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Standard error of the mean
Time-of-flight
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1 Einleitung

1.1 Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz (eng: ,,chronic kidney disease* (CKD)) ist definiert als pro-
grediente, irreversible Schiadigung der Nierenfunktion. Die irreversible Schadigung der Niere
fiihrt zu einer Insuffizienz des Organs und bedingt eine verringerte Regulation des Wasser-,
Elektrolyt-, Sdure-Basen-Haushalts und der endokrinologischen Regulationen. Die Schédi-
gung des Nierengewebes fiihrt zu einer eingeschrinkten Ausscheidung harnpflichtiger Sub-
stanzen, den so genannten Urdmietoxinen, wodurch weitere Organschidden bedingt werden
(1). Eine Nierenerkrankung manifestiert sich durch eine Proteinurie und/oder einer einge-
schrinkten glomeruldren Filtrationsrate (GFR) unter 60 ml/min pro 1,73m” Kérperoberfliche,
die mehr als 3 Monate besteht. In Tabelle 1 sind die Stadieneinteilungen der chronischen Nie-
reninsuffizienz nach der glomeruliren Filtrationsrate und das Ausmal} der Niereninsuffizienz

in den verschiedenen Stadien der CKD aufgefiihrt (2).

Tabelle 1: Einteilung der Stadien der chronischen Niereninsuffizienz aufgrund der glomeruldren Filt-
rationsrate laut National Kidney Foundation (2)

. Glomeruléare Filtrationsrate . .
Stadium [ml/min/1,73m?] Beschreibung der Stadien
Strukturelle oder funktionelle Nierenstérung bei
I >89 . :
normaler Nierenfunktion
II 60-89 Nierenerkrankung mit reduzierter GFR
I 30-59 Nierenerkrankung mit deutlich reduzierter GFR
v 15-29 Nierenerkrankung mit stark reduzierter GFR
v <15 terminale Niereninsuffizienz

Eine frithzeitige Diagnostizierung der Erkrankung ist von besonderer Relevanz, da nur hier-
durch friihzeitig eine geeignete Therapie begonnen werden kann (3). Je frither die Erkrankung
diagnostiziert wird, desto wahrscheinlicher ist es, eine weitere Progression zu verhindern oder
zumindest deutlich zu verlangsamen (4, 5). Bei ausbleibender Therapie fiihrt die terminale

Niereninsuffizienz zum Tode des Patienten.
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1.2  Atiologie der chronischen Niereninsuffizienz

Eine beginnende Niereninsuffizienz (Stadium I, Stadium II, Stadium III) kann jedoch gegen-
wartig aufgrund fehlender Verfiigbarkeit valider Biomarker nicht, beziehungsweise nur unzu-
reichend diagnostiziert werden (6). Daher erfolgt die Einteilung gegenwértig noch symptoma-
tisch, wobei die Niereninsuffizienz in Friih-, Spét-, und terminale Symptome unterteilt wird.
Zu den Frithsymptomen gehdren eine vermehrte Urinausscheidung, Hypertonie, Odeme in
den unteren Extremititen und dysurische Beschwerden (7). Zu den Spéatsymptomen gehoren
erhohte Miidigkeit, Sehstorungen, Erbrechen, Hautjucken, Priasthesien und Muskelfibrillieren.
Die terminale Symptomatik ist durch Erbrechen, Atemnot, urdmischer Fotor, Rhythmussto-
rungen, Riickgang der Urinmenge sowie Krampfen und Koma zu diagnostisieren (7).

Da bei einer groBBen Anzahl von Erkrankten die bestehende Niereninsuffizienz weiterhin nicht
diagnostiziert wird, sind zuverldssige Angaben zur Privalenz der chronischen Niereninsuffi-
zienz gegenwirtig nicht vorhanden. Die prozentuelle Verteilung der Grunderkrankungen zum

Zeitpunkt des Beginns einer Nierenersatztherapie ist in Abbildung 1 gezeigt.

Verschiedene

11%

Vaskuldre Erkrankungen
23%

Intersitielle Nephritis

7%
Hereditire/Kongenitale

5%
Glomerulonephritis

10%

| Diabetes Mellitus
Typ L, 3%

Systemerkrankung

Diabetes Mellitus Typ 11,
12%

29%

Abbildung 1: Diagnoseverteilung der Erkrankungen von Patienten bei Therapiebeginn (Inzidenz)
(8).

Im Jahr 2008 war die diabetische Nephropathie mit 32% die hiufigste Ursache der terminalen

Niereninsuffizienz, gefolgt von der vaskuldren Nephropathie mit 23%. Die diabetische Neph-

ropathie und die vaskulidre Nephropathie umfasst 55% der Patienten, die mit eine Nierener-
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satztherapie beginnen (8). Die diabetische Nephropathie und die vaskulidre Nephropathie sind
unter anderem Folge der arteriellen Hypertonie, welche nicht nur urséchlich, sondern auch
progressiv fiir den Verlust der Nierenfunktion verantworten ist. Weitere ursédchliche Faktoren
der chronischen Nierenerkrankung ist die chronische Glomerulonephritis (9), aus bisher un-
bekannten Griinden wird aus einer Entziindung des Nierengewebes eine auf das gesamte Nie-
rengewebe iibergreifende Glomerulonephritis. Die Ursachen der chronischen Glomeruloneph-
ritis sind weitestgehend ungekannt, sicher ist jedoch, dass die chronische Glomerulonephritis
wenn diese nicht therapiert wird, zur chronischen Niereninsuffizienz fiihrt (10, 11). Auch
konnen interstitielle Nephritis, Zystennieren sowie Systemerkrankungen wie z. B. Amyloido-
se oder systemischer Lupus Erythematodes in einer chronischer Niereninsuffizienz miinden
(7). In 11% der Fille kann gegenwirtig keine Ursache der terminalen Niereninsuffizienz di-
agnostiziert werden (12). Die Progression der chronischen Niereninsuffizienz scheint auch
durch genetische Faktoren bestimmt zu sein (13). Des Weiteren konnen Einfliisse des indivi-
duellen Lebenstills wie Adipositas (14), Nikotinabusus (15, 16) oder chronische Einnahme
von Medikamenten (Aspirin und/oder Paracetamol) (17) eine Beschleunigung der Progression
bewirken. Von Relevanz fiir den Verlauf der Erkrankung ist neben einer frithzeitigen Diagno-
se eine geeignete Therapie. Die Therapie ist dabei nicht nur von der Art der Grunderkran-

kung, sondern auch im Besonderen vom Stadium der chronischen Niereninsuffizienz abhén-

gig (7).

