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1. EINLEITUNG

1.1 Pathogenese der arteriellen Hypertonie

Als arterielle Hypertonie wird eine dauerhafte Erhohung des Blutdruckes oberhalb der von der
WHO festgelegten Grenzwerte bezeichnet (Chalmers, 1999). Fiir die Diagnose einer arteriellen
Hypertonie ist das Uberschreiten des systolischen und/oder diastolischen Grenzwerts bei
mindestens zwei voneinander unabhéngigen Blutdruckmessungen in Ruhe erforderlich. Tabelle
1 zeigt die Stadieneinteilung der arteriellen Hypertonie entsprechend des Schweregrads. Fallen
systolische und diastolische Werte eines Patienten in zwei verschiedene Stadien, erfolgt die

Zuteilung in das hohere Stadium.

Tabelle 1:  Stadieneinteilung der arteriellen Hypertonie nach WHO (Chalmers, 1999)

Stadien Hypertonie Grenzwert Systole Grenzwert Diastole
1. Milde Hypertonie 140-159 mmHg 90-99 mmHg

2. Mittelschwere Hypertonie ~ 160-179 mmHg 100-109 mmHg

3. Schwere Hypertonie > 180 mmHg > 110 mmHg

Bei einem systolischen Blutdrucks zwischen 120 und 139 mmHg und/oder einem diastolischen
Blutdruck zwischen 80 und 89 mmHg spricht man von einer Grenzwerthypertonie (Moser,
2004). Die Privalenz einer arteriellen Hypertonie oder Grenzwerthypertonie bei erwachsenen
US-Amerikanern betridgt etwa 60 % und steigt mit zunehmendem Lebensalter (Wang, 2004, He,
1998).

Die Atiologie der arteriellen Hypertonie ist vielschichtig. Findet sich keine Ursache fiir die
Entstehung der Hypertonie, wird diese als primir oder auch essentiell bezeichnet. Die primire
arterielle Hypertonie macht einen Anteil von etwa 90-95 % aller Fille der arteriellen Hypertonie
aus (Krautzig, 2001). Bei den verbleibenden 5-10 % findet sich eine organische Ursache der
arteriellen Hypertonie, sie wird dann auch als sekundire arterielle Hypertonie bezeichnet
(Krautzig, 2001). Die Atiologie der primiren Hypertonie ist zum groBten Teil ungeklirt,
statistische Zusammenhinge zwischen genetischen Faktoren (Fornage, 2006), Umwelt- und
Erndhrungsfaktoren wie erhohtem Kochsalzkonsum (Uzu, 2006), psychischem Stress (Brady,
2006), Adipositas (Chrostowska, 2006) und iiberméfBigem Alkoholkonsum liegen jedoch vor
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(Dietze, 2000). Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber mogliche Risikofaktoren der primiren

arteriellen Hypertonie.

Tabelle 2:  Risikofaktoren der priméren arteriellen Hypertonie (Krautzig, 2001)

Genetische Disposition Umweltfaktoren Ernihrungsfaktoren
Polygonaler Erbgang Stress Kochsalzkonsum
Rauchen Adipositas

Fettreiche Kost
Alkoholkonsum

Atiologische Faktoren fiir die Entstehung einer priméiren arteriellen Hypertonie sind somit unter
anderem die Risikofaktoren des metabolischen Syndroms (JNC, 2003). Mogliche
pathophysiologische  Entstehungsmechanismus  wéren  beispielsweise  ein ~ Mangel
vasodilatatorisch wirkender Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) oder ein Uberschuss
vasokonstriktorisch wirkender Substanzen wie Angiotensin II, Endothelin oder auch
Dinukleosidpolyphosphate (Humphrey 2003, Schliiter 1996).

Die groBte Gruppe der sekundiren arteriellen Hypertonieformen stellt die renale Hypertonie dar,
die etwa 5-8 % aller Fille der arteriellen Hypertonie ausmacht. Je nach Lokalisation der
Nierenschidigung wird von einer renovaskuldren, renoparenchymatéren oder postrenalen
Hypertonie gesprochen. Bei der die Nierengefde betreffenden renovaskuldren Hypertonie
handelt es sich um die hédufigste Form der renalen Hypertonie. Durch die verminderte
Durchblutung der Niere kommt es zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron
Systems und damit zu einer vermehrten Angiotensin II vermittelten Vasokonstriktion und
Aldosteron induzierter Natrium- und Wasserriickresorption im Sammelrohr (Riehl 2005). Bei der
parenchymatdsen, das Nierengewebe betreffenden Hypertonie, handelt es sich hdufig um eine
Folge akuter oder chronischer Nierenparenchymschidigung durch entziindliche Prozesse oder
Tumoren. Die postrenale Hypertonie entsteht aufgrund von Abflussstorungen der ableitenden
Harnwege. Die renale Hypertonie stellt auch die hidufigste Ursache einer schweren arteriellen
Hypertonie im Kindesalter dar (Flynn, 2008), die Prédvalenz einer arteriellen Hypertonie im
Kindesalter ist jedoch insgesamt deutlich geringer als im Erwachsenenkollektiv. Weitere
Ursachen einer sekundiren arteriellen Hypertonie sind die kardiovaskuldre Hypertonie,

beispielsweise bei einer Aortenisthmusstenose, die neurogene Hypertonie bei erhohtem



1. Einleitung 3

Hirndruck oder Enzephalitis, die EPH Gestose (engl. Edema Proteinuria Hypertension) im
Rahmen einer Schwangerschaft, die medikamentds-toxisch induzierte Hypertonie und die
endokrine Hypertonie. Die endokrine Hypertonie wird durch ein unphysiologisches Vorkommen
von verschiedenen Hormonen hervorgerufen (Unger, 2006). Beim Phidochromozytom, einem
Tumor des Nebennierenmarks, fiihrt die exzessive Sekretion von Katecholaminen zu einem
sympathikusvermittelten Anstieg des Blutdrucks (Lenders, 2005). Sowohl beim durch exzessive
Cortisol-Sekretion entstehenden Morbus Cushing, als auch nach exogener Zufuhr von
Glukokorticoiden, kommt es durch die partielle mineralocorticoide Wirkung der
Glukokortikoide zu einer vermehrten Natrium- und Wasserriickresorption im Sammelrohr der
Niere und somit zu einem Volumenhochdruck (Sacerdote, 2005). Beim primiren
Hyperaldosteronismus, dem Morbus Conn, resultiert die Sekretion des Mineralocorticoids
Aldosteron in einer vermehrten Natrium- und Wasserriickresorption im Sammelrohr der Niere
und damit in einem Volumenhochdruck (Labinson, 2006). Durch vermehrte Ostrogensekretion
oder exogene Ostrogenzufuhr beispielsweise im Rahmen der hormonellen Kontrazeption kommt
es liber eine vermehrte hepatische Produktion von Renin-Substrat zu einer Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems und damit zur Angiotensin II vermittelten peripheren
Vasokonstriktion und Aldosteron-induzierten Natrium- und Wasserriickresorption (Lubianca,
2005). Auch bei einer vermehrten Wachstumshormon (STH) Ausschiittung kommt es vermutlich
durch eine vermehrte Natrium- und Wasserretention zu einem Volumenhochdruck (Bondanelli,
2001). Eine vermehrte Ausschiittung von Schilddriisenhormonen bei einer Hyperthyreose fiihrt
zwar zu einem Ansteigen der Blutdruckamptitude, jedoch nicht zur Erhohung den Mitteldruck,
da es zu einem Absinken der Diastole durch periphere Mehrperfusion kommt. Bei einer
Hypothyreose kommt es bei leicht erhohtem diastolischen Blutdruck aufgrund des reduzierten
kardialen Auswurfs auch zu keiner nennenswerten Erhohung des Mitteldrucks (Gallowitsch,
2005). Der Blutdruckanstieg bei primdrem Hyperparathyreoidismus wird auf den bisher
unzureichend charakterisierten ,,Parathyroid Hypertensive Factor zuriickgefiihrt (Benishin,
1994).

Unabhingig von der Atiologie fiihrt eine dauerhafte Erhchung des arteriellen Blutdrucks
durchschnittlich 7-10 Jahre nach Erstmanifestation zu sekunddren Organschiden. Die
Lebenserwartung wird durch die Folgen der arteriellen Hypertonie um 10-20 Jahre reduziert
(Krautzig, 2001). Eine dauerhafte Erhohung des arteriellen Blutdrucks im groen Blutkreislauf
filhrt zu einer Hypertrophie des linken Ventrikels und spiter iiber eine Gefiigedilatation zur
Herzinsuffizienz (Dusing, 2006). Eine Verengung der Koronargefie fiihrt iiber eine

Minderversorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff zur koronaren Herzkrankheit (KHK). Die im
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Zusammenhang mit der arteriellen Hypertonie entstehende Arteriosklerose verstirkt das Bild der
koronaren Herzkrankheit. Eine Arteriosklerose der Arteria carotis und der Hirngefidf3e kann zu
ischdmischen und hidmorrhagischen Insulten und zur vaskuldren Demenz fiithren (Birkenhager,
2006). Eine arterielle Hypertonie begiinstigt das Auftreten von Bauchaortenaneurysmen und der
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK). Eine Arteriolosklerose der Netzhautgefil3e
kann zur hypertensiven Retinopathie und zur Blindheit fiihren (Nadar, 2006). Tabelle 3 zeigt

eine Ubersicht moglicher Ursachen einer sekundiren arteriellen Hypertonie.

