittels
eines smart parameter mode (SPS-Modus) getuntARk@mulationszeit wurde auf 200 ms
eingestellt. Die Kapillarspannung betrug 1.500-8.50olt (V) und die Temperatur zur
Desolvatisierung an der Transferkapillare wurde 200 °C festgelegt. Mit einer Flussrate von
8 L/min wurde das Trocknungsgas zugefuhrt. Das Kmoogsgas wurde auf einen Druck von
20 psi eingestellt. Zur Aufnahme der RSragmentspektren der unbekannten Substanzen wurde
das Mutter-lon mit einer Intensitat Uber 20.000 @sumit einem Massenfenster von 4 m/z
isoliert und mittels SmartFrag-Mode fragmentiertied2r verandert die voreingestellte
Fragmentierungsamplitude (1V) von 30-200 %, um eo@imale Fragmentierung der
unbekannten Komponenten zu erreichen. Das HCT-Maps&trometer ist mit einem Computer
mit der Compass 4.0-Software (Bruker Daltonic, Behkand) zur Steuerung des Systems
verbunden. Mit Hilfe des Programms HyStar 3.2 (BruBaltonic, Deutschland) wurden die
Spektren aufgenommen und mit DataAnalysis 4.0 (&rubaltonic, Deutschland) gespeichert

und analysiert.
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3.3.Aufreinigung des anionischen Adsorbers (Adsorber 2)

3.3.1. Elution der Substanzen von dem Adsorber 2

Nach der Behandlung mit dem Promettfe8ystem wurden die Adsorber-Kartuschen dem
Gerat zur Aufreinigung entnommen. Zur Elution detendierten Substanzen wurde der
Adsorber 2 mit Hilfe eines Schlauchsystems (Fresgnind einer Schlauchpumpe (Fresenius)
mit 1 Liter 2 M NaCl gespult und die Losung bei -80 verwahrt. Die Aufreinigung der

gewonnenen Probenvolumen erfolgte nach untenstehefd¢hema Abbildung 6)
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Abbildung 6: Aufreinigungsschema der Eluate des Adsorbers 2 Bablandlung mit dem Prometh&System
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3.3.2. Deproteinierung mit Perchlorsaure

Zunachst erfolgte die Deproteinierung mit Perctdare nach demselben Prinzip wie in
Abschnitt 3.2.2beschrieben.

3.3.3. Préaparative Reversed Phase Chromatographie mit Einafen-Gradienten

Im Anschluss an die Deproteinierung der Eluate Algsorbers 2 wurde eine Reversed Phase
Chromatographie mit Einstufen-Gradienten analog deun in Abschnitt 3.2.4 genannten
Verfahren durchgefihrt. Die auf diese Weise gewnaneEluate wurden lyophilisiert und bei

-20°C verwabhrt.

3.3.4. Chromatographische Aufarbeitung

Die weitere chromatographische Auftrennung erfoligtegleicher Art und Weise wie in den
Abschnitten 3.2.53.2.6 3.2.7, 3.2.8 3.2.9und 3.2.10beschrieben.

3.3.5. Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Messung erfolgte naamselben Prinzip wie bereits in
Abschnitt 3.2.11erlautert.
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4. Ergebnisse

4.1.Allgemein

Im Anschluss an die Behandlung mit dem Prometfh@ystem erhielten wir die beiden
Adsorber 1 und 2. Diese wurden gespult und dielterna Eluate wurden geméald dem Schema in
Abbildung 5 und Abbildung 6 aufgetrennt. Die Adsorber 1 und 2 wurden unabltingi
voneinander aufgereinigt und die Ergebnisse wendieter 4.2. und 4.3. dargestellt. Beide
Adsorbereluate wurden zu einer Haélfte mit den Igaamreagenzien TEAA bzw. die andere
Halfte mit TFA, zur Maskierung der Ladungen, vezteiin Ergebnisteil wird aufgrund der Fiille
an entstanden Chromatogrammen immer nur ein b#igfies Chromatogramm pro
Aufreinigungsschritt mit TEAA bzw. TFA versetzterdbe prasentiert. Alle anderen Fraktionen
wurden nach demselben Prinzip aufgearbeitet undewdraktioniert. Aus jeder mittels
Lineargradienten chromatographisch aufgetrenntaktion wurde der jeweils dominante Peak
bestimmt und massenspektrometrisch analysiert. Rlentifizierung der unbekannten

Substanzen erfolgte mittels einer datenbankgestii2nlinesuche mit MassBank und Mascot.

4.2.Ergebnisse Adsorber 1

4.2.1. Reversed Phase Chromatographie mit Finfstufen-Graénten

Zur Auftrennung der Eluate wurde eine Reversed @Hharomatographie mit Flnfstufen-
Gradienten in 20 %-Schritten durchgefuhrt. Das Bnoblumen wurde zuvor in zwei Halften
geteilt und je eine Halfte mit 1 M TEAA bzw. diedmre Halfte mit 0,1 % TFA versetzt.

In der Abbildung 7 ist beispielhaft ein Chromatogramm der mit TEA®bbildung 7 A) sowie
mit TFA versetzten Probé\bbildung 7 B) dargestellt. Das ChromatogrammAbbildung 7 A
zeigt mehrere Peaks, die mittels Stufengradientenstanden sind. Der erste UV-
Absorptionspeak erstreckt sich von der 12. bis 3urMinute und beinhaltet Substanzen, die
nicht an die Saule gebunden haben. Die beiden dot@n Peaks sind in der 20 %- und 40 %-
Fraktion zu finden, wahrend ein weiterer, deutlggringerer, in der 80 %-Fraktion angesiedelt
ist. Der Peak in der 20 %-Fraktion eluiert GbereaiiZeitraum von der 42. bis zur 85. Minute.
Dieser breite Peak setzt sich zusammen aus zwkt basisliniengetrennten Peaks. Der 40 %-
Fraktionspeak eluiert von der 95. bis zur 110. N#nund der Peak in der 80 %-Fraktion von der

120. bis zur 130. Minute. Die Elutionszeiten dendba dargestellten Chromatogramme
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unterscheiden sich nur geringfligig voneinander. li@glen dominanten Peaks sind in der mit
TFA versetzten Probé\pbildung 7 B), genau wie im obigen Chromatogramm in der 20 A6t u
40 %-Fraktion zu finden. Die einzelnen Elutionsfraken wurden zur weiteren Auftrennung
wie folgt gesammelt: Die nicht retendierten Eluake Durchbruch (DB) von 0 bis 40 Minuten,
die 20 %-Fraktion von 40 bis 90 Minuten, die 40 %ak&ion von 90 bis 105 Minuten, die 60 %-
Fraktion von 105 bis 120, die 80 %-Fraktion von 1§ 135 Minuten und die 100 %-Fraktion
von 135 bis 150 Minuten. Aufgrund der fehlenden BIbsorption wurde die 100 %-Fraktion in

der weiteren Auftrennung vernachlassigt. Die relsén Fraktionen wurden bei -20 verwahrt.
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Abbildung 7: Reversed Phase Chromatographie mit Finfstufen-@utai von den Eluaten des Adsorbers 1;
(A) mit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent A: 40 mNEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter
Probe, Eluent A: 0,1 % TFA; Kurvenlegende: UV-Ahsion 254 nm (—), Elutionsgradient
Konzentration B (100 % Ethanol) (-----)
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4.2.2. Anionenaustausch-Chromatographie mit Funfstufen-Graienten