1.3 Chronische Niereninsuffizienz in der Bundesrepublik Deutschland

In Deutschland leiden derzeit {iber 2 Millionen Patienten an einer chronischen Niereninsuffi-
zienz (Abbildung 2) (18). Exakte Zahlen liegen hierfiir nur bis zum Jahre 2007 vor. In den
nichsten Jahren wird ein deutlicher Anstieg der Anzahl der behandlungspflichtigen chro-
nisch-niereninsuffizienter Patienten im Stadium V erwartet (18). Weltweit liegt die Pravalenz

von CKD bei 11% der Bevolkerung, mit einer steigender Tendenz (19, 20).
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Abbildung 2: Anzahl dialysepflichtiger Patienten in den Jahren 1995 — 2006 (extrapoliert bis zum

Jahre 2008) in Deutschland (18)

1.4 Soziodkonomische Kosten

Die Behandlungskosten der chronischen Niereninsuffizienz haben sich in den letzten Jahr-

zehnten zu einem bedeutsamen soziodkonomischen Problem entwickelt. Die Behandlungs-

kosten der Population mit praterminaler (Stadium III-IV) und terminaler (Stadium V) Nieren-

insuffizienz mit den gegenwirtigen Therapieoptionen ist sowohl fiir den einzelnen Patienten,

als auch fiir die Gesamtbevolkerung iiberproportional hoch. Fiir Westeuropa entstehen Kosten

von bis zu 30.000 € (Transplantation) bzw. 60.000 bis 80.000 € (Dialyse) pro Patientenjahr.

Tabelle 2 zeigt die geschitzten jahrlichen Behandlungskosten die in Deutschland 2005 ent-

standen sind.

Tabelle 2: Geschitzte jahrliche Behandlungskosten in Deutschland in 2005 in Euro (€)

. . . . Kosten/
Stadium der chrc_)n_lschen Nierenin- Jahr/ Patienten (n) Kosten (€)
suffizienz .

Patient
Stadium III und Stadium IV 6.000 4.000.000 24.000.000.000
Stadium V (vor Dialyse) 60.000 63.000 4.000.000.000
Stadium V (Nierentransplantation) 30.000 24.000 700.000.000

Gesamtpopulation mit Risiko eines

1.000 20.000.000 20.000.000.000

CV Todes

TOTAL

48.700.000.000
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1.5  Chronische Niereninsuffizienz und kardiovaskulare Erkrankungen: Ein Circulus
vitiosus

Die chronische Niereninsuffizienz stellt ein unabhingiges kardiovaskulédres Risiko dar (21),
wobei die arterielle Hypertonie einerseits Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz ist
(22, 23), andererseits eine sekundir Erkrankung der chronischen Niereninsuffizienz darstellt.
Abhingig von der renalen Grunderkrankung, dem Alter, dem Schweregrad der Niereninsuffi-
zienz und dem Ausmal} der Proteinurie liegt bei 50-90% der chronisch-niereninsuffizienten
Patienten eine arterielle Hypertonie (24) vor. Chronisch-niereninsuffiziente Patienten leiden
regelhaft an kardiovaskuldren Begleiterkrankungen, die im Vergleich zu den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen der Allgemeinbevolkerung, eine stark beschleunigte Progredienz zeigen und
die Haupttodesursache der chronisch-niereninsuffizienten Patienten darstellt. Trotz Einsetzen
antihypertensiver Therapien ist eine kardiovaskuldre Erkrankung in Folge, die hdufigste To-
desursache chronisch-niereninsuffizienter Patienten (25, 26). So bestétigt eine Metaanalyse
von 85 Studien den Zusammenhang zwischen einer Niereninsuffizienz und einer kardiovasku-
liren Erkrankung (27). Aufgrund der gegenwirtigen Daten- und Erkenntnislage ist davon
auszugehen, dass eine bislang nicht identifizierte Gruppe von Mediatoren fiir die Genese kar-
diovaskuldrer Erkrankungen chronisch-niereninsuffizienter Patienten ursdchlich ist. Die
Kenntnis der Mediatoren, die an physiologischen und pathophysiologischen Regulationen
beteiligt sind, ist wesentlich, um Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz zu finden, um
mit diesem Wissen neue Behandlungstherapien zu entwickeln.

MutmaBlich sind die betreffenden Mediatoren nicht nur fiir kardiovaskulérer Erkrankungen
chronisch-niereninsuffizienter Patienten (28), sondern auch fiir kardiovaskulidre Erkrankungen
nierengesunder Personen von Bedeutung (29), die sich in Krankheitsbilder wie Angina Pecto-
ris, Myokardinfarkt, Herzarrhythmien, Herzinsuffizienz, Schlaganfall und die arterielle Ver-
schlusskrankheit manifestieren. Hierbei ist eine Arteriosklerose der Gefifle mit Verengung
einer oder mehrerer das Myokard, Gehirn und Niere versorgende Arterien (Arteriostenose),

sowie arterielle Hypertonie die hiufigsten Primérursachen der Erkrankung.

Die arterielle Hypertonie ist dabei im besonderen Maf3e fiir das Fortschreiten der Niereninsuf-
fizienz bedeutsam (30, 31), wobei die arterielle Hypertonie eine der haufigsten Erkrankungen
in Deutschland und in den westlichen Industriestaaten darstellt (32). So haben in Deutschland
53% der Frauen und 67% der Ménner im Alter von 18 bis 99 Jahren einen erhohten arteriellen
Blutdruck (33). Uber ein Viertel der globalen Bevédlkerung und mehr als die Hilfte der iiber

flinfzigjdhrigen Bevdlkerung in den industrialisierten Lindern leiden an einer Hypertonie
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(34). Als Hypertonie wird dabei eine dauerhafte Erh6hung des Blutdrucks im arteriellen Sys-
tem bezeichnet. Als ,,normale Blutdruckwerte* gelten fiir den systolischen Blutdruck Werte <
120 mmHg, fiir den diastolischen Blutdruck < 80 mmHg. Eine Hypertonie liegt vor, wenn bei
zwei oder mehr Blutdruckmessungen in Ruhe ein erhohter Blutdruck gemessen wird. In Ta-
belle 3 ist die Klassifikation der arteriellen Hypertonie fiir Erwachsene dlter als 18 Jahre auf-
gelistet, die von der International Society of Hypertension (ISH) in Kooperation mit der

World Health Organisation (WHO) vorgeschlagen wurden (35).