Tabelle 3:  Ursachen der sekundiren Hypertonie (Krautzig, 2001)

Renale Ursachen Endokrine Ursachen = Kardiovaskulire Sonstige Ursachen
Ursachen
renovaskuldr Phiochromozytom Aortenisthmusstenose Neurogen
renoparenchymatos Cushing Syndrom EPH-Gestose
postrenal Conn Syndrom Medikamentos
Hyperostrogendmie toxisch

Hyperparathyreoidismus
Hyperthyreose
Hypothyreose

1.2 Die endokrine Funktion der Nebenschilddriise

Erkrankungen der Nebenschilddriise konnen an der Entstehung einer arteriellen Hypertonie
beteiligt sein (Nyirenda, 2005). Ein verstdrktes Nebenschilddriisenwachstum im Rahmen eines
Hyperparathyreoidismus fiihrt zu einer verstiarkten Sekretion von Hormonen, von denen einige
eine vasokonstriktorische Wirkung zeigen. Die Nebenschilddriisen, Glandulae parathyreoideae,
bestehen aus vier etwa linsengrolen Organen die sich auf der Dorsalseite der Schilddriise
befinden. Bei einer Einzelgrofle von etwa 5 x 4 x 2 mm haben sie ein Gesamtgewicht von etwa
50 mg. Die einzelnen Organe bestehen aus einer lockeren Bindegewebskapsel und dem
Driisenkorper aus Epithelstrdngen mit oxidativ aktiven oxyphilen Zellen, kolloidhaltigen
Follikeln, Fettzellen und Parathormon bildenden Hauptzellen (Schiebler, 1997). Das
Parathormon reguliert den Kalzium- und Phosphathaushalt des menschlichen Organismus. Die

Hauptwirkung besteht in einer Erhohung des Kalziumspiegels im Blut iiber eine Mobilisation
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von Kalzium aus dem Knochen und einer vermehrten Riickresorption von Kalzium in der Niere.
Unklar war die Funktion des Parathormons bei der Pathogenese der arteriellen Hypertonie und
bestehendem primdren Hyperparathyreoidismus. In verschiedenen Fallbeschreibungen und
klinischen Studien wurde eine Normalisierung des arteriellen Blutdrucks in Patienten nach
Parathyreoidektomie bei primdarem Hyperparathyreoidismus beschrieben (Puepet 2008).
Wihrend zunéchst die Hypothese aufgestellt wurde, dass die Erhohung des Parathormons direkt
zu einer Vasokonstriktion fiihrte, wurde im Gegensatz dazu eine vasodilatatorische Wirkung des
Parathormons nachgewiesen (Rambausek, 1982; Pang, 1984; Shan, 1994). Eine Erhohung des
Parathormons bei einem primédren Hyperparathyreoidismus kann somit nicht als Ursache der
entstehenden arteriellen Hypertonie angesehen werden (Lewanczuk, 1994). Die
Nebenschilddriise enthilt neben dem Parathormon zahlreiche weitere Hormone. Eine weitere
vasokonstriktorisch wirkende Substanz, der ,,Parathyroid Hypertensive Factor* (PHF) wurde aus
den Nebenschilddriisen von Ratten isoliert (Pang, 1989). Aus dem Plasma dieser Ratten wurde
ein Extrakt hergestellt, das in verschiedenen Versuchsreihen nach Injektion zu einer
Vasokonstriktion fiihrte (Kaneko, 1989). Die molekulare Struktur des hypothetischen
,Parathyroid Hypertensive Factors* (PHF) ist unklar, es besteht moglicherweise aus einem
Peptid, das an ein Lysophospholipid gebunden ist (Benishin, 1994). Aus der menschlichen
Nebenschilddriise wurde weiterhin das Coenzym-A-Glutathion-Disulfid (CoASSG) isoliert, das
an isoliert perfundierten Rattennieren eine vasokonstriktorische Wirkung zeigte, eine
Mitbeteiligung an der vasokonstriktorischen Wirkung von PHF wird hier vermutet (Jankowski,
2000). Insgesamt ist die Nebenschilddriise somit Synthese- und Sekretionsort fiir endokrine
vasoaktive Substanzen, deren molekulare Strukturen jedoch bisher noch nicht vollstindig geklart

sind.

1.3  Rolle der Dinukleosidpolyphosphate bei Entstehung der arteriellen Hypertonie

Dinukleosidpolyphosphate sind endokrine Substanzen, deren vasoaktive und proliferations-
fordernde Wirkungen beschrieben wurden (Schliiter, 1996). Sie bestehen aus zwei iiber eine
Phosphatkette miteinander verbundenen Nukleosidgruppen, die aus wahlweise Adenosin oder
Guanosin bestehen. Die beiden Nukleoside sind an ihrer 5°-Position iiber eine Phosphatkette
miteinander verbunden. Die Linge der Phosphatkette variiert von 2 bis 8 Phosphatgruppen.
Dinukleosidpolyphosphate konnten sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten

nachgewiesen werden. Bei den Dinukleosidpolyphosphaten handelt es sich um humorale
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vasoaktive Substanzen (Schliiter, 1994; Schliiter, 1998). Als erstes Dinukleosidpolyphosphat
wurde Diadenosintetraphosphat, Aps4A, aus humanen Thrombozyten isoliert und dessen
Freisetzung aus mit Thrombin stimulierten Thrombozyten beschrieben (Flodgaard, 1982). Hier
wurde ein moglicher Zusammenhang mit der Wachstum stimulierenden Wirkung von
Thrombozyten diskutiert. 1983 folgte die Isolierung von Diadenosintriphosphat, ApsA aus
humanen Thrombozyten, die in Folge einer Stimulierung mit Thrombin gemeinsam mit
Diadenosintetraphosphat, ApsA in den Extrazellularraum abgegeben wurden (Liithje, 1983,
1984, 1985). 1988 wurden die Dinukleosidpolyphosphate ApsA und ApsA aus chromaffinen
Granula des Nebennierenmarks von Rindern isoliert und identifiziert (Rodriguez del Castillo,
1988). Eine durch die Dinukleosidpolyphosphate ApsA und ApsA induzierte Reduktion des
koronaren Perfusionsdrucks wurde am isolierten Kaninchenherzen demonstriert (Pohl, 1991).
Die Charakterisierung und Quantifizierung von ApsA aus chromaffinen Granula gelang 1992
(Pintor, 1992). 1994 gelangen Schliiter et al. die Isolierung von ApsA und ApsA aus humanen
Thrombozyten. An isoliert perfundierten Rattennieren und bei intraaortalen Injektionen bei
Ratten in vivo zeigte sich die vasokonstriktive Wirkung dieser Diadenosinpolyphosphate
(Schliiter, 1994). Die Isolierung Guanosin enthaltender Dinukleosidpolyphosphate aus humanen
Thrombozyten folgte 1998 mit Ap,G und Gp,G (n = 3-6). Wihrend die
Adenosinguanosinpolyphosphate  sowohl eine  vasokonstriktorische als auch eine
wachstumsfordernde Wirkung auf glatte GefiBmuskelzellen zeigten, war bei den
Diguanosindiphosphaten lediglich eine wachstumsfordernde Wirkung nachzuweisen (Schliiter,
1998). Aus humanem Myokardgewebe wurden 1999 Ap,A und ApsA isoliert (Luo, 1999). Am
isoliert perfundierten Rattenherz zeigten Ap,A und ApsA eine dosisabhédngige Koronardilatation
und eine negativ inotrope Wirkung. ApsA wurde 1983 aus humanen Thrombozyten isoliert
(Liithje, 1983). Aus humanen Erythrozyten erfolgte 1999 die Isolierung von ApsA (Luo, 1999).
Ein moglicher Zusammenhang mit dem Hadmoglobin — induzierten Vasospasmus wurde hier
diskutiert. Als weiteres Diadenosinpolyphosphat konnte 1999 Ap;A aus humanen Thrombozyten
isoliert werden, auch hier konnte eine vasokonstriktive Wirkung an der isoliert perfundierten
Rattenniere nachgewiesen werden (Jankowski, 1999). Die Isolierung der Diadenosindiphosphate
Ap,A (n = 2-7) aus der menschlichen Plazenta erfolgte 2001 (Jankowski, 2001). Ein
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein dieser Diadenosinpolyphosphate und der
Pathophysiologie einer Prid-Eklampsie wurde vermutet. Die Dinukleosiddiphosphate Ap.A,
Ap2G und Gp,G wurden aus humanen Thrombozyten isoliert (Jankowski, 2001).

Die Bedeutung der Dinukleosidpolyphosphate ist noch nicht vollstandig geklart. Thnen wird eine
physiologische Bedeutung bei der Glukoneogenese (Edgecombe, 1997) und der Insulinsekretion
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(Ripoll, 1996; Verspohl, 1998) zugesprochen. Eine Beeinflussung des Immunsystems (Gasmi,
1997), des Nervensystems (Miras-Portugal, 1998), der Nierenfunktion (Hohage, 1996), der
Thrombozytenaggregation (Jankowski, 1999; Liithje, 1985), des Zellwachstums (Heidenreich,
1995), der Zelldifferenzierung und der Apoptose (Vartanian, 1997) wird vermutet. Abhéngig von
ihrer molekularen Struktur verhalten sich die Dinukleosidpolyphosphate als Vasokonstriktoren
oder Vasodilatatoren, dies ist von der Art der Nukleoside und auch von der Anzahl der
Phosphatgruppen abhéngig (Schliiter, 1996). Eine ATP-vermittelte Wachstumsstimulation glatter
GefidBmuskelzellen (Erlinge, 1993; Malam-Souley, 1993) und glomeruldren Mesangiumzellen
(Schulze-Lohoff, 1992) wurde beschrieben. Die Wirkung auf das Herz-Kreislauf-System erfolgt
vor allem {iiber eine Beeinflussung des GefdaBmuskeltonus unter anderem der Nierenarterien und
tiber eine Beeinflussung der Proliferation glatter GefdBBmuskelzellen (Schliiter, 1996). Ob ein
Dinukleosidpolyphosphat eine vasokonstringierende oder vasodilatierende Wirkung auf glatte
GefidBmuskelzellen hat, ist abhéngig von der Art der beteiligten Nukleoside und der Anzahl der
Phosphatgruppen. So haben ApxA (x = 2 - 4) eine vasodilatierende Wirkung (Pohl, 1991; Luo,
1999), ApiA (x =5 - 6) jedoch eine vasokonstriktorische Wirkung an isoliert perfundierten
Rattennieren (Schliiter, 1994). Wihrend Dinukleosidpolyphosphate, die mindestens einen
Adenosin Anteil enthalten, den Gefiafmuskeltonus beeinflussen, zeigen
Diguanosinpolyphosphate keine Wirkung auf den Tonus glatter GefiBmuskelzellen (Schliiter,
1998). Die Wirkung der Diadenosinpolyphosphate wird iiber verschiedene Purinozeptoren und
auch Adenosinrezeptoren vermittelt (Dalziel, 1994, Freholm, 1994). Das Ausmal}l der
vasoaktiven Wirkung korreliert mit dem Vorhandensein dieser Purinozeptoren in der glatten
GefdBmuskulatur. Die jeweilige Rezeptorselektivitit ist abhdngig von der molekularen Struktur
der Dinukleosidpiolyphosphate, insbesondere von der Lidnge ihrer Phosphatkette und der Art
ihrer Nukleosidgruppen. Die Purinrezeptoren werden unterteilt in P, -und P»y-Rezeptoren, diese
konnen  weiter  differenziert ~werden. Uber  Aj-Adenosinrezeptoren — wirken  die
Diadenosinpolyphosphate  Ap,A und ApsA vasokonstringierend auf isoliert perfundierten
Rattennieren (van der Giet, 1996). Die vasokonstriktorische Wirkung von ApsA an isoliert
perfundierten Rattennieren wird iiber Py-Rezeptoren vermittelt. Uber eine Aktivierung von Poy-
Purinozeptoren kommt es zu einer Depolarisation des transzelluldren Potentials mit einem
Einstrom von Natrium und Calcium in den Intrazellularraum. Uber diese Potentialinderung
kommt es zur Offnung von spannungsabhingigen Calciumkanilen und damit zu einer weiteren
Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration. Eine Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration fiihrt tiber die Bildung des Calcium-Calmodulin Komplexes zu einer

Aktivierung der Myosinkinase, die unter ATP-Spaltung die leichte Kette der Myosin ATPase
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phosphoryliert (Petrides, 1998). Die phosphorylierte Myosin-ATPase tritt mit dem Actin in
Wechselwirkung, dies fiihrt zu einer Kontraktion der glatten GefiBBmuskelzellen und damit zu
einer Erhohung des GefdBmuskeltonus (Tepel, 1997). Die Vasokonstriktion der
Dinukleosidpolyphosphate Ap,A und Ap,G (n = 4-6) wird durch P,,-Purinozeptoren vermittelt.
Die durch die Dinukleosidpolyphosphate ApsG, ApsG und Ap¢G hervorgerufene
Vasokonstriktion kann mit den selektiven Pyg-Rezeptor Antagonisten Suramin und
Pyridoxalphosphat—6—azophenyl-2,4-disulfonsidure (PPADS) blockiert werden. Wihrend ein
oder zwei Adenosingruppen enthaltende Dinukleosidpolyphosphate zu einer Aktivierung von
P,«-Rezeptoren fithren, haben Diguanosinpolyphosphate keine Wirkung auf den P,s-Rezeptor
(van der Giet, 2001). ApxA, ApxG und GpxG (x = 2 - 8) agieren als Wachstumsstimulatoren an
glatten GefidBmuskelzellen (Schliiter, 1998).