Die in der Reversed Phase Chromatographie durctStigenelution erhaltenden Fraktionen
wurden zur weiteren Auftrennung einer AnionenaustatChromatographie unterzogen. Die
Elution erfolgte in einem Finfstufen-Gradienter2h %-Schritten. Auf diese Weise wurde jede
der zuvor erhaltenen Fraktion der Reversed Phasen@tographie (DB, 20 %, 40 %, 60 %,
80 %) in sechs weitere Fraktionen aufgetrennt. Bidildung 8 zeigt die Auftrennung des
dominanten 20 %-Peaks aus der zuvor durchgefiReéeersed Phase Chromatographie. In dem
UV-Absorptionsprofil ist zu erkennen, dass die keeidiominanten nicht basisliniengetrennten
Peaks bereits im Durchbruch von der 5. bis zuMiBute eluieren. Daruber hinaus finden sich
kleinere Peaks in der 20 %-Fraktion sowie ein Weitén der 40 %- und 60 %-Fraktion der
TEAA versetzten ProbeApbildung 8 A). In der 80 %- und 100 %-Fraktion ist keine releea
Absorption zu verzeichnen. Die Auftrennung des 20°P8aks der mit TFA versetzten Probe
(Abbildung 8 B) zeigt ein ahnliches, wenn auch hdher aufgetrendi&Absorptionsprofil. Der
dominante Peak gliedert sich in zwei fast basisligetrennten Peaks. Ein Weiterer, doch
deutlich geringerer Peak ist in der 20 %-Fraktienfinden. Anschliel3end verlauft die Kurve
basislinienkonform. Die 100 %-Fraktionen wurden Foigenden nicht mehr aufgetrennt. Alle

anderen Fraktionen wurden gesammelt und zur waiteuftrennung bei -20C verwahrt.
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Abbildung 8: Anionenaustausch-Chromatographie mit Finfstuferdi@rden von der 20 %-Fraktion der
Reversed Phase Chromatographie von den EluatenAdssrbers 1; A) mit 40 mM TEAA
versetzter Probe, Eluent A: 20 mMHPQ;; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 20 mM
K,HPQy; Kurvenlegende: UV-Absorption 280 ngm—), Elutionsgradient Konzentration B (20 mM
K.HPQY/1 M NaCl) (-----)

4.2.3. Kationenaustausch-Chromatographie mit Fiinfstufen-Gadienten

Die nicht am Tragermaterial der Anionenaustauscte@atographie retendierten Eluate wurden
als Durchbruch gesammelt und mittels Kationenagsta«Chromatographie erneut aufgetrennt.
Dies erfolgte in einem Funfstufen-Gradienten in @0Schritten. Das in deAbbildung 9
dargestellte Kationenaustausch-Chromatogramm gibtmplarisch ein UV-Absorptionsprofil
des Durchbruchs der Anionenaustausch-Chromatograplader. Der hochste Peak erstreckt
sich in derAbbildung 9 A zwischen der 5. und der 20. Minute und beinhalbetit Substanzen,
die nicht an der Saule gebunden haben. Die nachfdien detektierten Peaks befinden sich in
der 20 %-Fraktion (30 bis 40. Minute) und zwei tees, basisliniengetrennte Peaks in der
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40 %-Fraktion von der 45. bis zur 70. Minute. Imd® %-, 80 %- und 100 %-Fraktionen zeigt
sich ein Kurvenverlauf entlang der Basislinie. Bder mit TFA versetzten Probe

(Abbildung 9 B) ist die Saulenkapazitat iberschritten wordenassdlie Substanzen bereits bei
null Minuten bis zur 25. Minute eluieren. Es folgeim kleiner Peak in der 20 %-Fraktion von
der 30. bis 45. Minute sowie ein grof3erer Peak den 50. bis zur 70. Minute in der

40 %-Fraktion. Daraufhin ist ein der Basisliniertl@mglaufender Kurvenverlauf zu verzeichnen.
Aufgrund des fehlenden UV-Absorptionsprofils in @& %- und 100 %-Fraktion wurden diese

zur weiteren Isolierung und Identifizierung nichtBetracht gezogen.
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Abbildung 9: Kationenaustausch-Chromatographie mit Funfstufesd@®&nten vom DB der Anionenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des AdsorbersA);nfit 40 mM TEAA versetzter Probe,
Eluent A: 20 mM KHBPQ,; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 20 mM JRiQy;
Kurvenlegende: UV-Absorption 280 ng—), Elutionsgradient Konzentration B (20 mM KIPO,/
1 M NacCl) (-----)
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4.2.4. Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradienten

Nach der Entsalzung mittels einstufen Reversed ePlaitwomatographie mit 80 % Ethanol
schloss sich eine Reversed Phase Chromatographieimeargradienten an. Dadurch wurden
die einzelnen Fraktionen der Anionen- und Katiomstaeusch-Chromatographie linear
aufgetrennt. DieAbbildung 10 zeigt zwei beispielhafte Chromatogramme der RexkRhase
Chromatographie mit Lineargradienten. Dabei zeigh §e nach Fraktion, Adsorber und
versetztem Losungsmittel ein unterschiedliches W@ ptionsprofil.

In der Abbildung 10 A ist das Chromatogramm der 80 %-Fraktion der Amamstausch-
Chromatographie, die mittels Lineargradienten amwégmt wurde, dargestellt. Hierbei wurde
TEAA als Losungsmittel verwendet. Es sind mehreasidliniengetrennte Peaks Uber einen
Zeitraum von der 13. bis zur 68. Minute zu erkennear intensivste UV-Absorptionspeak
eluiert in der 21. bis 22. Minute und ist mit eineRfeil markiert. Das vergleichende
Chromatogramm der gleichen Fraktion mit TFA versetZ’robe ist inAbbildung 10 B
dargestellt. Es sind ebenfalls mehrere basislimgrgnte Peaks zu erkennen. Der intensivste
UV-Absorptionspeak eluiert von der 37. bis zur B8nute und ist ebenfalls mit einem Pfeil
markiert. Das UV-Absorptionsprofil unterscheidethsim Vergleich zuAbbildung 10 A durch
eine geringere UV-Absorptionsintensitat und unteiesdlichen Elutionszeiten. Beide
Chromatogramme zeigen eine gute Auftrennung mitardeh, basisliniengetrennten Peaks.
Samtliche Fraktionen wurden kontinuierlich gesamimehd die beiden pfeilmarkierten
Fraktionen anschlieRend massenspektrometrischhrasti
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Abbildung 10: Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradieteer80 %-Fraktion der Anionenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbera)lmit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent
A: 40 mM TEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 0,1 %ATKurvenlegende:
UV-Absorption 280 nm-—), Lineargradient Konzentration B (80 % Ethanol)-f)

Ein weiteres reprasentatives Chromatogramm der rRege Phase Chromatographie mit
Lineargradienten fur die 20 %-Fraktion der Katiomestausch-Chromatographie ist in
Abbildung 11 A mit TEAA versetzter und iMAbbildung 11 B mit TFA versetzter Probe
dargestellt. Auch in dieser Abbildung unterscheidgich die beiden Chromatogramme
hinsichtlich der Elutionszeiten sowie der Interisid&r UV-Absorption. Der intensivste UV-
Absorptionspeak der mit TEAA versetzten Probe elwen der 15. bis zur 18. Minute und in
der mit TFA versetzten Probe von der 49. bis 50aué8. Die intensivsten Peaks wurden mit
einem Pfeil markiert und anschlieBend massenspaktresch identifiziert. Samtliche weitere