Tabelle 3: Klassifikation der arteriellen Hypertonie nach WHO (35)

Bewertung systolischer Blutdruck diastolischer Blutdruck
(mmHg) (mmHg)
normaler Blutdruck 120-129 80-84
Hoch-normaler Blutdruck 130-139 85-89
Milde Hypertonie (Stufe 1) 140-159 90-99
mittlere Hypertonie 160-179 100-109
schwere Hypertonie >180 >110
isolierte systolische Hyper- >140 <90
tonie

Die Hypertonie wird in zwei Formen eingeteilt, in eine essentielle Hypertonie und in eine
sekundédre Hypertonie. Die essentielle Hypertonie ist eine multifaktorielle Erkrankung, die
durch genetische, verhaltensbedingte und umweltbedingte Komponenten beeinflusst wird (36,
37). Mehr als 85-95% aller Hypertonie-Erkrankungen werden der essentiellen Hypertonie
zugeordnet (38). Die Identifizierung der Faktoren, die zu einer essentiellen Hypertonie fiihren,
ist bis zum heutigen Tage nicht abgeschlossen. Die sekundire Hypertonie ist als Folgeerkran-
kung an einer primdren Erkrankung charakterisiert. Zu den Ursachen der sekunddren Hyper-
tonie zdhlen Nierenerkrankungen (39), GefiaBBanomalien (40) und hormonelle Stérungen(39,
41).

Der Circulus vitiosus der kardiovaskuldre Erkrankungen und der chronischen Niereninsuffi-
zienz ist sowohl ein medizinisches Problem mit deutlichen Einschrinkungen in der Lebens-
qualitdt der Patienten, als auch ein finanzielles Problem des Gesundheitswesens. Neben der
chronischen Niereninsuffizienz gehdren die kardiovaskuldren Erkrankungen zu den Krank-
heitsbildern mit enorm epidemiologischer und volkswirtschaftlicher Bedeutung. (42). Diese

Tatsachen unterstreicht die Notwendigkeit, Methoden zu etablieren, mit denen eine beginnen-
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de kardiovaskuldre Erkrankung so friih wie moglich festgestellt werden kann und die pa-
thophysiologischen Mechanismen aufzudecken, die urséchlich fiir das Auftreten und Fort-
schreiten kardiovaskuldrer Erkrankungen chronisch-niereninsuffizienter Patienten sind. Die
prognostische Wertigkeit bekannter Mediatoren muss im Detail geklart und neue frithdiagnos-
tische Biomarker identifiziert werden, damit zukiinftig Methoden zur Diagnostik und Thera-
pie der chronischen Niereninsuffizienz entwickelt werden konnen, sodass kardiovaskuldren
Komplikationen und der damit verbundenen erhéhten Mortalitdt der chronischen Niereninsuf-

fizienz entgegengewirkt werden kann.

Der Weg zum Verstindnis der vermehrten kardiovaskuldren Erkrankungen chronisch-
niereninsuffizienter Patienten liegt in der Identifizierung der zugrunde liegenden Mediatoren
und in der Entschliisselung der molekularen Mechanismen, {iber die diese bisher unbekannten

Mediatoren das kardiovaskuldre System beeinflussen.

1.6 Biomarker zur Diagnostik der chronischen Niereninsuffizienz

Nierenschidden werden gegenwaértig labordiagnostisch durch die Kreatinin-Clearance im Se-
rum bestimmt. Jedoch kommt es erst nach einem Verlust der Nierenfunktion von ca. 50% zu
einem Anstieg der Kreatinins im Serum (43). Dieser Anstieg ist mit den verfiigbaren Metho-
den zur Bestimmung der Kreatinin-Clearance detektierbar. Hingegen kann eine Niereninsuffi-
zienz Stadium I-IIT nicht durch die Keratinin-Clearance diagnostiziert werden. Daher ist es
dringend geboten, Biomarker zu identifizieren, durch die eine Niereninsuffizienz im Stadium
I-IIT zu diagnostizieren sind. Obwohl gegenwirtig vielféltige Untersuchungen durchgefiihrt
werden um derartige Biomarker zu identifizieren, (44-46), konnten bisher keine entsprechen-
den validen Biomarker identifiziert werden. Daher steht eine Therapie der Stadien I-III der
chronischen Niereninsuffizienz bis zum heutigen Tage auch, mit der Folge hoher Therapie-
kosten zur Therapie chronisch-niereninsuffizienter Patienten des Stadium IV-V und hohen

korperlichen Belastungen der betroffenen Patienten aus.

2 Technologische Entwicklungen zur Isolierung und Identifizierung von Biomole-

kilen

In den letzten Jahren wurden auf dem Gebiet der instrumentellen Analytik wesentliche Fort-

schritte zur Biomolekiil-Isolierung und zur Biomolekiil-Identifizierung gemacht. Hieraus fol-
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gernd bieten die modernen bioanalytischen, instrumentellen Methoden der Chromatographie,
NMR-Spektroskopie, Massenspektrometrie gegenwdrtig erstmalig die Moglichkeit, die rele-
vanten Biomarker und Biomolekiile z. B. der chronischen Niereninsuffizienz zunichst zu iso-
lieren, und im Anschluss durch Kombinationen der analytischen Methoden zur Strukturanaly-

se die zugrunde liegenden Substanzen zu identifizieren.