1.4  Fragestellung

Erkrankungen der Nebenschilddriise, insbesondere der primidre Hyperparathyreoidismus,
konnen zu einer Erhohung des Blutdrucks fithren. Der im Zusammenhang mit der
Nebenschilddriise diskutierte ,,Parathyroid Hypertensive Factor (PHF) ist in seiner Struktur
noch nicht endgiltig charakterisiert ~worden. In den letzten Jahren sind
Dinukleosidpolyphosphate als eine Gruppe von Substanzen beschrieben worden, die eine
wesentliche Rolle bei der Genese der arteriellen Hypertonie haben konnten.
Dinukleosidpolyphosphate wurden schon bereits aus verschiedenen menschlichen Geweben
isoliert und identifiziert. Der Einfluss der Dinukleosidpolyphosphate auf den Tonus glatter
GefidBmuskelzellen und deren Proliferationsrate ist bereits an mehreren Stellen beschrieben
worden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte gepriift werden, ob
Dinukleosidpolyphosphate Bestandteile der Nebenschilddriise sind. Dies wiirde fiir deren
Mitbeteiligung bei der Entstehung einer arteriellen Hypertonie, bei einem primédren

Hyperparathyreoidismus sprechen.
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2. METHODIK

Hier werden die Arbeitsschritte zur Isolation und Identifikation von Dinukleosidpolyphosphaten

aus menschlichem Nebenschilddriisengewebe beschrieben.

2.1 Ubersicht der Arbeitsschritte

Mechanische
Desintegration

Extraktion

( Praparative Reversed- )
Phase-Chromatographie
N y
( Displacement- )
Chromatographie
N Y
Analytische
Anionenaustausch-
Chromatographie
~
Reversed-Phase-
Chromatographie
N Y
| P < |
MALDI- PSD-MALDI-
Massenspektrometrie Massenspektrometrie Enzymatische Analytik
N y

Abbildung 1: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung von Dinukleosidpolyphos-
phaten aus menschlichem Nebenschilddriisengewebe.
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2.2  Isolierung der Dinukleosidpolyphosphate

Die Nebenschilddriisen stammten von Patienten, die sich bei einem vorbestehenden primédren
Hyperparathyreoidismus einer Parathyreoidektomie unterzogen. Die Studie wurde von der
ortlichen Ethikkommission genehmigt, es lag eine schriftliche Einverstindniserkldrung der
Patienten vor. Es wurde nur makroskopisch intaktes Nebenschilddriisengewebe verwendet. Die
benotigten Chemikalien wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Deutschland) erworben, sofern

nicht anders angegeben.

2.2.1 Mechanische Desintegration

Nach der operativen Entnahme wurden die Nebenschilddriisen in eisgekiihlter physiologischer
Kochsalzlosung gelagert. Innerhalb von 30 Minuten wurden sie zerkleinert, in fliissigem
Stickstoff eingefroren und iiber Nacht bei —80°C gelagert. AnschlieBend wurden die

Nebenschilddriisen gefriergetrocknet und unter Kiihlung pulverisiert.

2.2.2 Extraktion

Das gefriergetrocknete Nebenschilddriisenpulver, entsprechend etwa 250 mg Frischgewebe,
wurde mit 20 ml eiskalter 0,6 mmol/l Perchlorsidure versetzt. Das Gemisch wurde mit einem
Mixer in 10 Intervallen zu je 30 Sekunden mit jeweils 1 Minute Pause bei 25.000 U/min unter
Kiihlung homogenisiert. Das homogenisierte Nebenschilddriisengemisch wurde bei 30.000
U/min fiir 60 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, mit
konzentrierter KOH-Losung auf pH 8,5 eingestellt, 30 Minuten bei 4°C gekiihlt und fiir 10
Minuten bei 4.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit HCI auf pH 6,5
eingestellt und erneut fiir 10 Minuten bei 4.000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde in den folgenden Schritten weiterverarbeitet.
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2.2.3 Priparative Reversed-Phase-Chromatographie

Fiir diesen Trennungsschritt wurde eine mit einer Kieselgelmatrix gepackte C 18 Reversed-
Phase-Chromatographiesdule (LiChroprep, 310 mm x 65 mm, 65-40 um, Firma Merck,
Deutschland) verwendet. Das Nebenschilddriisenextrakt wurde mit wissriger 1 mol/l
Triethylammoniumacetat-Losung versetzt bis eine Endkonzentration von 40 mmol/l erreicht war.
Die Sédule wurde mit 200 ml Acetonitril konditioniert und mit 200 ml wéssriger 40 mmol/l
Triethylammoniumacetat-Losung dquilibriert. Die Probe wurde bei einer Flussrate von 2 ml/min
auf die Sidule aufgetragen. Nach Spiillung der Sédule mit wissriger 40 mmol/l
Triethylammoniumacetat-Losung erfolgte die Elution der Probe mit 20% Acetonitril in Wasser
bei einer Flussrate von 2 ml/min unter Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Die Fraktion
mit einer deutlichen UV-Absorption bei 254 nm wurde aufgefangen, lyophilisiert und bei -80 °C

eingefroren.

2.2.4 Displacement-Chromatographie

Fir diesen Trennungsschritt wurde eine CI18 Reversed-Phase-Chromatographiesiule
(Supersphere, 2,1 mm x 100 mm, 4 pum, Firma Merck, Deutschland) verwendet. Die
lyophilisierte Probe der Reversed-Phase-Chromatographie wurde in wissriger 40 mmol/l
Triethylammoniumacetat-Losung gelost und nach Aquilibrierung der Siule mit wissriger
40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung bei einer Flussrate von 50 ul/min auf die Sidule
aufgetragen. Nach dem Auftragen der Probe wurde 100 mmol/l n-Butanol in wissriger
40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung als Displacer bei einer Flussrate von 50 pl/min auf
die Sidule aufgetragen. Die Elution der Probe erfolgte unter Detektion der UV-Absorption bei
254 nm. Die GroBe der gesammelten eluierenden Fraktionen betrug jeweils 100 ul. Jede Fraktion
der Displacement-Chromatographie ~ wurde lyophilisiert und mittels analytischer

Anionenaustausch-Chromatographie weiterverarbeitet.
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2.2.5 Analytische Anionenaustausch-Chromatographie

Fiir diesen Trennungsschritt wurde eine Anionenaustausch-Chromatographiesidule verwendet
(Mono Q HR 5/5, 50 mm x 5 mm, 10 pm, Firma Pharmacia Biotech, USA). Die einzelnen
lyophilisierten Fraktionen der Displacement-Chromatographie wurden in jeweils 1 ml wissriger
20 mmol/l K;HPO4-Losung gelost (pH 8). Die Chromatographiesidule wurde mit wassriger 20
mmol/l K;HPO4-Losung (pH 8) édquilibriert; anschlieBend wurde die Probe bei einer Flussrate
von 0,5 ml/min auf die Sédule aufgetragen. Nach Spiilung der Sdule mit wissriger 20 mmol/l
K,HPO,-Losung (pH 8, Laufmittel A) erfolgte die Elution der Probe mit wassriger 20 mmol/l
K>;HPO4 und 1 mol/l NaCl-Losung (pH 8, Laufmittel B) im Gradientenmodus bei einer Flussrate
von 0,5 ml/min unter Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Dabei wurde der in Tabelle 4
angegebene Gradient verwendet. Jede Fraktion der Anionenaustausch-Chromatographie mit
einer hohen UV-Absorption bei 254 nm und einer Retentionszeit vergleichbar mit der von

authentischen Dinukleosidpolyphosphaten wurde weiter analysiert.

Tabelle 4:  Gradient der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie

Saule: Mono Q HR 5/5, 50 mm x 5 mm, 10 pm,
Firma Pharmacia Biotech, USA

Probe: Fraktionen der Displacement-Chromatographie

Laufmittel A: 20 mmol/1 KoHPO, in H,O

Laufmittel B: 20 mmol/l K;HPO,4 und 1 mol/l NaCl in H,O

Flussrate: 0,5 ml/min

UV-Absorption: 254 nm

Zeit (min) Konzentration B (%)
0 0

10 5

100 35

105 40

110 100
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2.2.6 Reversed-Phase-Chromatographie

Fir diesen Trennungsschritt wurde eine CI18 Reversed-Phase-Chromatographiesiule
(Supersphere, 250 mm x 4 mm, 4 um, Firma Merck, Deutschland) verwendet. Die Fraktionen
der Anionenaustausch-Chromatographie mit hoher UV-Absorption bei 254 nm, bzw.
vergleichbarer Retentionszeit mit den authentischen Substanzen, wurden in wissriger 40 mmol/l
Triethylammoniumacetat-Losung gelost und nach Aquilibrierung der Sdule mit wissriger 40
mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die Séule
aufgetragen. Die Sdule wurde mit 10 ml einer wissrigen 40 mmol/l Triethylammoniumacetat-
Losung (Laufmittel A) gespiilt. Die Elution der Probe erfolgte bei einer Flussrate von 0,5
ml/min mit dem in Tabelle 5 angegebenen Gradienten von 100% Acetonitril (Laufmittel B) unter
Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Fraktionen mit hoher UV-Absorption bei 254 nm
wurden erneut mit einer Reversed-Phase-Sidule unter identischen Bedingungen
chromatographiert. Die resultierenden Fraktionen wurden lyophilisiert und bei -30°C

eingefroren.