Fraktionen wurden gesammelt und bei 2D gelagert.
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Abbildung 11: Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradiedger20 %-Fraktion der Kationenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbera)lmit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent
A: 40 mM TEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 0,1 %ATKurvenlegende:
UV-Absorption 280 nm-—), Lineargradient Konzentration B (80 % Ethanol)-f)

4.2.5. Analytische Reversed Phase Chromatographie

Der jeweils intensivste UV-Absorptionspeak pro Fi@k wurde zur massenspektrometrischen
Messung mittels Reversed Phase Chromatographieetaerigt. Die Abbildung 12 zeigt
exemplarisch das Chromatogramm der zuvoAlildung 11 B pfeilmarkierten Fraktion der
Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradienten der 20 %-Fraktion der
Kationenaustausch-Chromatographie. Durch die asaehg Reversed Phase Chromatographie
wurde der zuvor markierte Absorptionspeak von Vegiumgung gereinigt und weiter
aufgetrennt. Das erhaltene Chromatogramm zeiginviensive Peaks. Das ESI-Massenspektrum
eines jeden Peaks wurde analysiert und ausgew®tst.Pfeil markiert den Peak, des in
Abbildung 13 dargestellten Massenspektrums.
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Abbildung 12: Analytische Reversed Phase Chromatographie dessimten UV-Absorptionspeaks der Reversed
Phase Chromatographie mit Lineargradienten von 2I&r%-Fraktion der Kationenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbers 1

4.2.6. Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
Die relevante Fraktion der Reversed Phase Chromagitbg mit Lineargradienten wurde mit der
Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie amalys In  Abbildung 13 st ein

reprasentatives ESI-Massenspektrum von deAbbildung 12 pfeilmarkierten Fraktion der

analytischen Reversed Phase Chromatographie deligest
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Abbildung 13: ESI-Massenspektrum der zuvor pfeilmarkierten Foaktider analytischen Reversed Phase
Chromatographie

Zur Identifizierung der Substanzen aus den erhatteESI-Massenspektren wurde eine
datenbankgestitzte Onlinesuche mit MassBank und@ddasirchgefuhrt.
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4.2.7. ldentifizierung der Substanzen aus den ESI-Massensgtren mit MassBank

Die Identifizierung der Substanzen wurde mit deredbank MassBank durchgefuhrt. Die
Suchparameter umfassten eine Spektrumsuche mit r ein@oleranz des
Masse/Ladungsverhaltnisses (m/z) von 0,3 Unitstrungeententyp: ESI, MS-Typ: alle und
positiver lonenmodus. Der Vorteil der Fragmentsp@iguche ist, dass zur Identifizierung der
Substanzen nicht nur die molekulare Masse, soralérh die Fragmentspektren mit einbezogen
werden [101]. Dadurch ist eine differenziertere wpézifischere Auswertung der unbekannten
Substanzen mdglich. Didbbildung 14 zeigt den Vergleich des zuvor iAbbildung 13
gezeigten Massenspektrums (oben, griner BereicApbgieich mit dem Massenspektrum der
Datenbank (unten, oranger Bereich). Alle Uberaimstenden Massenpeaks sind farbig
hervorgehoben und ihre Massenzahl ist bezifferthaknl des sehr ahnlichen Massenspektrums
und eines von der Datenbank errechneten Score6,V@nst davon auszugehen, dass es sich bei

dieser Substanz um das Uramietoxin Kynurenin handel
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Abbildung 14: Vergleichsdarstellung des gemessenen ESI-Massenspek (oben, griin) mit dem bei der
Datenbank MassBank bekannten ESI-Massenspektrutenusrange) des Urdmietoxins Kynurenin
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Ein weiteres Beispiel fur eine identifizierte Subst zeigt dieAbbildung 15. Bei diesem
Fragmentspektrum handelt es sich laut Datenbank sB&as um den therapeutischen

Metaboliten Metoprolol.

12504

1000- 115,9
S 7501
= 1914 pios
-c_,_s, 500 190
= 133,1 1588 1764
@ 290 98,0 120,8132,8 143,0150.L) 1763 194,4 226,3 —
% 0 743 86195 | L.130,8134,9144.0 1769 J1 2014 , ].2831

74,1 196,47 211135 W50, i T T 2 |

= 75 oo W85t 150 Feo Tabirra [lag8™ [ 245222 280 275
— 2501 98,1 Am.a 14371 Aee 1l 1941
(<)) ' m/z 226,1 250,2
E 500 159,1 218,1
@©
© 750+
= 116,1

1000+ 191,1

1250~

Abbildung 15: Vergleichsdarstellung des gemessenen ESI-Massengpek (oben, griin) mit dem bei der
Datenbank MassBank bekannten ESI-Massenspektruntenurorange) des therapeutischen
Metaboliten Metoprolol

Mit Hilfe der datenbankgestitzten Suche konnten Sabstanzen identifiziert werden. Die
Tabelle 8 zeigt alle signifikant gefundenen Substanzen (&col0,6) der ausgewerteten ESI-
Massenspektren mit der Datenbank MassBank der siegtgn Fraktionen von den Eluaten des
Adsorbers 1. Bei der Mehrzahl der identifiziertembStanzen (25 Stoffe) handelt es sich um
therapeutische Metabolite. Des Weiteren konnten i zp®teingebundene Uramietoxine
(Indolessigsaure und Kynurenin) identifiziert wand&ei den restlichen Substanzen handelt es

sich um ein heterogenes Substanzgemisch.

Tabelle 8: Alle Substanzen aus den Eluaten des Adsorbers iniiels der Datenbank MassBank als signifikant
identifiziert wurden

Substanznamen MW Stoffgruppe
1-(2,3-Dibenzimidazol-2-ylpropyl)-2-Methoxybenzen 382,19 therapeutischer Metabolit
11-Nor-9-Carboxy-Delta-9-THC 344,2 THC
4-Acetamidoantipyrin 245,12 therapeutischer Metabolit
5-Chloro-2-Methyl-4 Isothiazolin-3-on 148,97 Isothiazolinon
5-Hydroxyindolylessigsaure 191,06 Serotoninmetabolit
5-Methylthioadenosin 297,09 Adenosin
A-Aminopentansaure 117,08 Lysinabbauprodukt
Aspartylphenylalanin 280,11 Aminosaure

Benzamidin 120,07 Amidderivat von Benzol
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Biotin

Clozapine N-Oxide
Coptisine

Cyanidin

Diltiazem

Diuron

EDDP

Ethylmorphin
Gamma-Glutamylphenylalanin
Glucosaminsaure
Glutamin
Hydrocortison
Hydroxy-Haloperidol
Hydroxyurea
Indolessigsaure
Kynurenin
L-Tryptophan
Lenacil

Lysin

Methysergid
Metoprolol
Milnacipran
Modafinilsdure
Na-Benzenolargininethylester
N-Acetylphenylalanin
Nalidixinsaure
Nitrazepam
Norclobazam
Octopin

Omeprazol
Oxamniquin
p-Chlorodisopyramid
p-Hydroxyminaprin
Pheniramin
Progesteron
Protriptylin

Ranitidin
S-Adenosyl-L-Homocystein
Safranin

Sultoprid
Tetrameprozin

TRH
Trimethylsulfonium
Tyrosinmethylester

244,09
342,12
320,09
1051,29
414,16
232,02
277,18
313,17
294,12
195,07
146,07
362,21
377,16
76,03
205,07
208,08
204,09
234,14
146,11
353,21
267,18
290,19
274,07
306,17
207,09
232,08
281,08
286,05
246,13
345,11
279,16
373,19
314,17
240,16
314,22
263,16
314,14
384,12
315,16
354,16
327,18
362,17
77,04
195,09