Als erfolgversprechender Ansatz hat sich Rahmen der vorliegenden Arbeit die Isolierung der
betreffenden Mediatoren durch chromatographische Techniken in Kombination mit (patho-)
physiologischen Bioassay-Systemen bis zur Homogenitdt erwiesen. Die homogenen Fraktio-
nen mit (patho-) physiologischem Impakt werden mittels massenspektrometrischer Methoden
wie Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time-of-Flight-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS), Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight - Time of
Flight- Massenspektrometrie (MALDI-TOF-TOF-MS), Elektrospray-lonisation-Massen-
spekrometrie (ESI-MS), und Fourier-Transform-Ionencyklotronresonanz-Massenspektromet-
rie (FT-ICR-MS) analysiert und die zugrunde liegenden molekularen Strukturen der Mediato-

ren aufgeklart.

Diese Kombinationen von jiingst entwickelten chromatographischen und im besonderen mas-
senspektrometrischer Techniken werden dazu beitragen, neuen Biomarker, Mediatoren und
Targets der chronischen Niereninsuffizienz zu isolieren und zu identifizieren. Die Kombinati-
on unterschiedlicher Auswerte-Algorithmen bietet dabei die weitere Moglichkeit, spezifischer
Profile der identifizierten Biomarker und Mediatoren zu akquirieren und dadurch einerseits
die Validitdt der Substanzen zu priifen, und andererseits zukiinftig die betreffenden Substan-

zen zu Diagnostik in die klinische Routine einzubringen.
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2.1  Reversed-Phase-Chromatographie

Das Prinzip von Reversed-Phase-Chromatographie beruht auf hydrophobe Wechselwirkung
der zu isolierenden Substanzen mit einer unpolaren stationdren Phase und unterschiedlich
polaren, mobilen Phasen. Klassisch wurden zur Reversed-Phase-Chromatographie Kieselgel-
partikel eingesetzt, die jedoch durch starke Limitierungen beziiglich Trennleistung und Ge-
gendruck aufwiesen. Weiterhin weisen die betreffenden Sdulen eine geringe chemische Stabi-
litdt auf. Silika-basierte Reversed-Phase-Phasen konnen nur in einem pH-Bereich von
2<pH<8 betrieben werden (47); bei einen pH-Wert unterhalb von 2 werden die Liganden von
dem Tragermaterial hydrolisiert (48).

Aufgrund der limitierten chemischen Stabilitdt konnen diese Chromatographie-Phasen nur
begrenzt in der Bioanalytik eingesetzt werden, die Standzeiten der Saulen sind hierdurch be-
dingt insgesamt begrenzt. Daher wurden jiingst neuartige Sdulenmaterialien entwickelt, die
aus hochreinem, monolithischem Kieselgel mit einer bimodalen Porenstruktur bestehen. Die
betreffenden monolithischen Chromatographie-Sdulen ermoglichen chromatographische Auf-
trennungen mit einer deutlich verbesserten Chromatographieleistung, beziiglich Sensitivitét,
Stabilitdit und Reproduzierbarkeit. Die Monolithe der betreffenden Reversed-Phase-
Chromatographie-Sdulen bestehen aus einem Geflecht von Poren mit einem Durchmesser von
2 um. Durch diese Porenstrukturen konnen aufgrund des im Vergleich zu konventionellen
Reversed-Phase-Chromatographie-Gelen geringeren Riickdrucks die jeweiligen Eluenten mit
hohen Fluss-Geschwindigkeiten von bis zu 10 ml/min durchstromen. Die héheren Fluss-
Geschwindigkeiten bedingen eine hohere Sensitivitit und eine hohere Auflosung der betref-
fenden monolithischen Reversed-Phase-Sdulen. Weiterhin werden die Analysenzeiten deut-

lich verringert (49), was im Besonderen in der klinischen Routine bedeutsam ist.

Die deutlich hoheren Trennleistungen monolithischer Sdulen im Vergleich zur konventionel-
len Reversed-Phase-Chromatographie-Séulen wird im Besonderen auch bei der Verwendung
von lonenpaar-Reagenzien deutlich. Ionenpaar-Reagenzien werden der mobilen Phase zuge-
setzt, binden an ionischen Gruppen der Biomolekiile und verstérken dadurch die Hydrophobi-
zitdt des Biomolekiils, wodurch das betreffende Biomolekiil stirker an das Chromatographie-
Sdulematerial adsorbiert wird. Die Elution von Reversed-Phase-Materialien erfolgt durch
Verwendung hydrophober Eluenten, der die adsorbierten Substanzen von den Adsorbti-

onsstellen freisetzen. Zur Maximierung der erzielten Auflosung wird die Konzentration der
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jeweiligen Eluenten graduell gesteigert. Da die Fraktionen der Reversed-Phase-
Chromatographie salzfrei sind, konnen die betreffenden Substanzen direkt der mas-
senspektrometrischen Analyse zugefiihrt werden, wie beispielsweise der Matrix unterstiitzten

Laser-Desorptions-/Ionisations-Massenspektrometrie (50).

2.2  Matrix unterstitzte Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie

Bei der Matrix unterstiitzten Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-
MS) handelt sich um eine massenspektrometrische Methode, bei der die Analyten mit einer
Matrix auf einer Metallprobentriger aufgetragen und mit einem kurzwelligem Laserlicht be-
schossen werden. Als Matrix werden aromatische Sduren verwendet (wie z. B. 2.,5-
Dihydroxy-benzoenséure), die einerseits stark die Laserenergie absorbieren und andererseits
die Protonen fiir die Ionisierung bieten. Die Ionen werden in einem elektrischen Feld im
Hochvakuum beschleunigt. Die Trennung der Ionen erfolgt nach deren Flugzeit (engl. ,,time
of flight** (TOF)). Durch die Laserimpulse wird Energie mit gleichem Betrag auf die Ionen
tibertragen, aufgrund dessen deren Geschwindigkeit lediglich von dem m/z Verhiltnis ab-
hiangt. Zur Erhéhung der Auflosung wird zusédtzlich ein Ionenreflektor-Feld verwendet. Die-
ses befindet sich am Ende des ersten Flugrohrs und erzeugt ein den Teilchen gleichgeladenes
Bremsfeld. Die Eindringtiefe der Ionen ist proportional zu der Masse der lonen. Hierdurch
verweilen schwere Ionen langer in dem Reflektorfeld als leichtere lonen, die aufgrund ihrer
geringen kinetischen Energie unmittelbar reflektiert werden. Sie werden abgebremst, umge-

lenkt und erneut in die Richtung des Detektors beschleunigt (51, 52).