Tabelle 5:  Gradient der Reversed-Phase-Chromatographie

Saule: Supersphere, 250 mm x 4 mm, 4 pm, Firma Merck,
Deutschland

Probe: Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie

Laufmittel A: 40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung

Laufmittel B: 100% Acetonitril

Flussrate: 0,5 ml/min

UV-Absorption: 254 nm

Zeit (min) Konzentration B (%)
0 0

4 1

50 6

56 60

57 80

61 80
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2.2.7 Homogenititsevaluation

Zur Homogenitdtsevaluation wurde jeweils ein kleiner Teil (1/1000) der entsalzten und
lyophilisierten Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie auf einer zweiten Reversed-
Phase-Sdule chromatographiert (Poros, R 2/H, 2,1 mm x 100 mm, Firma Perseptive Biosystems,
USA). Die Probe wurde in einer wissrigen 10 mmol/l KoHPO4 und 2 mmol/l Tetrabutyl-
Ammoniumhydrogensulfat-Losung gelost und nach Aquilibrierung der Siule mit wissriger 10
mmol/l K;HPO4 und 2 mmol/l Tetrabutyl-Ammoniumhydrogensulfat-Losung bei einer Flussrate
von 300 ul/min auf die Sdule aufgetragen. Die Sidule wurde mit wéssriger 10 mmol/l K,HPO4
und 2 mmol/l Tetrabutyl-Ammoniumhydrogensulfat-Losung (Laufmittel A) gespiilt. Die Elution
der an der Sdule bindenden Substanzen erfolgte im Gradientenmodus mit 80 % Acetonitril in
Wasser bei einer Flussrate von 0,3 ml/min unter der Detektion der UV-Absorption bei 254 nm.

Dabei wurde der in Tabelle 6 angegebene Gradient verwendet.

Tabelle 6:  Gradient der Reversed-Phase-Chromatographie

Saule: Poros, R 2/H, 2,1 mm x 100 mm, Firma Perseptive
Biosystems, USA

Probe: Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie

Laufmittel A: 10 mmol/l K;HPO,4 und 2 mmol/l TBA in Wasser

Laufmittel B: 80% Acetonitril in Wasser

Flussrate: 0,3 ml/min

UV-Absorption: 254 nm

Zeit (min) Konzentration B (%)
0 0

30,5 30

31 50

34,5 50
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2.3 Synthese authentischer Dinukleosidpolyphosphate

Um die Retentionszeiten und Eigenschaften der isolierten Fraktionen mit denen authentischer
Dinukleosidpolyphosphate vergleichen zu konnen, mussten diese synthetisch zur Verfiigung
stechen. Da im Gegensatz zu Gp,G, Ap3;G und ApsG nicht kommerziell zu erwerben sind,
mussten diese nach dem Verfahren, das von Jankowski et al. beschrieben wurde, synthetisiert
werden (Jankowski, 1998). AMP (25 mmol/l) und GMP (25 mmol/l) wurden in der Anwesenheit
von 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimid (2,5 mol/l), N-([2-Hydro-xyethyl]-
Piperazin-N'-[2-Ethansulfonsédure]) (HEPES) (2 mol/l) und Magnesiumchlorid (125 mmol/l)
gemischt und in Wasser gelost. Das Gemisch wurde bei 37°C und einem pH-Wert von 6,5 fiir 48
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch mittels Reversed-Phase-Chromatographie
(LiChroprep, 310 mm x 25 mm, 65-40 pm, Firma Merck, Deutschland) konzentriert. Die in
wissriger 40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung geldste Probe wurde mit einer Flussrate
von 2 ml/min auf die Sdule aufgetragen. Nach Spiilung der Sdule mit wéssriger 40 mmol/l
Triethylammoniumacetat-Losung erfolgte die Elution der Probe mit 30% Acetonitril in Wasser
bei einer Flussrate von 2 ml/min unter Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Die Fraktion
mit einer hohen UV-Absorption bei 254 nm wurde lyophilisiert und bei —80°C eingefroren. Bei
der anschlieBenden Displacement-Chromatographie wurden zwei Siulen (Supersphere, 300 mm
x 8 mm, 4 um, Firma Merck, Deutschland) in Reihe geschaltet. Die Fraktion der prédparativen
Reversed-Phase-Chromatographie wurde in wissriger 40 mmol/l  Triethylammoniumacetat-
Losung gelost und bei einer Flussrate von 50 upl/min auf die Sédule aufgetragen. Die
Displacement-Chromatographie erfolgte mit wéssriger 160 mmol/l n-Butanol und 40 mmol/l
Triethyl-ammoniumacetat-Losung als Displacer bei einer Flussrate von 50 ul/min unter
Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Die Grofe der gesammelten Fraktionen betrug jeweils
100 pl. Jede Fraktion der Displacement-Chromatographie wurde lyophilisiert und mittels
Anionenaustausch-Chromatographie =~ weiter  aufgetrennt. Bei der Anionenaustausch-
Chromatographie wurden die Fraktionen in 1 ml wissriger 20 mmol/l K;HPO4-Losung (pH 8)
gelost und bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf die Sdule (Mono Q, 100 x 10 mm, Firma
Pharmacia Biotech, USA) aufgetragen. Nach Spiilung der Sdule mit wassriger 20 mmol/l
K,HPOy4-Losung (pH 8, Laufmittel A) erfolgte die Elution der Probe im Gradientenmodus
(Tabelle 7) mit wissriger 20 mmol/l K;HPO,4 und 1 mol/l NaCl-Losung (pH 8, Losung B) bei
einer Flussrate von 0,5 ml/min. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels MALDI-
Massenspektrometrie und PSD-MALDI- Massenspektrometrie untersucht und die Dinukleo-

sidpolyphosphate Aps;G und ApsG identifiziert.
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Tabelle 7:  Gradient der Anionenaustausch-Chromatographie
Saule: Mono Q, 100 x 10 mm, Firma Pharmacia Biotech, USA
Probe: Fraktionen der Displacement-Chromatographie
Laufmittel A: wissrige 20 mmol/l K;HPO4-Losung
Laufmittel B: wissrige 20 mmol/l K;HPO4 und 1 mol/l NaCl-Losung
Flussrate: 0,5 ml/min

UV-Absorption: 254 nm

Zeit (min) Konzentration B (%)
0 0

10 5

100 35

105 40

2.4 Identifizierung der Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G

Die homogenen Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie (2.2.6) wurden mittels Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonisation Massenspektrometrie, Post-Source-Decay Matrix-Assisted

Laser Desorption/Ionisation Massenspektrometrie und enzymatischer Analytik untersucht.

2.4.1 Massenbestimmung mittels (PSD-) MALDI-Massenspektrometrie

Die entsalzten und lyophilisierten Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie wurden
mittels Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Massenspektrometrie und Post-Source-
Decay Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Massenspektrometrie (MALDI-/PSD-
MALDI-Massenspektrometrie) untersucht. Das Massenspektrometer (Reflex II, Firma Brucker,
Deutschland) wurde nach dem Verfahren von Hillenkamp und Karas (Hillenkamp, 1990)
betrieben, das hier kurz beschrieben wird. Die Konzentration der analysierten
Dinukleosidpolyphosphate betrug 1-10 umol/l in Wasser. 1 pl der Analysenlésung wurde mit 1
ul einer UV-absorbierenden Desorptionsmatrix gemischt (50 mg/ml 3-Hydroxypicolinsdure in
Wasser). Nachdem die Probe auf der inerten Metalloberfldche des Probentellers getrocknet war,

konnte dieser in das Massenspektrometer eingefiihrt werden. Durch den Impuls eines Stickstoff-
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Lasers (VSL-337 ND, Laser Science Inc., USA; Wellenlinge 337 nm, Impulsdauer 3 ns,
Durchmesser des Bestrahlungsfelds 50 um, Einfallswinkel 45° zur Trigeroberfliche) erfolgte die
Desorption der Probenionen. 10-20 Einzelspektren wurden zur Verbesserung des Signal-zu-
Rausch  Verhiltnisses aufsummiert. Zur Kalibrierung der Massenspektren wurde
Diadenosinhexaphosphat (ApeA) als externer Standard verwendet. Die Messungsgenauigkeit lag

in einem Bereich von +/- 0,3 Da.

2.4.2 Enzymatische Analytik

Aliquots der Dinukleosidpolyphosphate enthaltenden Fraktionen der Reversed-Phase-
Chromatographie wurden mittels enzymatischer Analytik untersucht. Ein Teil der Probe wurde
in 20 pl 10 mmol/l Tris-, 1 mmol/l ZnCl,- und 1 mmol/l MgCL-Puffer gelost und mit 1 mU
alkalischer Phosphatase (aus Darmmukosa vom Kalb, EC 3.1.3.1, Roche Molecular
Biochemicals, Deutschland) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Probe wurde in 20 ul 200
mmol/l Tris- und 20 mmol/l EDTA-Puffer (pH 7,4) gelost und mit 1 mU 3'-Phosphodiesterase
(aus Kalbsmilz, EC 3.1.16.1, Roche Molecular Biochemicals, Deutschland) fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. Ein Teil der Probe wurde in 20 pl 200 mmol/l Tris-Puffer (pH 8,9) gelost und mit 3
mU 5'-Phosphodiesterase (Crotalus durissus, EC 3.1.15.1, Roche Molecular Biochemicals,
Deutschland) 9 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Enzyme durch
einen Filter (10 kDa cut-off) abzentrifugiert und die Reaktion damit gestoppt. Die
Reaktionsprodukte wurden mittels MALDI-Massenspektrometrie nach der bereits in 2.4.1

beschriebenen Methode untersucht.



3. Ergebnisse 18

3. ERGEBNISSE

Aus menschlichem Nebenschilddriisengewebe konnten Dinukleosidpolyphosphate isoliert
werden. Fliissigkeitschromatographische Verfahren lieferten homogene Fraktionen, welche
mittels Matrix-assisted-Laser-Desorption/Ionisation-Massenspektrometrie, Post-source-decay-
Matrix-assisted-Laser-Desorption/Ionisation-Massenspektrometrie und enzymatischer Analytik
identifiziert werden konnten. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Isolierungs- und

Identifizierungsschritte von Ap3A, ApsG und Gp,G dargestellt.

3.1 Isolierung der Dinukleosidpolyphosphate

3.1.1 Mechanische Desintegration und Extraktion

Nach mechanischer Desintegration und Extraktion des Nebenschilddriisengewebes entstand ein

klarer Uberstand, der weiterverarbeitet wurde.

3.1.2 Priparative Reversed —Phase-Chromatographie

Der klare Uberstand des Nebenschilddriisengewebes wurde auf einer Reversed-Phase-Siule
(Methodik 2.2.3) chromatographiert. Bei der Elution zeigte sich bei einigen Fraktionen eine hohe

UV-Absorption bei 254 nm, diese wurden weiterverarbeitet.