Vitamin B7/H
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Anthocyanidin
therapeutischer Metabolit
Phenylharnstoffderivat
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Dipeptid

Aminozucker
Aminoséaure

Hormon

therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Uramietoxin

Urdmietoxin

Aminosaure

Uracilderivat

Aminoséaure
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Vasodilatator
Aminoséaure
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Guanedinderivat
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolite
therapeutischer Metabolit
Gestagen/Hormon
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Aminoséaure-Derivat
Farbstoff/Phenazin
therapeutischer Metabolit
therapeutischer Metabolit
Schilddrisenhormon
Kation

Aminosaure
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4.2.8. ldentifizierung der Substanzen aus den ESI-Massensgtren mit Mascot

Zur ldentifizierung der massenspektrometrisch geemesn Spektren wurde des Weiteren eine
Suche mit der Datenbank Mascot durchgefuhrt. Esd@murfolgende Suchkriterien verwendet:
Type of search: MS/MS lon Search, Database: NCHngyme: no cleave, Taxonomy: Homo
sapiens (human), Mass values: Monoisotopic, PeMiaes Tolerancet 0.5 Da, Fragment Mass
Tolerancex 0.3 Da, Instrument type: ESI-TRAP.

Mit Hilfe der Datenbank Mascot konnte das Urami@idrterleukin-6 identifiziert werden.
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4.3.Ergebnisse Adsorber 2

4.3.1. Reversed Phase Chromatographie mit Flnfstufen-Graénten

Die getrockneten Eluate wurden gel6st und in zveicggroRe Probenvolumina geteilt. Dabei
wurde jeweils eine Halfte mit 1 M TEAA und die Andemit 0,1 % TFA zu 10 % versetzt und
aufgetragen. Die Fraktionierung wurde mittels RegdrPhase Chromatographie mit Flinfstufen-
Gradienten in 20 % Schritten durchgefihrt, welan@bbildung 16 beispielhaft dargestellt ist.
Die Abbildung 16 A zeigt das Chromatogramm mit TEAA versetzter Prdbie. dominanten
Peaks befinden sich in der 20 %- und 40 %-Frakies Weiteren eluiert ein kleinerer Peak in
der 60 %-Fraktion sowie ein weiterer in der 100 Palkion. Das Chromatogramm mit TFA
versetzter ProbeApbildung 16 B) zeigt ein ahnliches UV-Absorptionsprofil. In d20 %-
Fraktion findet man neben dem dominanten Peak aWeiteren, der sich von der 48. bis zur 60.
Minute erstreckt. Darlber hinaus ist die UV-Absampsintensitat der Peaks in der 40 %-, 60 %-
und 100 %-Fraktion etwas hoher. Sie eluieren abergleichen Zeitraum. Die einzelnen
Fraktionen wurden folgendermalRen gesammelt: Dibtrao die Saule gebundenen Eluate als
Durchbruch (DB) von 0 bis 35 Minuten, die 20 %-Rrak von 35 bis 75 Minuten, die 40 %-
Fraktion von 75 bis 95 Minuten, die 60 %-Fraktian\95 bis 115, die 80 %-Fraktion von 115
bis 135 Minuten und die 100 %-Fraktion von 135 b& Minuten. Alle Fraktionen wurden

gesammelt und bei -2C gelagert.
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Abbildung 16: Reversed Phase Chromatographie mit Funfstufen-&rehi von den Eluaten des Adsorbers 2;
(A) mit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent A: 40 mNEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter
Probe, Eluent A: 0,1 % TFA; Kurvenlegende: UV-Ahstoon 254 nm —), Elutionsgradient
Konzentration B (100 % Ethanol) (-----)

4.3.2. Anionenaustausch-Chromatographie mit Funfstufen-Gralienten

Die in der zuvor durchgefihrten Reversed Phase r@diiagraphie entstandenen Fraktionen
wurden mittels Anionenaustausch-Chromatographieteweaufgetrennt. Die Elution fand in
einem Funfstufen-Gradienten in 20 %-Schritten statf diese Weise wurde jede Fraktion der
Reversed Phase Chromatographie (DB, 20 %, 40 %5,680 % und 100 %) wieder in 20 %-
Schritten fraktioniert. DieAbbildung 17 zeigt beispielhaft ein Chromatogramm der 20 %-
Fraktion der Reversed Phase Chromatographiédbbildung 17 A ist das Anionenaustausch-
Chromatogramm der mit TEAA versetzten Probe daefjesinsgesamt sind drei intensive Peaks

zu erkennen. Die Substanzen des ersten eluierenDimthbruch und beinhaltet somit
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Substanzen, die nicht an der Séaule gebunden h&nntensivste Peak befindet sich in der
20 %-Fraktion. Des Weiteren eluiert ein deutlichringerer Peak in der 40 %-Fraktion.
Daraufhin verlauft die UV-Absorptionskurve entladgr Basislinie. Das if\bbildung 17 B
dargestellte Chromatogramm mit der TFA versetzt@b® zeigt einen &hnlichen Kurvenverlauf
wie in Abbildung 17 A. Es sind drei Peaks zu detektieren. Der intensi?&ak befindet sich
ebenfalls in der 20 %-Fraktion. Aufgrund des fediem UV-Absorptionsprofils in der 100 %-
Fraktion wurde diese nicht weiter aufgearbeitete Ainderen Fraktionen wurden gesammelt und

zur weiteren Auftrennung gelagert.
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Abbildung 17: Anionenaustausch-Chromatographie mit Fiunfstuferdi@rdaen von der 20 %-Fraktion der
Reversed Phase Chromatographie von den EluaterAdssrbers 2; &) mit 40 mM TEAA
versetzter Probe, Eluent A: 20 mMHPQ;; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 20 mM
K,HPQy; Kurvenlegende: UV-Absorption 280 n@m—), Elutionsgradient Konzentration B (20 mM
K,HPQO/1 M NaCl) (-----)
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4.3.3. Kationenaustausch-Chromatographie mit Finfstufen-Gadienten

Die aufgrund der chemischen Eigenschaften niclitesn Tragermaterial der Anionenaustausch-
Chromatographie gebundenen Eluate (Durchbruch) evurdit Hilfe der Kationenaustausch-
Chromatographie weiter aufgetrennt. Die Durchbriwheden mit einem Flunfstufen-Gradienten
je 20 %-Schritten fraktioniert.

Die Abbildung 18 gibt beispielhaft zwei Kationenaustausch-Chromiaogne der Durchbriiche
der Anionenaustausch-Chromatographie einmal mit AEAbbildung 18 A) und einmal mit
TFA versetzter ProbeApbildung 18 B) wieder. In beiden Chromatogrammen ist ein dontgran
Peak in der 40 %-Fraktion zu finden. Die UV-Absapsintensitat ist niedrig. Wegen der
fehlenden UV-Absorptionsprofile auch in den andekationenaustausch-Chromatogrammen
wurden die 80 %- und 100 %-Fraktion zur Analyse aiebekannten Substanzen nicht weiter
aufgearbeitet. Alle anderen Fraktionen wurden gesain und mittels Reversed Phase

Chromatographie weiter aufgetrennt.
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Abbildung 18: Kationenaustausch-Chromatographie mit Funfstufesd@®&nten vom DB der Anionenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des AdsorbersA2;nfit 40 mM TEAA versetzter Probe,
Eluent A: 20 mM KHBPQ,; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 20 mM JRiQy;
Kurvenlegende: UV-Absorption 280 ng—), Elutionsgradient Konzentration B (20 mM KIPO,/
1 M NacCl) (-----)