Durch Verwendung der LIFT-Technik in der MALDI-Massenspektrometrie ist es dariiberhi-
naus moglich, Fragmentspektren von den Biomolekiilen zu akquirieren. Bei der LIFT-
Technik wird der Analyt mit stirkerem Laser-Impuls beschossen, sodass die beschleunigten
Ionen fragmentieren. Die Fragmente besitzen die Fluggeschwindigkeit des urspriinglichen
Mutter-lons und konnen mit Hilfe eines elektrischen Gitters von anderen Fragmenten getrennt
werden. Nach dem Passieren des Gitters werden diese Fragment-Ionen erneut beschleunigt,
aufgetrennt und detektiert. Anhand der Fragmente kann mit Hilfe eines Datenabgleich oder
durch eine de-novo-Sequenzierung die molekulare Struktur des zugrunde liegenden Biomole-

kiils identifiziert werden (53).
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2.3 Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie

Bei der Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) erfolgt die Ionisierung durch
die, an einer beheizten Transferkapillare angelegte Hochspannung, die zum Versprithen der
Losung unter atmosphédrischen Druck fiihrt. Diese fiihrt zur Desolvatisierung des Analyten.
Die geladenen Teilchen werden durch ein elektrisches Feld in Richtung des Detektors be-
schleunigt. Zur Unterstiitzung der Desolvatisierung und Ionisierung wird erhitztes Trigergas
eingesetzt. Durch Verdampfen des Losungsmittels nimmt die Ladungsdichte innerhalb der
Teilchen zu, und bedingt hierdurch Coulumb-Explosionen. Hierbei werden mehrfach gelade-
ne Gas-lonen generiert, die entweder durch Aufnahme eines Protons [M+H]" aus dem L&-
sungsmittel positiv oder durch Verlust eines Protons [M-H] negativ geladen werden. Ein Vor-
teil der Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie gegeniiber anderen Massenspektro-
metrie-Messtechniken bildet die direkte Kopplung mit einem HPLC-System, wodurch Ne-
benbestandteile der jeweiligen Probe unmittelbar vor der Analyse abgetrennt werden konnen,
und dadurch die Sensitivitdt nochmals verbessert werden kann (54, 55).

Die Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie bietet dariiberhinaus die Moglichkeit, ho-
her auflosende Fragmentspektren von Biomolekiilen zu generieren. Hierbei wird das zu frag-
mentierende Biomolekiil in einer Ionenfalle durch eine Kombination von hochfrequenten
elektrischen Feldern und einem Gleichstrom zur Oszillation gebracht. Durch Frequenz-
Modulationen werden Ionen gefiltert und fragmentiert. Hierfiir werden die selektierten Ionen
in eine Kollisionskammer geleitet, wo unter Hochvakuum ein Kollisionsgas geleitet wird.
Dieser fiihrt zum ZusammenstoB3en der Molekiile und deren Fragmentierung. Die Akquisition
von Fragmentspektren ist bei der Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie nicht auf
Fragmente limitiert, die durch einen einzelnen Bindungsbruch entstehen, sondern es konnen
auch Fragmente analysiert werden, die durch mehrere Bindungsbriiche im Gesamtmolekiil
entstehen. Die resultierenden MS"-Fragmentspektren mit (n = Ordnung des Fragementsprek-
tums) sind durch eine hohe Komplexitit und daher hohem Informationsgehalt charakterisiert.
So konnen auch Biomolekiile mit geringen Unterschieden der molekularen Struktur, die in
den ersten Fragmentierungen nahezu identisches Fragmentmuster zeigen, durch Aufnahme

von MS’- oder héheren aufgelsten MS"- Fragmentspektren zweifelsfrei identifiziert werden.
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2.4  Fouriertransformations-lonencyclotronresonanz-Massenspektrometer (FT-ICR)

Die Fouriertransformations-lonenzyclotronresonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-MS) ba-
siert auf dem Prinzip der Ionen Zyklotron-Resonanz (ICR). Die FT-ICR Technik hat eine
100-fache hohere Massenauflosung und Genauigkeit als andere massenspektometerische
Techniken. Extern generierte lonen werden in einer Zyklotron-Zelle, die sich in dem starken
homogenen Magnetfeld befindet, gespeichert. Das Magnetfeld und die Verbindung mit einem
elektrischen Feld, zwingen die Ionen auf eine Kreisbahn, deren Frequenzen vom Mas-
se/Ladungsverhéltnis und der Magnetfeldstirke abhangen. Wird die Magnetfeldstirke erhoht,
steigt die Scangeschwindigkeit an. Gleichzeitig steigt die kinetische Energie der Ionen, die
Anzahl der eingefangenen lonen, die lonenfangzeit und die Obermassengrenze quadratische
mit steigendem Magnetfeld an. Die lonendetektion erfolgt im Gegensatz zur ESI- und
MALDI-Massenspektrometrie nicht direkt, sondern nach erfolgter Anregung der Ionen durch
die Aufnahme von Energie aus dem Wechselfeld. Diese Anderungen des Cyclotronradius
filhren zu elektrischen Signalen an den Detektorplatten des FT-ICR-Massenspektrometers.
Um Ionen mit unterschiedlicher Masse zu erfassen, wird das eingestrahlte Wechselfeld vari-
iert und das gemessene Signal fouriertransformiert. Zur parallelen Messung von lonen unter-
schiedlichen Masse/Ladungsverhéltnisses wird die Fourier Transformation genutzt, die das
resultierende komplexe Signal von einer zeit- in eine frequenzabhidngige Funktion umgerech-
net, aus der letztendlich das Massenspektrum generiert wird (56, 57). Da Frequenzen derzeit
mit hoherer Genauigkeit bestimmt werden kdnnen als jeder andere physikalische Parameter,
sind FT-ICR-Massenspektrometer durch sehr hohe Auflésungen und Massegenauigkeiten
charakterisiert. Mit dieser hohen Messgenauigkeit besteht die Mdglichkeit kleine Unterschie-
de in der Masse zu detektieren und somit zu einer Identifizierung von Peptiden. Die exakte
Bestimmung der molekularen Masse von 1 ppm erlaubt eine direkte Bestimmung von Peptid-

strukturen und/oder die Modifizierungen von Peptiden.
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3 Ergebnisse
3.1 Methodischer Teil