3.1.3 Displacement-Chromatographie

Die Fraktion mit einer hohen UV-Absorption bei der prédparativen Reversed-Phase-
Chromatographie wurde mittels Displacement-Chromatographie weiter fraktioniert (Methodik
2.2.4). Die Elution erfolgte unter Detektion der UV-Absorption bei 254 nm. Das in Abbildung 2
gezeigte Chromatogramm zeigt die UV-Absorption der eluierenden Probe im Zeitraum von 0 bis

135 Minuten. Die in den folgenden Chromatographieschritten isolierten Dinukleosid-
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polyphosphate ApsG, ApsG und Gp,G sind in der Abbildung durch die Pfeile markiert. Die

GroBe der gesammelten eluierenden Fraktionen betrug jeweils 100 pl.
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Abbildung 2: Chromatogramm der Displacement-Chromatographie

Saule: Supersphere, 2,1 x 100 mm, 4 um, Firma Merck,
Deutschland

Probe: Fraktionen der prép. Reversed-Phase-Chromatographie

Laufmittel: 40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung

Displacer: 100 mmol/l n-Butanol in wissriger 40 mmol/I Tri-
ethylammoniumacetat-Losung

Flussrate: 50 pl/min

UV-Absorption: 254 nm

AU: relative Absorptionseinheiten

3.1.4 Analytische Anionenaustausch-Chromatographie

Samtliche Fraktionen der Displacement-Chromatographie wurden mittels Anionenaustausch-
Chromatographie weiter fraktioniert (Methodik 2.2.5). Die Chromatogramme der Fraktionen, aus

denen die Dinukleosidpolyphosphate Aps;A, ApsG und Gp,G isoliert werden konnten, sind in
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den Abbildungen 3-5 zu sehen. Abbildung 3 zeigt das Chromatogramm der im Zeitraum von 31-

32 Minuten eluierenden Fraktion der Displacement-Chromatographie (Siehe Abbildung 2).

Aufgetragen ist der zeitliche Verlauf der UV-Absorption bei 254 nm.
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Abbildung 3: Chromatogramm der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie

Saule:
Probe:

Laufmittel A:
Laufmittel B:
Flussrate:
Gradient:

UV-Absorption:
AU:

Mono Q HR 5/5, 50 x 5 mm, 10 pm, Firma Pharmacia
Biotech, USA

Fraktion (31-32 Minuten) der Displacement-Chromato-
graphie (Abbildung 2)

20 mmol/l K;HPO,4 in Wasser

20 mmol/l K;HPO,4 und 1 mol/l NaCl in Wasser

0,5 ml/min

0-10 min: 0-5% B; 10-100 min: 5-35% B; 100-105 min: 35-
40% B; 105-110 min: 40-100% B

254 nm

relative Absorptionseinheiten

Die nach 77-78 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat Ap;G

isoliert wurde, ist in der Abbildung durch einen Pfeil markiert.
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Abbildung 4 zeigt das Chromatogramm der im Zeitraum von 81-82 Minuten eluierenden

Fraktionen der Displacement-Chromatographie (Siehe Abbildung 2). Aufgetragen ist der

zeitliche Verlauf der UV-Absorption bei 254 nm.
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Abbildung 4: Chromatogramm der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie
Siule: Mono Q HR 5/5, 50 x 5 mm, 10 pum, Firma Pharmacia
Biotech, USA
Probe: Fraktionen (81-82 Minuten) der Displacement-Chromato-
graphie (Abbildung 2)
Laufmittel A: 20 mmol/l K;HPO, in Wasser
Laufmittel B: 20 mmol/l KoHPO,4 und 1 mol/l NaCl in Wasser
Flussrate: 0,5 ml/min
Gradient: 0-10 min: 0-5% B; 10-100 min: 5-35% B; 100-105 min:

UV-Absorption:
AU:

35-40% B; 105-110 min: 40-100% B
254 nm
relative Absorptionseinheiten

Die nach 19-20 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat ApsG

isoliert wurde, ist in der Abbildung durch einen Pfeil markiert.
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Abbildung 5 zeigt das Chromatogramm der im Zeitraum von 99-100 Minuten eluierenden
Fraktion der Displacement-Chromatographie (Siehe Abbildung 2). Aufgetragen ist der zeitliche
Verlauf der UV-Absorption bei 254 nm.
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Abbildung 5: Chromatogramm der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie

Saule: Mono Q HR 5/5, 50 x 5 mm, 10 um, Firma Pharmacia
Biotech, USA

Probe: Fraktion (99-100 Minuten) der Displacement-Chromato-
graphie (Abbildung 2)

Laufmittel A: 20 mmol/l K;HPO,4 in Wasser

Laufmittel B: 20 mmol/l KoHPO,4 und 1 mol/l NaCl in Wasser

Flussrate: 0,5 ml/min

Gradient: 0-10 min: 0-5% B; 10-100 min: 5-35% B; 100-105 min:

35-40% B; 105-110 min: 40-100% B
UV-Absorption: 254 nm
AU: relative Absorptionseinheiten

Die nach 51-56 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat Gp,G
isoliert wurde, ist in der Abbildung durch einen Pfeil markiert. Zum Vergleich der
Retentionszeiten wurden die authentischen Dinukleosidpolyphosphate ebenfalls iiber einen
Anionenaustauscher chromatographiert. Fraktionen mit einer hohen UV-Absorption bei 254 nm
und einer vergleichbaren Retentionszeit mit den Dinukleosidpolyphosphaten wurden mittels

Reversed-Phase-Chromatographie analysiert.
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3.1.5 Reversed-Phase-Chromatographie

Die Fraktionen der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie mit einer signifikanten
UV-Absorption bei 254 nm und einer mit der von authentischen Dinukleosidpolyphosphaten
vergleichbaren Retentionszeit, wurden {iiber eine Reversed-Phase-Sdule chromatographiert
(Methodik 2.2.6). Die Chromatogramme der Fraktionen, aus denen spiter die
Dinukleosidpolyphosphate Ap3A, ApsG und Gp,G isoliert werden konnten, sind in den
Abbildungen 6-8 zu sehen. Abbildung 6 zeigt das Chromatogramm der in Abbildung 3 nach 77-
78 Minuten eluierenden, durch einen Pfeil markierten Fraktion der analytischen

Anionenaustausch-Chromatographie.
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Abbildung 6: Chromatogramm der Reversed-Phase-Chromatographie

Saule: Supersphere, 250 x 4 mm, 4 um, Firma Merck,
Deutschland

Probe: Fraktion (77-78 Minuten) der analytischen Anionenaus-
tausch-Chromatographie (Abbildung 3)

Laufmittel A: 40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung

Laufmittel B: 100% Acetonitril

Flussrate: 0,5 ml/min

UV-Absorption: 254 nm

Gradient: 0-4 min: 0-1 % B; 4-50 min: 1-6 % B; 50-56 min: 6-60 %
B; 56-57 min: 60-80% B; 57-61 min: 80% B; 61-64 min:
80-0% B

AU: relative Absorptionseinheiten
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Die nach 41-42 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat Aps;G

isoliert wurde, ist in Abbildung 6 durch einen Pfeil markiert.

Abbildung 7 zeigt das Chromatogramm der nach 19-20 Minuten eluierenden, in Abbildung 4

durch einen Pfeil markierten Fraktion der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie.
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Abbildung 7: Chromatogramm der Reversed-Phase-Chromatographie

Saule:
Probe:

Laufmittel A:
Laufmittel B:
Flussrate:
Gradient:

UV-Absorption:
AU:

Supersphere, 250 x 4 mm, 4 pm, Firma Merck,
Deutschland

Fraktion (19-20 Minuten) der analytischen Anionenaus
tausch-Chromatographie (Abbildung 4)

40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung

100% Acetonitril

0,5 ml/min

0-4 min: 0-1 % B; 4-50 min: 1-6 % B; 50-56 min: 6-60 %
B; 56-57 min: 60-80% B; 57-61 min: 80% B; 61-64 min:
80-0% B

254 nm

relative Absorptionseinheiten

Die nach 53-54 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat ApsG

isoliert wurde, ist in Abbildung 7 durch einen Pfeil markiert.
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Abbildung 8 zeigt das Chromatogramm der nach 51-56 Minuten eluierenden, in Abbildung 5

durch einen Pfeil markierten Fraktion der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie.
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Abbildung 8: Chromatogramm der Reversed-Phase-Chromatographie

Saule:
Probe:

Laufmittel A:
Laufmittel B:
Flussrate:
Gradient:

UV-Absorption:
AU:

Supersphere, 250 x 4 mm, 4 um, Firma Merck,
Deutschland

Fraktion (51-56 Minuten) der analytischen Anionenaus-
tausch-Chromatographie (Abbildung 5)

40 mmol/l Triethylammoniumacetat-Losung

100% Acetonitril

0,5 ml/min

0-4 min: 0-1 % B; 4-50 min: 1-6 % B; 50-56 min:
6-60 % B; 56-57 min: 60-80% B; 57-61 min: 80% B;
61-64 min 80-0% B

254 nm

relative Absorptionseinheiten

Die nach 79-80 Minuten eluierende Fraktion, aus der das Dinukleosidpolyphosphat Gp,G

isoliert wurde, ist in der Abbildung durch einen Pfeil markiert. Fraktionen mit einer hohen UV-

Absorption bei 254 nm in der Reversed-Phase-Chromatographie wurden erneut auf einer

Reversed-Phase-Saule unter identischen Bedingungen chromatographiert.
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3.1.6 Homogenititsevaluation

Aliquots der Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie wurden zwecks Priifung auf
Homogenitit auf einer weiteren Reversed-Phase-Sédule chromatographiert (Methodik 2.2.7). Die
untersuchten Fraktionen zeigten nur einen Peak und waren somit als weitgehend homogen

anzusehen.

3.2  Identifikation der Dinukleosidpolyphosphate

Nachdem aufgrund der Chromatographie-Schritte davon auszugehen war, dass die resultierenden
Fraktionen homogen waren, wurden die Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie mit
einer hohen UV-Absorption bei 254 nm mittels Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation
Massenspektrometrie (MALDI-MS), Post-Source-Decay Matrix-assisted Laser
Desorption/Ionisation Massenspektrometrie (PSD-MALDI-MS) und enzymatischer Analytik
identifiziert. In den im Folgenden dargestellten Abbildungen (Abb. 9-13) wird die
Identifizierung von ApsG exemplarisch dargestellt, die Identifizierung von Ap3;G und Gp,G

erfolgte analog.