4.3.4. Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradient

Zur Abtrennung des Salzes wurde nach der Anionad-Kationenaustausch-Chromatographie
eine Entsalzung der Fraktionen mittels einstufenelReed Phase Chromatographie mit 80 %
Ethanol durchgefiihrt. AnschlielRend wurde jede gewear Fraktion mittels Lineargradienten
fraktioniert. Die Chromatogramme zeigten jeweildenschiedliche UV-Absorptionsprofile, je
nach Fraktion und Lésungsmittel. Didbbildung 19 zeigt zwei beispielhafte Reversed Phase
Chromatogramme mit Lineargradienten der 60 %-Foaktider Anionenaustausch-
Chromatographie mit TEAAAbbildung 19 A) bzw. TFA @bbildung 19 B) versetzter Probe.
Das in defAbbildung 19 A dargestellte Chromatogramm zeigt drei kleine undredominanten
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Peak (pfeilmarkiert). Dieser eluiert von der 40s kur 43. Minute und wurde anschliel3end
massenspektrometrisch bestimmt. Das Chromatograerselden Fraktion mit TFA versetzter
Probe Abbildung 19 B) zeigt ein anderes UV-Adsorptionsprofil. Der irgeste Peak eluiert
von der 66. bis zur 67. Minute (pfeilmarkiert) uesl sind mehrere, kleinere basisliniengetrennte
Peaks zu erkennen. Beide Chromatogramme zeigen qitee Auftrennung mit scharfen,
basisliniengetrennten Peaks. Alle Fraktionen wuiktstinuierlich gesammelt und der Peak mit
der jeweils hdchsten UV-Absorption je Reversed Bh@eromatographie mit Lineargradient

wurde massenspektrometrisch analysiert und ideieifi
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Abbildung 19: Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradieteer60 %-Fraktion der Anionenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbera)2mit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent
A: 40 mM TEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 0,1 %ATKurvenlegende:
UV-Absorption 280 nnt—), Lineargradient Konzentration B (80 % Ethanol}-£)-

53



Ergebnisse

In der Abbildung 20 ist ein beispielhaftes Reversed Phase Chromatogramit
Lineargradienten der 40 %-Fraktion der Kationereusth-Chromatographie einmal mit TEAA
(Abbildung 20 A) und mit TFA @bbildung 20 B) versetzter Probe dargestellt. Der Pfeil
markiert die Fraktion mit der hdochsten UV-AbsorptidDieser intensive Peak eluiert in der
Abbildung 20 A in einem Zeitraum von der 14. bis zur 17. Minutel un derAbbildung 20 B

von der 29. bis zur 30 Minute und wurde anschliel3@assenspektrometrisch identifiziert. Des
Weiteren sind mehrere, kleinere, basisliniengeteReaks zu erkennen, welche asserviert, aber

zur Identifizierung nicht herangezogen wurden.
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Abbildung 20: Reversed Phase Chromatographie mit Lineargradiedge®0 %-Fraktion der Kationenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbera)2mit 40 mM TEAA versetzter Probe, Eluent
A: 40 mM TEAA; (B) mit 0,1 % TFA versetzter Probe, Eluent A: 0,1 %ATKurvenlegende:
UV-Absorption 280 nm-—), Lineargradient Konzentration B (80 % Ethanob--()
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4.3.5. Analytische Reversed Phase Chromatographie

Nach der Reversed Phase Chromatographie mit Lirediegmten wurde eine analytische
Reversed Phase Chromatographie von der Fraktiomdentt intensivsten UV-Absorptionspeak
durchgefuhrt. Ein beispielhaftes Chromatogramm gherAbbildung 19 B mit dem Pfeil
markierten Fraktion der Reversed Phase Chromatbigramit Lineargradienten ist in
Abbildung 21 dargestellt. Mittels der analytischen ReversedsBHahromatographie konnten
die Salzrickstande entfernt und zu einem Peak améiriert werden. Dieser ist mit einem
Pfeil markiert.
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Abbildung 21: Analytische Reversed Phase Chromatographie dessimten UV-Absorptionspeaks der Reversed
Phase Chromatographie mit Lineargradienten von @l&r%-Fraktion der Anionenaustausch-
Chromatographie von den Eluaten des Adsorbers 2
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4.3.6. Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie

Der Peak mit der intensivsten UV-Absorption in deeversed Phase Chromatographie mit
Lineargradient wurde mittels Elektrospray-lonisaieMlassenspektrometrie analysiert. Die
Abbildung 22 zeigt das ESI-Massenspektrum von der pfeilmamduerEraktion aus der
Abbildung 21. Zur quantitativen Identifizierung der unbekannt&Substanzen wurde

anschlie3end eine datenbankgestitzte OnlinesudhdassBank und Mascot durchgefthrt.
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Abbildung 22: ESI-Massenspektrum der zuvor pfeilmarkierten Foaktider analytischen Reversed Phase
Chromatographie

4.3.7. ldentifizierung der Substanzen aus den ESI-Massensgtren mit MassBank

Die massenspektrometrisch gemessenen Stoffe wurderHilfe der Datenbank MassBank
identifiziert. Die Suche wurde mit folgenden Sudtekien durchgefiihrt: Spektrumsuche,
Toleranz der m/z von 0,3 Units, Instrumententypt, B85-Typ: alle und lonenmodus: positiv.

In der Abbildung 23 ist das von der Datenbank MassBank bekannte ESt&fespektrum
(unten, oranger Bereich) mit dem von uns gemessé&f#&iAiMassenspektrum (oben, griner
Bereich) vergleichend dargestellt. Alle Ubereinstemden Massenpeaks sind farbig
hervorgehoben und ihre Massenzahl ist beziffertgAund des sehr dhnlichen Massenspektrums
und des von der Datenbank errechneten Scores V@@ Bandelt es sich bei der zu

untersuchenden Substanz sehr wahrscheinlich urthdesppeutischen Metabolit Biperiden.
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Abbildung 23: Vergleichsdarstellung des gemessenen ESI-Massengpek (oben, griin) mit dem bei der
Datenbank MassBank bekannten ESI-Massenspektruntenuorange) des therapeutischen
Metaboliten Biperiden

Die Tabelle 9 zeigt alle mit Hilfe der Datenbank MassBank idirigrten Substanzen. Alle in

der Tabelle aufgefiihrten Substanzen haben mindesiaen Scorewert von 0,6 und sind somit
laut Datenbank MassBank signifikant [101]. Auf die®Weise konnten 35 Substanzen
identifiziert werden. Dabei konnten 14 Substanzen therapeutischen Metaboliten im Sinne
von Medikamenten und drei Uramietoxine zugeordnetden. Bei den Uramietoxinen handelt
es sich um das wasserlosliche Urdmietoxin Kreasoivie die proteingebundenen Uramietoxine

Indolessigsaure und Spermin.