3.1.1 Isolierung und Quantifizierung von Dinukleosidpolyphosphaten mittels monolit-

hischer Reversed-Phase Chromatographie-Saulen

Hintergrund: Aufgrund der chromatographischen Limitierungen konventionell verfiigbarer
Chromatographie-Medien konnten Dinukleosidpolyphosphate in den vergangenen Jahren nur
mit Hilfe von Reversed-Phase Perfusionschromatographie-Saulen in Gegenwart nicht-
fliichtiger lonenpaar-Reagenzien quantifiziert werden. Hierdurch bedingt lagen die betreffen-
den Nachweisgrenzen im unteren pmolaren Konzentrationsbereich. Aufgrund der fehlenden
Fliichtigkeit der fiir die Reversed-Phase Perfusionschromatographie notwendigen lonenpaar-
Reagenzien konnten die resultieren Fraktionen der Chromatographie nicht massenspektro-

metrisch analysiert werden.

Aufgrund dieses Hintergrunds war das Ziel der Studie, eine chromatographische Methodik zu
etablieren, die (1) eine hohere Auflosung der Dinukleosidpolyphosphate ermoglicht, (2) eine
Sensitivitdt im nmolen-Konzentrationsbereich aufweist, und (3) die kompatibel zu mas-
senspektrometrischen Methoden wie beispielsweise der MALDI-TOF/TOF-Massen-

spektrometrie ist.

Methode und Ergebnisse: Im Rahmen der Studie wurden die Trennleistungen konventionel-
ler Silika-Reversed-Phase Chromatographie-Sdulen, Reversed-Phase Perfusionschroma-
tographie-Saulen, sowie monolithischen Reversed-Phase Chromatographie-Sidulen miteinan-

der verglichen.

Es wurden Effekte unterschiedlicher lonenpaar-Reagenzien, Flussraten, sowie unterschiedli-
che Gradienten auf die erzielte chromatographische Auflosung der Dinukleosidpolyphosphate
bestimmt. Es wurden sowohl Mischungen synthetischer Dinukleosidpolyphosphate als auch -

als ,,proof-of-concept“- aus Thrombozyten isolierte Dinukleosidpolyphosphate verwendet.

Im Rahmen der Studie konnte gezeigt werden, dass monolithische Reversed-Phase Chroma-
tographie-Saulen im Vergleich zu konventionellen Silika-Reversed-Phase Chromatographie-

Sdulen und Reversed-Phase Perfusionschromatographie-Gele eine deutlich hohere Sensitivitit
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und eine héhere Auflosung bei der Chromatographie sowohl von synthetischen als auch von

endogenen Dinukleosidpolyphosphaten aufweisen.

Synthetische und endogene Dinukleosidpolyphosphate konnten sowohl in Anwesenheit des
bisher konventionell verwendeten, nicht-fliichtigen Ionenpaar-Reagenz Tetrabutylammoni-
umhydrogensulfat (TBA) als auch in Anwesenheit des fliichtigen lonenpaar-Reagenz Triethy-
lammoniumacetat (TEAA) mittels monolithischer Reversed-Phase Chromatographie-Séaulen

mit hoher Sensitivitdt und Auflosung basisliniengetrennt fraktioniert werden.

Aufgrund der Fliichtigkeit des TEAA ist dieses lonenpaar-Reagenz im Gegensatz zu TBA
kompatibel zu massenspektrometrischen Methoden. Dementsprechend ist das Ionenpaar-
Reagenz TEAA auch zum Einsatz im Rahmen von massenspektrometrischer Identifizierun-

gen unbekannter Nukleosidpolyphosphate geeignet.

Weiterhin konnen aufgrund niedrigen Gegendriicke monolithischer Reversed-Phase Chroma-
tographie-Saulen die jeweiligen Flussraten signifikant erhoht werden, wodurch die Laufzeit
der betreffenden chromatographischen Methoden im Rahmen der Studie um bis zu 50% ver-
kiirzt werden konnen. Dies wiederum bedingt einen geringen Losungsmittelverbrauch und

lingere Standzeiten der Chromatographie-Saulen.

Schlussfolgerung: Insgesamt konnte im Rahmen der Untersuchungen durch den Einsatz mo-
nolithischer Reversed-Phase Chromatographie-Saulen im Vergleich zu konventionellen Sili-
ka-Reversed-Phase = Chromatographie-Séulen und Reversed-Phase Perfusionschroma-
tographie-Saulen eine deutlich hohere Sensitivitdt und Auflésung bei der Chromatographie
von Dinukleosidpolyphosphaten erzielt werden. Daraus folgernd sollten zukiinftige Assays
zur Quantifizierung von Dinukleosidpolyphosphaten auf monolithische Reversed-Phase
Chromatographie-Sdulen basieren. Aufgrund der exzellenten Kompatibilitit von TEAA zu
massenspektrometrischen Methoden sollte TEAA als Ionenpaar-Reagenz bei der Chroma-
tographie von Dinukleosidpolyphosphaten mittels monolithischer Reversed-Phase Chroma-

tographie-Saulen als Ionenpaar-Reagenz der Wahl verwendet werden.

3.1.1 Jankowski V, Vanholder R, Henning L, Karadogan S, Zidek W, Schliiter H,
Jankowski J: Isolation and quantification of dinucleoside polyphosphates by using
monolithic reversed phase chromatography columns. Journal of Chromatography
B. 819(1):131-139 (2005)
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3.2 Angiotensin Peptide

Wie bereits in Kapitel 1.5 ausgefiihrt, ist die chronische Niereninsuffizienz gleichzeitig Ursa-
che und Folge der arteriellen Hypertonie. So liegt die Privalenz der Hypertonie bei chronisch

niereninsuffizienten Patienten bei 50-90% (24).