3.2.1 Massenbestimmung mittels MALDI-Massenspektrometrie und PSD-MALDI-
Massenspektrometrie

Die homogenen Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie (Abbildungen 6-8) wurden
mittels (PSD-) MALDI-Massenspektrometrie untersucht. Die MALDI-Massenspektrometrie
charakterisierte hierbei die Molekularmasse, die PSD-MALDI-Massenspektrometrie die Masse
der entstehenden Bruchstiicke. Tabelle 8 zeigt die Molekularmasse sowie die Masse der im PSD-
MALDI-Massenspektrum ermittelten Ionenfragmente. Das MALDI- und das PSD-MALDI
Massenspektrum werden in Abbildung 9 und 10 am Beispiel des ApsGs dargestellt, fiir die
Dinukleosidpolyphosphate ApsG und Gp.G fanden sich auch entsprechende Spektren. Im
MALDI-Massenspektrum (Abb. 9) zeigt sich ein Peak, entsprechend der Molekularmasse von
ApsG (934 kDa), im PSD-MALDI-Massenspektrum (Abbildung 10) zeigten sich mehrere

Peaks, entsprechend der Massen der Ionenfragmente von ApsG (Tabelle 8).
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Tabelle 8:  Molekularmassen der Ionenfragmente der PSD-MALDI-Massenspektro-

metrie
Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland
Proben: Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie
(Abbildungen 6-8)
Ionenfragment Gp2G (m/z) Ap3G (m/z) ApsG (m/z)
H* 1 1 1
A 136,7 136,5
G’ 152,2 151,9 152,4
A’+ CHO 164,8
G’+ CH 164,8
A’+ CHOCHOH 179,5
G’+CHCHOH 1943
A-2 H,O 231,7 233,1
G-2 H,O 248,5 259.9 2489
A-H,O 249.9 248,9
Gp;-H,O 3464
Api 348,8 349,1
Gp, 364,3 3644 365,1
Ap>-H,O 410,0
Gp2-H,O 430,1
Ap, 430,9 429,6
Gp2 445,1 446,3 4454
Gp2-H,O 4624
Molekulare Masse 709 773 934

Es konnte gezeigt werden, dass die in der PSD-MALDI-Massenspektrometrie ermittelten Peaks
den Massen der Ionenfragmente von ApsG, ApsG und Gp,G entsprachen. In Abbildung 9 ist das
MALDI-Massenspektrum der in Abbildung 7 durch einen Pfeil markierten, nach 53-54 Minuten
eluierenden Fraktion der Reversed-Phase-Chromatographie zu sehen. Auf der X-Achse ist die
Masse in Dalton und auf der Y-Achse die relative Intensitdt in einer willkiirlich gewihlten

Einheit dargestellt. Der Peak bei 934 Da entspricht der Molekularmasse von ApsG.
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Abbildung 9: MALDI-Massenspektrum von ApsG

Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland

Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-
Chromatographie (Abbildung 7)

Desorptionsmatrix: 50 mg/ml 3-Hydroxypicolinsidure

Impulsgeber: Stickstoff-Laser, A = 337 nm, Impulsdauer: 3 ns

In Abbildung 10 ist das PSD-MALDI-Massenspektrum der in Abbildung 7 durch einen Pfeil
markierten, nach 53-54 Minuten eluierenden Fraktion der Reversed-Phase-Chromatographie zu
sehen. Auf der X-Achse ist die Masse in Dalton und auf der Y-Achse die relative Intensitét in
einer willkiirlich gewdhlten Einheit dargestellt. Die entstehenden Bruchstiicke sind in der
Abbildung durch Pfeile markiert. Ihnen entsprechen die Massen der entstehenden
Ionenfragmente (Tabelle 8). Das PSD-MALDI Massenspektrum entsprach dem von
authentischem ApsG. Durch die spektrometrischen Untersuchungen wurde somit die
Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G in menschlichem Nebenschilddriisengewebe

nachgewiesen.
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Abb. 10: PSD-MALDI-Massenspektrum von ApsG

Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland

Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-
Chromatographie (Abbildung 7)

Desorptionsmatrix: 50 mg/ml 3-Hydroxypicolinsidure

Impulsgeber: Stickstoff-Laser, A = 337 nm, Impulsdauer: 3 ns

3.2.3 Enzymatische Analytik

Aliquots der Dinukleosidpolyphosphate enthaltenden Fraktionen der Reversed-Phase-
Chromatographie wurden mittels enzymatischer Analytik untersucht (Methodik 2.4.2). Teile der
Proben wurden jeweils mit alkalischer Phosphatase, 3'-Nukleotidase oder 5'-Nukleotidase
inkubiert. Die Proben wurden jeweils vor und nach Enzyminkubation mittels MALDI-
Massenspektrometrie untersucht. Die Messungsgenauigkeit lag in einem Bereich von +/- 0,3 Da.
Im Folgenden werden exemplarisch die MALDI-Massenspektren von ApsG gezeigt. Dies
entspricht der in Abbildung 7 durch einen Pfeil markierten, nach 53-54 Minuten eluierenden
Fraktion der Reversed-Phase-Chromatographie. Die Identifizierung der ApsG und Gp.G
enthaltenden Fraktionen mittels enzymatischer Analytik erfolgte analog. Abbildung 11 und 12
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zeigen die MALDI-Massenspektren der ApsG enthaltenden Fraktion vor und nach Inkubation
mit alkalischer Phosphatase. Auf der X-Achse ist die Masse in Dalton und auf der Y-Achse die

relative Intensitét in einer willkiirlich gewihlten Einheit dargestellt.
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Abb. 11: MALDI-Massenspektrum von ApsG vor Inkubation mit alkalischer

Phosphatase
Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland
Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-

Chromatographie (Abbildung 7)

Es zeigt sich wie auch im MALDI-Massenspektrum von authentischem ApsG nur ein Peak bei

934 Da.
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Abb. 12: MALDI-Massenspektrum von ApsG nach Inkubation mit alkalischer

Phosphatase
Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland
Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-

Chromatographie (Abbildung 7)

Es zeigt sich wie auch im MALDI-Massenspektrum von authentischem ApsG nur ein Peak bei

934 Da.

Abbildung 13 und 14 zeigen die MALDI-Massenspektren der ApsG enthaltenden Fraktionen vor
und nach Inkubation mit 3’-Nukleotidase. Auf der X-Achse ist die Masse in Dalton, auf der Y-
Achse die relative Intensitdt in einer willkiirlich gewihlten Einheit dargestellt. In diesen

Abbildungen zeigt sich wie bei authentischem ApsG nur ein Peak.
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Abb. 13/14: MALDI-Massenspektren von ApsG vor und nach Inkubation mit
3'-Nukleotidase
Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland
Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-
Chromatographie (Abbildung 7)
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Abbildungen 15 und 16 zeigen die MALDI-Massenspektren der ApsG enthaltenden Fraktion vor

und nach Inkubation mit 5'-Nukleotidase.
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Abb. 15/16: MALDI-Massenspektrum von ApsG vor und nach Inkubation mit
5'-Nukleotidase
Massenspektrometer: Reflex II, Fa. Bruker, Deutschland
Probe: Fraktion (53-54 Minuten) der Reversed-Phase-
Chromatographie (Abbildung 7)

Es zeigt sich ein nach der Inkubation in der Intensitit deutlich geminderter Peak bei 934 Da.
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4. DISKUSSION

Die Pathogenese der arteriellen Hypertonie ist vielschichtig. Gegenwirtig kann nur in ca. 5 — 10
% der Patienten mit arterieller Hypertonie eine auslosende Grunderkrankung gefunden werden
(Krautzig, 2001). Die verbleibenden 90-95% der Fille gelten als primire oder essentielle
Hypertonie. Den in der Nebenschilddriise produzierten und sezernierten Hormonen wird eine

Rolle bei der Pathogenese der arteriellen Hypertonie zugeschrieben.

Gairard et al. zeigten bereits 1982 in einem Tiermodel mit spontan hypertensiven ménnlichen
Sprague-Dawley-Ratten, dass eine operative Entfernung der Glandula parathyreoidea zu einem
Abfall des Blutdrucks fiihrt (Gairard, 1982). Erklédrt wurde dieses Phiinomen mit einer moglichen
Beeinflussung des Natrium-Haushalts in den Versuchstieren. In einer klinischen Studie wiesen
zudem Broulik et al. bei 86 Patienten mit einem primédren Hyperparathyreoidismus nach operativ
durchgefiihrter Parathyreoidektomie postoperativ einen statistisch signifikanten Abfall des
systolischen und diastolischen Blutdrucks nach (Broulik, 1985). Dies fiihrte zu der Vermutung,
dass die Nebenschilddriise moglicherweise Bildungsort vasoaktiv wirkender Substanzen sein
konnte. Renale Mechanismen seien nach Meinung der Autoren vermutlich bei Patienten mit
primdrem Hyperparathyreoidismus und arterieller Hypertonie &tiologisch nicht bedeutsam. Das
in der Nebenschilddriise synthetisierte und sezernierte Parathormon fiihrte zu einer Erh6hung des
Plasma Calciumspiegels. Wihrend eine Erhohung des Calciumspiegels mit einer Erh6hung des
Blutdrucks assoziiert war, fithrte das Parathormon iiber eine Erniedrigung der intrazelluldren
Calciumkonzentration zu einer Vasodilatation (Bukowski, 1995). Die Erhohung des Blutdrucks
bei einem primiren Hyperparathyroidismus konnte iiber die Wirkung des Parathormons aus

diesem Grund nicht erklart werden.

Pang et al. beschrieben erstmals einen ,Parathyroid Hypertensive Factor (PHF) in der
Nebenschilddriise spontan hypertensiver Ratten (Pang, 1989). In der von ihnen durchgefiihrten
Studie kam es nach Parathyreoidektomie spontan hypertensiver Ratten zu einem deutlichen
Abfall des mittleren arteriellen Drucks (MAD). Eine Transplantation der Nebenschilddriisen auf
normotensive Sprague-Dawley-Ratten fiihrte zu einem Anstieg des MADs. Die isolierte
Substanz PHF fiihrte nach Infusion im Gegensatz zu dem Parathormon bei zuvor normotensiven
Sprague-Dawley-Ratten zu einem Anstieg des MADs. Die Autoren sahen somit ihre Hypothese
bestitigt, dass eine bisher nicht charakterisierte Substanz PHF den Blutdruck von Sprague-

Dawley-Ratten malgeblich beeinflusste. Beim Menschen erfolgte die Isolierung eines
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,Parathyroid Hypertensive Factor* (PHF) durch Lewanczuk et al. bei Patienten mit einem
Hyperparathyreoidismus und einer arteriellen Hypertonie (Lewanczuk, 1993). Nach
Parathyreoidektomie kam es bei den Patienten postoperativ zu einem Verschwinden des
,,Parathyroid Hypertensive Factors* im Plasma sowie zu einem Abfall des Blutdrucks. Der Autor
folgerte, dass PHF bei der Entstehung eines arteriellen Hypertonus bei Patienten mit primirem

Hyperparathyreoidismus itiologisch bedeutsam sein konnte.

Der ,,Parathyroid Hypertensive Factor® ist in seiner Struktur noch nicht eindeutig definiert.
Dinukleosidpolyphosphate  konnen zu einer Konstriktion und Proliferation glatter
GefaBBmuskelzellen fithren und somit den GefiaBmuskeltonus erhohen (Schliiter 1996). Im
Rahmen der Arbeit wurde vermutet, dass endogene humorale Substanzen wie
Dinukleosidpolyphosphate dem PHF entsprechen konnten und somit fiir die Entstehung einer
arteriellen Hypertonie bei primdrem Hyperparathyreoidismus verantwortlich sein konnten. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Dinukleosidpolyphosphate ApsG, ApsG und Gp,G aus der
menschlichen Nebenschilddriise isoliert. Das fiir diese Studie verwendete Schilddriisengewebe
stammte von Patienten mit einem Hyperparathyroidismus und wurde ihnen im Rahmen einer
Parathyreoidektomie entnommen. Eine Verunreinigung der Prédparate durch Substanzen aus dem

angrenzenden Bindegewebe wurde durch moglichst genaue Priparation weitgehend vermieden.