Tabelle 9: Alle Substanzen aus den Eluaten des Adsorbers gidliels der Datenbank MassBank als signifikant
identifiziert wurden

Substanznamen MW  Stoffgruppe
Aminocyclopropancarbonsaure 101,05 Alphaaminosaure
2’-Desoxyadenosin 251,1 Nukleosidderivat
2-Octyl-3(2H)-Isothiazolon 213,12 Antimikrobiell
3-(5-Acetyl-2-Furyl)-5-Methoxy-2-Benzofuran-1(3Ho 272,07 Furan
3,4,5-Trimethoxyzimtsaure 238,08 aromat. Ester vom Piper longum
3’,5"-Cyclic AMP 329,05 Adenosinmonophospaht
4-Methylumbelliferyl-Glucuronid 352,08 Glykosid
5"-Desoxyadenosin 251,1 Nukleosidderivat
5-Aminolavulinsaure 131,06 Aminosaure
5-Hydroxyindolylessigsaure 191,06 Serotoninmetabolit
6,7-Dimethoxy-4-Methylkumarin 220,07 Kumarinderivat
Argininethylester 202,14 Aminosaure

Biperiden 311,22 therapeutischer Metabolit
Bumetanid 364,11 therapeutischer Metabolit
Captopril 217,08 therapeutischer Metabolit
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Chlorprothixen 315,08 therapeutischer Metabolit
Cyclohexylamin 99,1 Amin

Diclofenac 295,02 therapeutischer Metabolit
Diltiazem 414,16 therapeutischer Metabolit
Flecainid 414,14 therapeutischer Metabolit
Indolessigsaure 205,07 Uramietoxin

Kreatinin 113,06 Uramietoxin
L-Tryptophan 204,09 Aminosaure

Medifoxamin 257,14 therapeutischer Metabolit
Meprobamat 218,13 therapeutischer Metabolit
Methylenblau 284,12 Phenothiazinderivat
Modafinilsdure 274,07 therapeutischer Metabolit
Naringenin 272,07 Flavonoid
N-Butylbenzenesulfonamid 213,08 Weichmacher
Noramidopyrin 217,12 therapeutischer Metabolit
p-Chlorodisopyramid 373,19 therapeutischer Metabolit
Resveratrol 228,08 Polyphenol

Spermin 202,22 Uramietoxin
Streptomycin 581,13 therapeutischer Metabolit
Timolol 316,16 therapeutischer Metabolit

4.3.8. Identifizierung der Substanzen aus den ESI-Massensgtren mit Mascot

Zur ldentifizierung der massenspektrometrisch geemesn Fraktionen wurde die Datenbank
Mascot verwendet. Es wurden hierbei folgende Suightlen verwendet: Type of search:
MS/MS lon Search, Database: NCBInr, Enzyme: novdg&axonomy: Homo sapiens (human),
Mass values: Monoisotopic, Peptide Mass Toleraade5 Da, Fragment Mass Toleraneed.3

Da, Instrument type: ESI-TRAP. Mit der datenbankiesen Suche konnten keine weiteren

signifikanten Substanzen identifiziert werden.
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5. Diskussion

5.1.Allgemein

Im Zuge des demographischen Wandels und der vembessDiagnostik in der Medizin steigt
sowohl die Inzidenz als auch die Pravalenz derrghehen Niereninsuffizienz in den letzten
Jahrzehnten weltweit an [9]. Im fortgeschrittengad&im der chronischen Niereninsuffizienz
wird zur Behandlung in Deutschland vor allem diertédialyse eingesetzt [12]. Studien haben
jedoch gezeigt, dass mittels der konventionellemeétiialyse proteingebundene Urdmietoxine
sowie Mittelmolekile nur in unzureichendem Mal3e dam Patientenblut eliminiert werden
konnen [34]. Dies liegt an den besonderen chemiscimal physikalischen Eigenschaften der
Uramietoxine. So liegen proteingebundene Uramiemxm Organismus zu grol3en Teilen an
Plasmaproteine gebunden vor und kdnnen mittels uBldh, dem zugrunde liegenden
physikalischem Prinzip der konventionellen Dialys&ght ausreichend aus dem Patientenblut
entfernt werden [41]. Auch aufgrund der beschramkiorengrofRe der semipermeablen
Membran gestaltet sich die Entfernung vieler Mittelekiile schwierig. Somit verbleiben nach
einer konventionellen Dialysebehandlung vermehrbtggngebundene Uramietoxine und
Mittelmolekile im Blut [54, 88]. Viele Stoffe derr@imietoxine stehen unter dem Verdacht,
toxische Potentiale zu entfalten und neben den rbe&a Risikofaktoren an der erhdhten
kardiologischen Morbiditat und Mortalitat der chigeh nierenerkrankten Patienten beizutragen
[59, 80-82]. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist esahgtingbar, neue Dialyseverfahren zu
entwickeln und zu etablieren. Eine neue Mdglichkestlen eventuell die adsorptiven Verfahren
dar. Diese Verfahren wurden urspringlich fur dien&®llung des akuten Leberversagens
entwickelt. Dabei kommen zwei Arten von Adsorberamz Einsatz, die aufgrund ihres
Oberflachenmaterials besonders hydrophobe bzwdgetaSubstanzen binden kénnen.

Zur Evaluierung der Abtrennleistung der Adsorberrdeu eine Pilotstudie mit einem
modifizierten extrakorporalen, adsorptiven Verfahwen Fresenius, dem PromethH&@ystem,

an funf chronisch niereninsuffizienten Patientenctgefiihrt [90]. Hier konnte gezeigt werden,
dass die drei exemplarisch bestimmten proteingedngr Uramietoxine Phenylessigsaure, p-
Kresylsulfat und Indoxylsulfat im Vergleich zur kaeentionellen Hamodialyse signifikant besser
aus dem Patientenblut eliminiert werden kdnnen.ebaht der FPSA-Kreislauf, im Gegensatz
zum nachgeschalteten Hamodialysekreislauf, einemlicleen Einfluss auf die Abtrennrate der

proteingebundenen Uramietoxine. Somit konnte géaseyden, dass durch den Einsatz von
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Adsorbern, im Vergleich zur konventionellen Hamdyla, vermehrt proteingebundene Toxine
aus dem Patientenblut entfernt werden konnten. iésed Studie wurden jedoch nur drei
exemplarische proteingebundene Uramietoxine bedtimamentsprechend stellt sich die Frage,
welche weiteren Substanzen an den Adsorbern bin#d@&mhen mit ihrem Einsatz weitere
Uramietoxine oder sogar bisher noch unbekannte lgtamne eliminiert werden? Oder binden

eventuell auch andere Mediatoren bzw. MetabolitdeanAdsorbern?

5.2.Chromatographische Analyse mittels Stufengradienten

Von den Adsorbern wurden die retendierten Substarkeert und mittels chromatographischer
Verfahren aufgereinigt und isoliert. Hierbei wurddie Eluate beider Adsorber zunéachst mittels
einer Reversed Phase Chromatographie und ansaidief3&nionen- und Kationenaustausch-
Chromatographie mit einem Funfstufen-Gradientengetnénnt. Zwischen den einzelnen
Adsorbern lassen sich bereits in der chromatogsapkin Auftrennung Unterschiede bezuglich
der Konzentration und Zusammensetzung der Adsdtladesfeststellen.

Vergleicht man die entstandenen Peakflachen dezekien Fraktionen der Anionen- und
Kationenaustausch-Chromatographie beider Adsorbdht auf, dass die Peakflache des
Adsorbers 1 groRRer ist. Dabei stellt die Peakflaelme Mal3 fur die quantitative Analyse von
Substanzen dar. Tendenziell kann davon ausgegawgeden, dass mehr Substanzen am
Adsorber 1 retendieren, als am Adsorber 2.

Des Weiteren zeigen die Adsorbereluate in den Catognammen unterschiedliche
Retentionszeiten. Beispielsweise eluieren in dertiodkanaustausch-Chromatographie des
Adsorbers 1 der Grofiteil der Substanzen im Durdtbr(bbildung 9), wahrend beim
Adsorber 2 der hochste UV-Absorptionspeak in der %oFraktion zu bestimmen ist
(Abbildung 18). Aufgrund der unterschiedlichen Retentionszeitest bereits in der
chromatographischen Auftrennung davon auszugelsess, die Adsorbereluate unterschiedliche
Substanzen beinhalten.