Im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz als auch im Rahmen der Hypertonie kommen
den Angiotensin-Peptiden exponierte Funktionen zu. So ist das Peptidhormon Angiotensin II
(Ang IT) des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) das bislang zur Aufrechterhaltung und Regu-
lierung des Blutdrucks, sowie des Wasserhaushalts bedeutsamste Peptid. Ang II ist ein Octa-
peptid mit der Aminosduresequenz Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe und gilt als der bisher
bekannte potenteste Vasokonstriktor. Fiir die Biosynthese des Ang II ist das RAS ursédchlich
(58). Jedoch wird das Ang II auch durch lokale Systeme in unterschiedlichen Geweben aus
dem Angiotensinogen dargestellt (59-61); diese lokalen Systeme sind von dem endokrinen
RAS-System unabhéngig (62). Bei sinkendem Blutdruck und der darauf folgenden Verringe-
rung der Nierenperfusion, wird Renin von der Niere ins Blut sezerniert. Renin spaltet in Folge
das Glykopeptid Angioteninogen in das vasoinaktive Angiotensin I (Ang I). Das vaso-
konstriktorisch-inaktive Angiotensin-I wird durch das Angiotensin-Converting Enzym (ACE)

proteolytisch zum vasokonstringierenden Ang II gespalten (63).

3.2.1 Isolierung und ldentifizierung des Angiotensin Il aus dem Sekretom stimulierter

mononukledrer Leukozyten mittels MALDI-TOF/TOF-Massen-spektrometrie

Hintergrund: Angiotensin II (Ang II) konnte als bedeutsamste vasoregulatorische Kompo-
nente in verschiedenen humanen Geweben nachgewiesen werden. Wihrend die Funktion des
Renin-Angiotensin-Systems im Gewebe in Detail untersucht worden ist, konnte bisher nur
ungentigend gekléart werden, ob und welche korpuskuldren Elemente des zirkulierenden Bluts
zur Produktion von Ang II beisteuern. Ziel der Studie war es, einen Beitrag zur Kldrung der

Bedeutung von korpuskuldren Elementen des Blutes zu leisten.

Methode und Ergebnisse: Zur Kldrung dieser Frage wurden mononukleédre Leukozyten aus

Vollblut gesunder Probanden isoliert und anschliefend durch Selbstinkubation bei 37°C sti-
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muliert. Die hieraus resultierenden Sekretome der stimulierten mononukledren Leukozyten
wurden chromatographisch fraktioniert. Die resultierenden Fraktionen der chromatographi-
schen Aufreinigung wurden mittels des Bioassays der perfundierten isolierten Rattenniere auf
vasokonstriktorische Effekte hin untersucht. Die chromatographischen Fraktionen die vaso-
konstriktorische Effekte im Bioassay bedingten, wurden chromatographisch bis zur Homoge-
nitdt aufgereinigt. AnschlieBend wurden die zugrunde liegenden molekularen Strukturen mas-
senspektrometrisch aufgeklirt. Hierzu wurden sowohl MS-Daten als auch MS/MS-Daten von
den jeweiligen Substanzen erhoben. Mit Hilfe von de-novo-Sequenzierungen in Kombination
mit Datenbank-Abfragen von Genom-Datenbanken wurden die zugrunde liegenden Substan-

zen anhand der MS-Daten identifiziert.

In einer stark vasokonstriktorisch-wirkenden Fraktion konnte das bekannte Peptid-Hormon
Ang II identifiziert werden. Die Menge des von den mononukledren Leukozyten gebildeten
Ang II lag im picomolaren Konzentrationsbereich und war damit zur Stimulation des AT1-
Rezeptors ausreichend. Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass mononukledren Leu-
kozyten neben Ang Il auch Angiotensin I und Angiotensinogen sowie die Enzyme Renin und
das Angiotensin-Konvertierungsenzym (ACE) enthalten und somit Ang Il aus Angiotensino-

gen bilden konnen.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der Studie belegen erstmalig, dass Ang II durch mononuk-
leare Leukozyten als korpuskulédrer Bestandteil des zirkulierenden Bluts gebildet und sezer-
niert wird. Die Ergebnisse der Studie legen die Vermutung nahe, dass neben der sytemischen
Ang-II-Bildung auch die lokale Ang II-Bildung zur Regulierung des Blutdrucks beitrigt. Zu-
kiinftig Untersuchungen werden notwendig sein, um die Potenz des lokalen RAS-Systems im
Vergleich zu dem systemischen RAS-System im Rahmen der Hypertonie im Detail zu

bestimmen.

3.2.1 Jankowski V, Vanholder R, van der Giet M, Henning L, Té6lle M, Schonfelder G,
Krakow A, Karadogan S, Gustavsson N, Gobom J, Webb J, Lehrach H, Giebing G,
Schliiter H, Hilgers KF, Zidek W, Jankowski J: Detection of angiotensin Il in super-
natants of stimulated mononuclear leukocytes by matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight/time-of-flight mass analysis. Hypertension 46(3):591-597
(2005)
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3.2.2 Massenspektrometrische ldentifizierung eines Angiotensin-Peptids im humanen

Plasma

Hintergrund der Arbeit: Es wird zunehmend deutlich, dass neben dem Ang I auch weiteren
Angiotensin-Peptide eine wesentliche Bedeutung in der kardiovaskuldren Physiologie und im
Besonderen in der Pathophysiologie der Hypertonie und der chronischen Niereninsuffizienz
zukommt. Zu den bisher bekannten Angiotensin-Peptiden gehort neben dem Ang II das Angi-
otensin 1-7 (64), Angiotensin III (65, 66) und Angiotensin IV (67). Diesen Angiotensin-
Peptiden kommen im Rahmen der vaskuldren Regulation jeweils sehr spezifische Bedeutun-
gen zu.

Nachdem sich die Hinweise auf die Existenz weiterer Angiotensin-Peptide mehrten, konnte
im Rahmen der Untersuchung ein weiteres vasoregulatorisch-wirkendes Angiotensin-Peptid
des Renin-Angiotensin-Systems im humanen Plasma nachgewiesen werden. Im Rahmen der
Studie wurden deutliche Konzentrationsunterschiede im Plasma gesunder Probanden und im
Plasma chronisch niereninsuffizienter Patienten nachgewiesen. Da kommerzielle ELISA-
Assay nicht zwischen Ang II und dem im Rahmen dieser Studie identifizierten Angiotensin-

Peptid unterscheiden, erfolgte die betreffende Quantifizierung massenspektrometrisch.