Im Rahmen des Isolationsverfahrens wurden zunichst die Proteine durch Zugabe von
Perchlorsidure und anschlieende Zentrifugation aus dem Nebenschilddriisenextrakt entfernt, um
einen enzymatischen Abbau und eine Proteinbindung der Dinukleosidpolyphosphate zu
verhindern. Zur Entfernung polarer Substanzen wurde das deproteinierte Neben-
schilddriisenextrakt iiber eine Reversed-Phase-Chromatographie-Sédule fraktioniert. Durch
Zugabe des lonenpaarreagenzes Triethylammoniumacetat wurden die Bindungsstellen der
polaren Dinukleosidpolyphosphate maskiert und somit dessen Bindung an der apolaren
Sdulenmatrix ermdoglicht. Durch Spiilung der Sédule mit 40 mmol/l Triethylammoniumacetat
wurden nicht an der Séule retendierte Substanzen entfernt. Die Elution der gebundenen
Substanzen erfolgte durch das Auftragen einer 20%igen Acetonitril-Losung. Das Eluat der
Reversed-Phase-Chromatographie konnte mittels Displacement-Chromatographie weiter
separiert werden. Ein Vorteil der Displacement-Chromatographie bestand darin, dass im
Gegensatz zur konventionellen Chromatographie grofere Substanzmengen in einem Durchlauf
getrennt werden konnten. 40 mmol/l Triethylammoniumacetat hatte sich als optimale

Trigerlosung erwiesen, da sie die Bindung der Dinukleosidpolyphosphate an der stationdren
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Phase sicherstellte. Bei der Displacement-Chromatographie kam es zum Konkurrieren der
einzelnen Probensubstanzen um die apolaren Bindungsstellen der stationiren Phase. Bei der
Substanz mit der hochsten Affinitdt zur apolaren Sdulenmatrix erfolgte die Bindung bereits am
Sdulenanfang, die Substanzen mit einem niedrigeren Bindungsvermogen folgten in Abhéngigkeit
von ihrer Affinitit zu den Bindungsstellen. In den einzelnen Bindungszonen waren die
verschiedenen Substanzen in hoher Konzentration angereichert, wobei die Konzentration mit
dem Bindungsvermogen an die Siule anstieg. Als optimale Fraktionsgroe wurde eine
FraktionsgroBe gewdhlt, die nach Auftragen auf die Sdule etwa 50-80 % der
Sdulenbindungskapazitit besetzte. Bei zu kleiner Fraktionsgroe konnten die einzelnen
entstehenden Banden aufgrund ihrer geringen Breite schlecht gegeneinander abgegrenzt werden,
sie wiirden stark zur Uberlappung neigen. Bei einer Uberladung der Siule mit einer zu groRen
Probenfraktion konnten sich die Banden nicht ausbilden. Bei der Wahl der mobilen Phase und
des Displacers musste die molekulare Struktur der zu isolierenden Substanzen beriicksichtige
werden. Die Wahl von n-Butanol als Displacer erfolgte aus folgenden Griinden: Zum einen
besal} es eine stirkere Affinitit zur stationdren Phase als die Dinukleosidpolyphosphate, zum
anderen reagiert es mit keinem der Probenbestandteile. Aulerdem lie3 es sich problemlos durch
Lyophilisierung der eluierten Probe entfernen. Durch das Auftragen des Displacers n-Butanol
auf die Sdule wurden die retendierten Molekiile aus ihrer Bindung mit der Saulenmatrix
verdringt. Aufgrund der intermolekularen Wechselwirkungen zwischen der Sdulenmatrix, der
Probensubstanzen und des Displacers wihrend der Elution kam es zur Entstehung eines
Flussgleichgewichts. Die im Vergleich zur konventionellen Chromatographie geringe Flussrate
wurde gewihlt, weil sich das Bindungsgleichgewicht zwischen stationidrer Phase und bindenden
Substanzen aus der stationdren Phase einstellen konnte. Die Elution der Substanzen erfolgte in
Abhidngigkeit von ihrem Bindungsvermogen zur Sdule. Die Substanzen mit dem groften
Bindungsvermogen zur Siule, welche bereits am Sduleneingang gebunden waren, eluierten
zuerst, da sie zuerst in Kontakt mit dem Displacer kamen. Die einzelnen
Dinukleosidpolyphosphat-enthaltenden Fraktionen der Displacement-Chromatographie wurden
mittels Anionenaustausch-Chromatographie weiter aufgetrennt. Hierbei diente 20 mmol/l
K,HPO4-Losung als Trigersubstanz und 20 mmol/l K;HPO4 und 1 mol/l NaCl in Wasser als
Elutionsmittel. Die authentischen Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G wurden
unter identischen Bedingungen auf der Anionenaustauschsdule chromatographiert. Um polare
Substanzen zu entfernen, wurden die Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie iiber
eine Reversed-Phase-Sdule chromatographiert. Durch Zugabe des Ionenpaarreagenz

Triethylammoniumacetat wurden die Bindungsstellen der polaren Dinukleosidpolyphosphate
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maskiert und somit dessen Bindung an der apolaren Sdulenmatrix ermoglicht. Durch Spiilung der
Sdule mit 40 mmol/l Triethylammoniumacetat wurden nicht an die Séule bindende Substanzen
entfernt. Die Elution der gebundenen Substanzen erfolgte durch das Auftragen von 100 %
Acetonitril, welches mit der hydrophoben Sidulenmatrix um die Bindung zu den gebundenen
Substanzen konkurrierte. Um eine grolere Homogenitit der Fraktionen zu gewihrleisten,
wurden die Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie erneut unter identischen

Bedingungen auf einer Reversed-Phase-Chromatographie-Sdule chromatographiert.

Aus den resultierenden homogenen Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie konnten
die Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G mittels MALDI-Massenspektrometrie
(engl. ,,matrix-assisted laser desorption/ionisation mass spectrometry®) identifiziert werden.
Nach Ionisation des Molekiils erfolgte die Bestimmung der Masse des beim lonisationsprozess
gebildeten Ions und des resultierenden Zerfallsprodukts im Hochvakuum mit Hilfe des
Fragment-Massenspektrums. Da bei der Fragmentierung des Molekiils die Struktur der einzelnen
Bruchstiicke erhalten blieb, konnte iiber die Detektion der Molekiilbruchstiicke und des
vollstindigen Molekiils die Substanz identifiziert werden (Kaufmann, 1994). Die MALDI-
Massenspektren waren vergleichbar mit denen der authentischen Substanzen. Uber ihr

Massenspektrum wurden die Dinukleosidpolyphosphate Aps;G, ApsG und Gp,G identifiziert.

Fir Dinukleosidpolyphosphate typischen intramolekularen Bindungen konnten mittels
enzymatischer Diagnostik in den homogenen Fraktionen der Anionenaustausch-
Chromatographie detektiert werden. Die Fraktionen wurden mit 5’-Nukleotidase, 3’-
Nukleotidase = und  alkalischer =~ Phosphatase  inkubiert. =~ 5’-Nukleotidase  spaltet
Phosphoesterbindungen an der 5° Position von Nukleosidgruppen, 3’-Nukleotidase spaltet
Phosphoesterbindungen an der 3’ Position von Nukleosidgruppen, alkalische Phosphatase spaltet
terminale Phosphatgruppen. Die Spaltungsprodukte, die aus der enzymatischen Spaltung der
homogenen Fraktionen mit 5’-Nukleotidase resultierten, wurden mittels Anionenaustausch-
Chromatographie identifiziert. Hierbei wurden die Retentionszeiten der eluierenden
Dinukleosidpolyphosphaten mit den Retentionszeiten der gespaltenen authentischen Substanzen
verglichen. Die Inkubation der Dinukleotidpolyphosphate mit 5’-Nukleotidase fiihrte zur
Molekiilspaltung, sichtbar an einem verminderten Peak der Substanz im Massenspektrum (Abb.
15-16). Die Inkubation der Dinukleosidpolyphosphate mit 3’-Nukleotidase und alkalischer
Phosphatase fiihrte nicht zu Spaltungsreaktionen (Abb. 11-14). Die untersuchten Fraktionen
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enthielten demzufolge wie Dinukleosidpolyphosphate Phosphoesterbindungen in 5’-Position,

jedoch keine Phosphoesterbindungen in 3’-Position und keine terminalen Phosphatgruppen.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig die Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und
Gp,G aus menschlichem Nebenschilddriisengewebe isoliert. Wihrend die Wirkung der
Dinukleosidpolyphosphate im Tierversuch gut beschrieben ist, miissten die Wirkungen auf den
menschlichen Organismus noch zukiinftig geklidrt werden. So wiesen Schliiter et al.
vasokontriktorische und —proliferative Effekte von Dinukleosidpolyphosphaten an isoliert
perfundierten Rattennieren und glatten GefidBmuskelzellen in-vitro nach (Schliiter, 1994,
Schliiter, 1996). Der Effekt variierte jedoch innerhalb der Dinukleosidpolyphosphate abhingig
von der Art der beteiligten Nukleoside (Guanosin oder Adenosin) und der Linge der sie

verbindenden Phosphatkette.

Schliiter et al. zeigten bereits, dass die in dieser Arbeit isolierte Substanz Aps;G an der isoliert
perfundierten Rattenniere zu einer Vasokonstriktion fiihrte. AuBBerdem steigerte die Substanz die
Proliferation von kultivierten glatten GefdBmuskelzellen (Schliiter, 1998). Auch ApsG fiihrte im
Tierversuch zu einer Vasokonstriktion an isoliert perfundierten Rattennieren (van der Giet,
2001). Die vasokonstriktorische Wirkung lie3 sich durch die P,x-Rezeptorantagonisten Suramin
und Pyridoxalphosphat-6-Azophenyl-2,4-Disulfonsédure inhibieren, so dass anzunehmen ist, dass
die durch ApsG hervorgerufene Vasokonstriktion in der Nierenstrombahn der Ratte iiber Pyx-
Rezeptoren vermittelt wurde. P,x-Rezeptoren konnten nur iiber Dinukleosidpolyphosphate
aktiviert werden, die zumindest ein Adenosin enthielten. ApsG fiihrte an der nach Langendorff
perfundierten Ratte zu einer dosisabhingigen Dilatation der Koronararterien mit einem Abfall
des koronaren Perfusionsdrucks (van der Giet, 2002). Der durch ApsG hervorgerufene Effekt
lieB sich durch den Py()-Rezeptorantagonisten 2’-Desoxy-N(6)-Methyl-Adenosin 3, 5’-
Diphosphat Diammonium inhibieren, so dass anzunehmen war, dass die durch ApsA
hervorgerufene Koronardilatation tiber P,y(j-Rezeptoren vermittelt wurde. ApsG forderte zudem
die Proliferation von kultivierten glatten GefdBmuskelzellen (Schliiter, 1998). Jankowski et al.
zeigten, dass aus humanen Thrombozyten isoliertes Gp,G die Proliferationsrate kultivierter
glatter GefdBmuskelzellen erhoht (Jankowski, 2001). Angaben zu einer induzierten
Vasokonstriktion durch Gp,G finden sich bisher nicht. Mogliche Effekte der in dieser Arbeit
isolierten und identifizierten Dinukleosidpolyphosphate Aps:G, ApsG und Gp,G wiren somit
bekannt. Die fiir einen signifikanten Blutdruckanstieg im menschlichen Organismus notwendige

Plasma-Konzentration der jeweiligen Dinukleosidpolyphosphate ist nicht bekannt und miisste
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bestimmt werden, um den anteiligen Effekt der Dinukleosidpolyphosphate an einer arteriellen

Hypertonie abschitzen zu konnen.