Diese chromatographische Vermutung liel3 sich in gl#éteren massenspektrometrischen
Analyse bestétigen. Insgesamt konnten 83 unterdicthe Substanzen identifiziert werden, von
denen nur sechs Substanzen an beiden Adsorbendiegten. Die restlichen Substanzen gingen
entweder eine Bindung mit dem Adsorber 1 oder 2 Elierbei zeigte sich eine vermehrte

Eliminierung von Substanzen aus dem Patientenhluthdden Adsorber 1, dem 54 Stoffe
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zugeordnet werden konnten. Im Gegensatz dazu wunden35 Stoffe aus dem Eluat des
Adsorbers 2 identifiziert.

Eine Aussage beziiglich der Ursachen fiir die verteddindung an dem hydrophoben Adsorber
1 zu treffen, erweist sich jedoch aufgrund der Zeit verfigbaren Daten als limitiert. Da
einerseits nur ein kleiner Teil aller in Frage koemder Peaks des Lineargradienten analysiert
und identifiziert wurden und andererseits die idemrten Substanzen ein sehr heterogenes
Substanzgemisch darstellen. Bei beiden Adsorberrrdemu therapeutische Metabolite
identifiziert, die in ihrer Pharmakokinetik sehrterschiedlich sind, sodass eine vermehrte
Abtrennung allein aufgrund der chemischen und [ayischen Eigenschaften als
unwahrscheinlich anzusehen ist. Eine weitere Eukiggmaoglichkeit fir die vermehrte Bindung
am Adsorber 1 kénnten die Montagegegebenheiterl8#\-Kreislaufs sein. Dieser ist als erste
»Reinigungsstation* nach dem AlbuFlow eingebautstim Anschluss daran durchstromt das
Patientenblut den Adsorber 2 und anschlielend dmmalen Dialysekreislauf. Ob eine
Anderung der Einbaumodalitaten eine veranderte eNioiuing ausmacht, misste in weiteren

Experimenten mit verandertem Versuchsaufbau untbtsuerden.

5.3.Chromatographische Analyse mittels Lineargradienten

Im Anschluss an die Auftrennung der Adsorbereluaittels Stufengradienten schloss sich eine
Reversed Phase Chromatographie jeder aufgetrefnétion mittels Lineargradienten an. Die

zuvor beschriebenen Unterschiede zwischen den CGtiogrammen der beiden Adsorber fanden
sich ebenfalls in der Reversed Phase ChromatograpitiLineargradienten. Auch hier zeigten

die Chromatogramme des ersten Adsorber eine grdBeakflache bzw. intensivere Peaks.
Zudem unterschieden sich die Retentionszeiten derel@en Fraktionen im Vergleich der

beiden Adsorber zueinander. Somit lasst sich diessAge einer vermehrten Abtrennung des
Adsorbers 1 und unterschiedlichen Substanzreterdien beiden Adsorbereluaten ebenfalls
beschreiben.

Des Weiteren trug die Wahl der Lésungsmittel zurskl@rung der positiven bzw. negativen

Ladungen innerhalb der chromatographischen Aufarbgizu einer differenzierteren Trennung
des Substanzgemisches bei. Diese unterschiedlici#eAnung lasst sich vor allem in der

Reversed Phase Chromatographie mittels Lineargrtiegut erkennen. Vergleicht man die
beiden Chromatogramme einer Fraktion eines Adssrbd@teinander, lassen sich neben den

unterschiedlichen Retentionszeiten auch verschedd?Peakhthen beschreiben. Diese
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unterschiedliche Verteilung kommt ebenfalls durcd Heterogenitat des Substanzgemisches
zustande und gibt einen Hinweis auf die Vielfalegkder an den Adsorbern retendierten
Substanzen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnteigrant dieser Fille nicht samtliche Peaks
der Reversed Phase Chromatographie mit Lineargrasieanalysiert werden. Somit wurde fur
die massenspektrometrische Messung fiur jede emzZeétaktion jedes Adsorbers der jeweils
intensivste und am besten differenzierte Peak deteRed Phase Chromatographie bestimmt
und anschlieBend analysiert. Dadurch wurde sickegliie dass nur Peaks mit einer guten
Auflosung und einer entsprechend hohen Konzentratimassenspektrometrisch analysiert
werden. Diese gute Qualitat ist Voraussetzung fime eeindeutige Analysierung und
Identifizierung der unbekannten Substanzen mittelssenspektrometrischer Verfahren.

Die Dissertation gibt somit insgesamt einen Einblidoer die Fille der an den Adsorbern
retendierten Substanzen und auch Uber das Vergsiluster der identifizierten Substanzen zu
den einzelnen Fraktionen der beiden Adsorber. Ura differenziertere Aussage beziglich aller
an den Adsorbern retendierten Substanzen treffen linnen, sind weitere
massenspektrometrische Messungen der nicht anddysieeaks notwendig. Diese Auswertung

ist Bestandteil weiterfihrender Forschung.

5.4.ldentifizierung der an den Adsorbern gebundenen Sustanzen

Im Anschluss an die chromatographische Auftrennomtjels Stufen- und Lineargradienten

wurden die einzelnen Proben massenspektrometrisalyseert und anschliel3end mittels der

Datenbank MassBank identifiziert. Diese Datenbagkitksichtigt in der Auswertung neben der
molekularen Masse auch die Ubereinstimmung derekien Massenspektren und gibt diese
wieder. Dadurch ist eine differenziertere Auswegtumdglich, da neben der reinen

Massenubereinstimmung die Spektren mit einbezogaden. Diesen Vorteil sieht man z.B. bei

der identifizierten Substanz Metoprolol gut. Hiarbegt der rein rechnerisch ermittelte Score

bei 0,73 und ist somit signifikant. Schaut man getioch dazu das Massenspektrum an, ist
aufgrund der vielen tUbereinstimmenden Peaks undidelchen Massenspektrums stark davon
auszugehen, dass es sich bei der gefundenen Sulstadas Medikament Metoprolol handelt

(siehe Abbildung 15). Auf diese Weise konnten alle identifizierten f&o auch auf

Spektrumsebene miteinander verglichen werden.
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Mit Hilfe der datenbankgestlitzten Auswertung kongeeeigt werden, dass an den Adsorbern
eine Vielzahl von unterschiedlichen Substanzemdkésen (siehdabelle 8undTabelle 9.
Insgesamt wurden 82 unterschiedliche SubstanzerdeniDatenbank MassBank identifiziert.
Dabei konnten 53 Substanzen dem hydrophoben Adsaotbeind 35 Substanzen dem
Anionenaustauscher Adsorber 2 zugeordnet werdeohsSéer identifizierten Substanzen
wurden sowohl vom Adsorber 1 als auch Adsorbert@ndiert. Neben den in der Pilotstudie
nachgewiesenen Urdmietoxine Phenylessigsaure, gykstdfat und Indoxylsulfat konnten vier
weitere Ur&mietoxine identifiziert werden: Das wa$ssliche Uramietoxine Kreatinin sowie die
proteingebundenen Uramietoxine Indolessigsaure, ukgmn und Spermin. Mittels der
Datenbanksuche mit Mascot konnte ein weiteres Wtimin, das Mittelmolekil Interleukin-6,
identifiziert werden. Die geringe Anzahl an idemigrten Uramietoxinen bzw. der fehlende
Nachweis der Uramietoxine aus der Pilotstudie fiihver auf die begrenzte Menge an
ausgewerteten Proben zurlck. Die fur diese Diggamtanalysierten Proben machen ca. 10 %
von allen aufgereinigten Eluaten aus. Die limigefuswertung ist der aufwendigen Reinigung
und Isolierung der Adsorbereluate geschuldet.