Die Frage, ob die von uns isolierten Dinukleosidpolyphosphate dem ,,Parathyroid Hypertensive
Factor* (PHF) entsprechen, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieend beantwortet werden.
Eine Erhohung des arteriellen Blutdruckes ist bei primidrem Hyperparathyreoidismus
beschrieben. Die in dieser Arbeit isolierten Dinukleosidpolyphosphate stammten aus den
Nebenschilddriisen ~ von  parathyreoidektomierten = Patienten  mit einem  primédren
Hyperparathyreoidismus. Pang et al. zeigten dass der von ihnen benannte fiktive ,,Parathyroid
Hypertensive Factor® die Calcium-Aufnahme in glatten GefidBmuskelzellen forderte. Die
Autoren erklirten hiermit den Anstieg des arteriellen Blutdrucks in spontan hypertensiven Ratten
(Pang, 1990). Ebenso wie PHF fiihrt auch beispielsweise ApsG zu einer Erhohung der
intrazelluldren Calcium-Konzentration in glatten GefdBmuskelzellen (van der Giet, 2001). Dies
unterstiitzt die Theorie, dass Dinukleosidpolyphosphate eine Mitbeteiligung an der Blutdruck
erhohenden Wirkung von PHF haben. Benishin et al beschrieben PHF als eine Substanz mit
einer Molekularmasse von etwa 2,5-3 kDa (Benishin, 1991). Obwohl die in dieser Arbeit
gefundenen Dinukleosidpolyphosphate alle eine Masse unter 1 kDa haben, wiére aufgrund der
unbekannten Struktur von PHF ein Zusammenhang moglich. Moglicherweise liegen
unterschiedliche Varianten des PHFs vor, abhingig davon, ob er aus tierischem oder
menschlichem Gewebe stammt. Moglich wiéren auch unterschiedliche vasokonstriktorische

wirkende endogene Substanzen.

Limitationen der Arbeit sind, dass die Verarbeitung der menschlichen Nebenschilddriisen in
einer gesammelten Fraktion erfolgte und eine Zuordnung des Ergebnisses zu einzelnen Patienten
mit unterschiedlich ausgepriagtem Befund somit nicht moglich war. Dariiber hinaus wurde nicht
untersucht, ob sich eine bestehende arterielle Hypertonie nach Parathyreoidektomie besserte und
es zusdtzlich zu einem Abfall der systemischen Konzentration der Dinukleosidpolyphosphate
kam. Da in der vorliegenden Studie kein Gewebe eines gesunden menschlichen
Vergleichskollektivs untersucht wurde, konnte keine Aussage {iiber ein mogliches
physiologisches Vorkommen von Dinukleosidpolyphosphaten in gesundem Nebenschilddriisen-
gewebe getroffen werden. Weiterfithrende Studien sollten zeigen, ob die Konzentration der in
dieser Arbeit isolierten Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G ausreichen wiirde, die
im Tierversuch demonstrierten Effekte im menschlichen Organismus hervorzurufen. Des

Weiteren muss in Zukunft untersucht werden, ob parathyreoidale Adenome oder hyperplastische
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Nebenschilddriisen vermehrt Dinukleosidpolyphosphate bilden oder sezernieren. In weiteren
klinischen Studien muss zudem bei Patienten mit arterieller Hypertonie untersucht werden, ob
tatsdchlich eine signifikant hohere Produktion und Sezernierung von Dinukleosidpolyphosphaten

in der Nebenschilddriise nachweisbar ist.

In dieser Arbeit wurden die Dinukleosidpolyphosphate Ap:G, ApsG und Gp.G aus
menschlichem Nebenschilddriisengewebe isoliert und identifiziert. Es ist zu vermuten, dass ein
Zusammenhang zwischen den Dinukleosidpolyphosphate und der arteriellen Hypertonie bei
Hyperparathyreoidisus  besteht. Normwerte fiir physiologische Konzentrationen von
Dinukleosidpolyphosphaten in gesunden Nebenschilddriisen konnen aus ethischen Griinden
nicht ermittelt werden. Eine erneute Untersuchung von erkranktem menschlichem
Nebenschilddriisengewebe mit Korrelation zwischen klinischer Symptomatik vor und nach
Parathyreoidektomie sowie den Konzentrationen der Dinukleosidpolyphosphate im Resektat
wiren durchfiihrbar. Ebenso sollte im Tierversuch und an Zellkulturen die vasokonstriktorische
und proliferationsfordernde  Wirkung der isolierten Dinukleosidpolyphosphate untersucht
werden. Sollte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Dinukleosidpolyphosphate an der
Entstehung einer arteriellen Hypertonie beteiligt sind, konnten moglicherweise selektive

Rezeptorblocker zur gezielten Behandlung der Hypertonie eingesetzt werden.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Die Atiologie der essentiellen Hypertonie ist multifaktoriell; viele der involvierten Faktoren sind
bislang noch unbekannt. Griinde fiir eine Erhohung des arteriellen Blutdrucks konnten unter
anderem endogene bisher unbekannte vasoaktive Mediatoren sein.

Die Nebenschilddriise ist Ort der Synthese und Sekretion unterschiedlicher Hormone. So ist das
in der Nebenschilddriise gebildete Parathormon fiir die Regulation des Calciumhaushalts
verantwortlich. Patienten mit primdrem Hyperparathyreoidismus entwickeln eine arterielle
Hypertonie. Nachdem in vorhergehenden Studien gezeigt worden war, dass Parathormon nicht
ursdchlich  fiir eine Erhohung des arteriellen Blutdrucks bei Patienten mit
Hyperparathyreoidismus war, konnte in Tierversuchen ein Zusammenhang zwischen dem
hypothetischen ,,Parathyroid Hypertensive Factor (PHF) und der arteriellen Hypertonie
nachgewiesen werden. Der ,,Parathyroid Hypertensive Factor wurde in seiner Struktur bisher
nicht genau identifiziert, obwohl mehrere Hypothesen zur Form und GroBe der Substanz
aufgestellt wurden.

In den letzten Jahren sind Dinukleosidpolyphosphate, eine Gruppe endogener Mediatoren, aus
tierischen und menschlichen Geweben isoliert worden. Dinukleosidpolyphosphate haben einen
Einfluss auf den Tonus und die Proliferationsrate glatter GefiBBmuskelzellen. Dinukleosid-
polyphosphate konnten somit einen Einfluss auf die Pathogenese der arteriellen Hypertonie
haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden Dinukleosidpolyphosphate aus Nebenschilddriisengewebe
isoliert. Das Nebenschilddriisengewebe entstammte Patienten, die aufgrund eines primiren
Hyperparathyreoidismus parathyreoidektomiert wurden. Nach mechanischer Desintegration und
Deproteinierung wurden mittels unterschiedlicher chromatographischer Verfahren homogene
Fraktionen erhalten. Die zu Grunde liegenden Substanzen wurden mittels Massenspektrometrie,
Vergleich der Retentionszeiten mit den authentischen Substanzen und enzymatischer Analytik
analysiert. Mit diesen Methoden konnten die Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp,G
in menschlichem Nebenschilddriisengewebe nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Arbeit kann
vermutet werden, dass diese Dinukleosidpolyphosphate bei einem Teil der Patienten mit
Hyperparathyreoidismus fiir die arterielle Hypertonie verantwortlich sein konnten. In
weiterfiihrenden Studien sollte der Gehalt der Dinukleosidpolyphosphate Ap;G, ApsG und Gp.G
bei Patienten mit und ohne Hyperparathyreoidismus bestimmt werden. Hierdurch konnte
moglicherweise ein neuer therapeutischer Ansatz zur Therapie der arteriellen Hypertonie

entwickelt werden.
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7. ANHANG

7.1  Chemikalien/Enzyme

Acetonitril Firma Merck, Deutschland

HPLC Wasser Firma Merck, Deutschland

Sonstige Chemikalien Firma Sigma-Aldrich, Deutschland

EC 3.1.3.1 Firma Roche Molecular Biochemicals, Deutschland
EC 3.1.16.1 Firma Roche Molecular Biochemicals, Deutschland
EC 3.1.15.1 Firma Roche Molecular Biochemicals, Deutschland
7.2 Geriite

Chromatographiesiulen:

LiChroprep, 310 mm x 65 mm, 65-40 um
Supersphere, 2,1 mm x 100 mm, 4 um
Mono Q HR 5/5, 50 mm x 5 mm, 10 um
Supersphere, 250 mm x 4 mm, 4 um
Poros, R 2/H, 2,1 mm x 100 mm
LiChroprep, 310 mm x 25 mm, 65-40 um
Supersphere, 300 mm x 8 mm, 4 um

Mono Q, 100 x 10 mm

Sonstiges:

Massenspektrometer Reflex 11

Stickstoff-Lasers, VSL-337 ND

Firma Merck, Deutschland

Firma Merck, Deutschland

Firma Pharmacia Biotech, USA
Firma Merck, Deutschland

Firma Perseptive Biosystems, USA
Firma Merck, Deutschland

Firma Merck, Deutschland

Firma Pharmacia Biotech, USA

Firma Brucker, Deutschland

Firma Laser Science Inc., USA
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7.3  Abkiirzungen

ACN
al.
AMP
Ap2A
ApsA
ApcA
Ap,G
AU

Da
EDTA
EPH
GMP
Gp.G
HCL
HEPES
H,O
HPLC
KDa
K,HPO4
K,ClO4
KHK
KOH
MALDI
MgCl,

um
mm
mM
mmol
pmol

mU

Acetonitril

alteri

Adenosinmonophosphat
Diadenosindiphosphat
Diadenosintetraphosphat
Diadenosinhexaphosphat
Adenosinguanosindiphosphat
Absorptionseinheit

Dalton

Ethylendiamintetraessigsidure

Odem (Edema), Proteinurie, Hypertonie
Guanosinmonophosphat
Diguanosindiphosphat

Salzsédure
N-([2-hydroxyethyl]-piperazin-N'-[2-ethansulfonsédure])
Wasser

High Performance Liquid Chromatographie
Kilodalton

Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumperchlorat

Koronare Herzkrankheit
Kaliumhydroxid

Matrix-assisted laser desorption/ionisation
Magnesiumchlorid

Mikroliter

Mikrometer

Millimeter

Millimolar

Millimolar

Mikromol

Milliunit
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NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NH4Ac Ammoniumacetat

nm Nanometer

NO Stickstofffmonoxid

ns Nanosekunden

pAVK peripher arterielle Verschlusskrankheit

PPADS Pyridoxalphosphat—6—azophenyl-2;4-disulfonsiure
PSD-MALDI post-source-decay Matrix-assisted laser desorption/ionisation
TBA Tetrabutyl-Ammoniumhydrogensulfat

TEAA Triethylammoniumacetat

U Umdrehungen
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
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