Neben den Uramietoxinen retendieren vor allem frerische Metabolite an den Adsorbern. So
konnte gezeigt werden, dass es sich bei 39 Sulestamn therapeutische Metabolite im Sinne
von Medikamenten handelt. Ein Beispiel dafir zeigemAbbildung 15 und Abbildung 23, bei
denen mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit davosgagangen werden kann, dass es sich um
Metoprolol und Biperiden handelt. Biperiden ist étedikament, das zur Behandlung vom
Morbus Parkinson eingesetzt wird. Bei Metoprolohdhat es sich um ein Antihypertensivum,
welches zur Klasse der Betablocker gehdrt. Die mrkas, dass an den Adsorbern auch
therapeutische Metabolite retendieren, ist fur dgeplanten Einsatz in der Dialyse
niereninsuffizienter Patienten sehr wichtig.

Schaut man zurtick in die Entwicklung der adsorptisgerfahren und in ihr derzeitiges
Einsatzgebiet, ist es nicht verwunderlich, dassed®n der Abtrennung von Urdmietoxinen auch
zur  Eliminierung von therapeutischen Metaboliten mkat. Die extrakorporalen
Adsorberverfahren MARS und Promethels werden heutzutage erfolgreich beim akuten
Leberversagen eingesetzt. Viele Schadstoffe wessem hohe Affinitdt zum Adsorbermaterial
auf und konnen somit aus dem Patientenblut elimtinigerden. Eine Indikation stellt
beispielsweise die Intoxikation mit Medikamenteneodrogen dar, die zu einem akutem
Leberversagen, fuhren kénnen [102, 103]. Dabei wid Effekt der vermehrten Eliminierung

der therapeutischen Metabolite genutzt, um die iEatgysfunktion der Leber zu unterstitzen.

63



Diskussion

Inwiefern durch diesen Effekt der Einsatz der apseen Verfahren bei chronisch
niereninsuffizienten Pateinten beeinflusst wirtl zism jetzigen Zeitpunkt schwer einzuschatzen.
Dass die vermehrte Abtrennung eine Limitation inmdaiz der adsorptiven Verfahren zur
Dialysebehandlung darstellen konnte bzw. eine aagpp Dosierung und Gabe von
Medikamenten notig macht, lasst sich jedoch hethersvermuten.

Moglicherweise kdonnte man diesen Effekt auch nutzed das Adsorberverfahren bei akuter
Medikamentenliberdosierung oder Medikamentenakkuioola durch die  verringerte
Ausscheidung der erkrankten Niere, anwenden. Oldim#em Verfahren die Detoxikation von
Schadstoffen ebenfalls eine Indikation zur Behamgllbei nierenerkrankten Patienten darstellt,
bleibt Gegenstand zukunftiger Untersuchungen.

Die Tabelle 8 und Tabelle 9 geben alle identifizierten Substanzen wieder. béehandelt es
sich um eine qualitative Analyse der SubstanzemeoBertcksichtigung der Menge an
Substanz. Um eine genaue Aussage zur therapeutisthesequenz treffen zu kénnen, muss
eine quantitative Bestimmung im Anschluss an di2issertation erfolgen.

Des Weiteren zeigte sich, dass am Adsorber 1 @here Anzahl von Substanzen retendieren
und mehr Stoffe identifiziert werden konnten. Obsdauf einen zufélligen Effekt aufgrund der
Einbauposition im verwendeten Gerat oder aufgruerdbegrenzten Auswertung zurtickzufihren
ist, lasst sich nur mit der Durchfihrung weitereqp&rimente bzw. weiteren Identifizierungen
der noch nicht bertcksichtigten Peaks beantwoBenvermehrte Abtrennung kann jedoch auch
in der Oberflachenbeschaffenheit des Adsorbernaseribegriindet liegen. Viele der
Uramietoxine und identifizierten Substanzen zeigaren hydrophoben Charakter und gehen
daher vermehrt die Bindung mit dem hydrophoben Ausoein. Somit kann beziglich des
Abtrennpotentials der beiden Adsorber keine sigaifie Aussage getroffen werden.

Von den insgesamt 83 Substanzen wurden sechs Smbstad5-Hydroxyindolylessigsaure,
Diltiazem, Indolessigsaure, L-Thryptophan, Modd§aure und p-Chlorodisopyramid) in den
Eluaten beider Adsorber identifiziert. Dies zeidass einige Substanzen an beiden Adsorbern
retendieren. Dieser Effekt wurde bereits in deotBilidie beschrieben.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass neben elgtich vermehrten Abtrennrate von
Phenylessigsaure, p-Kresylsulfat und Indoxylsumite grofRe Anzahl weiterer Substanzen an
den Adsorbermaterialen retendieren. Unter dieserbst8nozen finden sich zahlreiche
Stoffgruppen bzw. Metabolite. Dazu zéhlen auch digimietoxine. Die Mehrzahl der
retendierten Substanzen stellen jedoch die thetigphan Metabolite dar. Inwieweit dieses
Ergebnis eine klinische Konsequenz im Sinne eirgBnderten Dosierung bzw. angepassten
Medikamentengabe, z.B. nach der Dialyse bededigtt kich zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
eindeutig beantworten. FiUr diese Fragestellung siwatere Untersuchungen sowie die
guantitative Bestimmung der therapeutischen Mettbobtwendig, was Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein wird.
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Fraction Collector, Model 2128 Bio-Rad, USA
HCT ESI MS Bruker Daltonic, Deutschland
HPLC-Pumpe, BioLogic DuoFlow Bio-Rad, USA

Labor-pH-Meter, inoLab pH720
Leitfahigkeitsmessgerat, LF 39
LiChropref RP C18, 310 x 25 mm

Prazisionswaage, Delta Range PC 440M
Probenflaschen mit Septum-Gewindeverschluss
Reinstwasseranlage, Seralpur DELTA UF
Reversed Phase Saule- ZORBAX, SB C18

(5um 150*0,5mm)

Schlauchpumpe, REGLO Digital ISM 834/230 V

Speed Vac, Savant SPD 1013

Superformance300-16 Saule gestopft mit YMC-

BioPro Q75 (50 x 4,6 mm, 7&m)

Superformanc®300-16 Saule gestopft mit YMC-
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Zentrifuge, 3E

WTW, Deutschland

WTW, Deutschland

Merck, Deutschland
Mettler-To(éadoH, Deutschland
Agilechnologies, Deutschland
ELGA LabWddeutschland

Agilent, Deutschland

Ismateeutschland
Thermo, USA

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

GE Healthcare, UK

Bio-Rad, USA
Stuart, UK
Sigma-Aldrich, USA
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H3POy

HCL

KoHPO,
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KH,PO,

KOH

NacCl

NaOH
Perchlorsaure 70 %
TEA

TFA

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Roth, Deutschland

Merck, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Sigma Aldrich, Deutschland
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Sigma Aldrich, Deutschland

7.5 .Software

Software

Firma

BioLogic LP Data View
Compass 1.2
Compass 1.3

Data Analysis 4.0
GraphPad Prism 5.0

Bio-Rad, USA
Bruker Daltonic, Deutschland
Bruker Daltonic, Deutschland
Bruker Daltonic, Deutschland
GraphPad Software, USA
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