Methode und Ergebnisse: Im Rahmen der Studie wurde Plasma mittels priparativer und
analytischer chromatographischer Methoden (Gréfenausschluss-Chromatographie, Reversed-
Phase-Chromatographie, Anionenaustausch-Chromatographie) zunéchst bis zur Homogenitit
fraktioniert. Die resultierenden Fraktionen wurden MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrisch
analysiert. Die Aminosduresequenz des isolierten Peptides und der entsprechenden Sequenz
des Ang II wies eine hohe Homologie auf. Durch MS/MS-Daten konnte im Folgenden die
Aminosduresequenz Ala-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe bestimmt werden. Diese Sequenz un-
terscheidet sich nur beziiglich der ersten Aminosiure von der Aminosiuresequenz des Ang II
(Asp-Arg-Val-Tyr-lIle-His-Pro-Phe). Aufgrund des Alanins am N-Terminus des Peptids wur-
de das entsprechende Peptid im folgenden Angiotensin A (Ang A) genannt. Es konnte im
Rahmen der Untersuchungen gezeigt werden, dass das Ang A in Gegenwart mononuklearer
Leukozyten enzymatisch durch Decarboxylierung des N-terminalen Asparats des Ang II aus
diesem gebildet wird. Ang A hat eine vergleichbare Affinitit zu dem AT, Rezeptor wie Ang
I1, jedoch eine deutlich hohere Affinitit zu dem AT, Rezeptor.
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Da konventionell verfiigbare ELISA-Assays nicht zwischen Ang II und Ang A diskriminie-
ren, wurden die betreffenden Konzentrationen durch einen massenspektrometrischen Assay
bestimmt, der im Rahmen der Untersuchungen entwickelt wurde. Bei gesunden Probanden
liegt weniger als 20% des Ang II decarboxyliert als Ang A vor, jedoch vergroBert sich das
Ang A/Ang II-Verhiltnis im Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten deutlich auf

rund 40 %.

Schlussfolgerung: Ang A ist ein neues, vasokonstriktorisches Angiotensin-Peptid, das durch
Aspartat-Decarboxylierung aus Ang Il gebildet wird. Die Ang A-Plasmakonzentration steigt
im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz deutlich an. Aufgrund der héheren Affinitét
zum AT2-Rezeptor kann vermutet werden, dass das Ang A die vasokonstiktiven Effekte des

Ang II modulieren.

3.2.2 Jankowski V, Vanholder R, van der Giet M, T6lle M, Karadogan S, Gobom J, Furkert
J, Oksche A, Krause E, Tran TN, Tepel M, Schuchardt M, Schliiter H, Wiedon A,
Beyermann M, Bader M, Todiras M, Zidek W, Jankowski J: Mass-spectrometric
identification of a novel angiotensin peptide in human plasma. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology 27(2):297-302 (2007)

3.2.3 Angioprotektin: Angiotensin-Peptid mit vasodilatorischen Effekten

Hintergrund der Arbeit: Die Ergebnisse der in Kapitel 3.2.2 genannten Untersuchungen
wiesen darauthin, dass im Plasma neben Ang A weitere bisher unbekannte Angiotensin-
Peptide nachweisbar sind. In logischer Konsequenz wurde begonnen, humanes Plasma nach
entsprechenden Angiotensin-Peptiden zu screenen. Es wurde Plasma mit orthogonal angeord-
neten chromatographischen Isolierungsschritten chromatographiert und die resultierenden
Fraktionen jeweils mit MALDI-TOF/TOF- und LC-ESI-massenspektrometrisch analysiert. Im
Rahmen einer sehr aktuellen, gegenwirtig noch nicht publizierten Studie konnte mit dem
betreffenden Ansatz ein Oktapeptid isoliert und identifiziert werden, dessen Aminosiuren 3-8
identisch zu den Aminosduren 3-8 des Ang-II sind. Aufgrund dieser Aminosduresequenz-
Homologie und der von diesem Peptid bedingten protektiven Eigenschaften wurde das betref-

fende Peptid in Folge Angioprotektin genannt.

Methoden und Ergebnisse: Humanes Plasma wurde mittels GroBenaussschul3-

Chromatographie und analytischen Reversed-Phase-Chromatographien fraktioniert und
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MALDI-TOF/TOF- und LC-ESI massenspektrometrisch analysiert. Hierbei konnte eine Frak-
tion bestimmt werden, die ein Hormon mit einer molekularen Masse von 1001,5 Da aufwies.
Durch nachfolgende MS/MS-Massenspektrometrien und einer anschlieBenden ,,de novo™ Se-
quenzierung konnte die Aminosdurensequenz des betreffenden Peptids mit Pro-Glu-Val-Tyr-
Ile-His-Pro-Phe bestimmt werden. Die Aminosduren 3-8 des isolierten Peptids ist mit den
entsprechenden Sequenz des Ang II identisch, jedoch die Aminoséuren 1-2 des Angioprotek-
tins und des Ang II unterschiedlich (Pro-Glu vs. Asp-Arg). Da verfiigbare Antikorper nicht
zwischen Angioprotektin und Ang II unterscheiden, wurden zur Quantifizierung des Angi-
oprotektins massenspektrometrische Methoden eingesetzt. Die Angioprotektin-Konzentration
im menschlichen Plasma betrdgt ca. 20% der Ang II-Konzentration. Angioprotektin besitzt
eine vasoprotektive Wirkung, indem es den vasokonstriktiven Effekten von Ang II entgegen-
wirkt.

Hierbei zeigte sich, dass Angioprotektin durch die Stimulation des MAS-Rezeptors die vaso-
konstriktorischen Wirkungen des Ang II moduliert. Die MAS-Rezeptor-Stimulation durch
Angioprotektin bedingt (A) einen verminderten, durch Ang II-bedingten Ca**-Einfluss in glat-
te GefdBmuskelzellen und (B) stimuliert die NO-Freisetzung, wodurch ein direkter vasodila-

torischer Effekt durch das Peptid bedingt wird.

Schlussfolgerung: Aufgrund der Modulation des Ca**-Einstroms sowie der NO-Freisetzung,
wirkt das Angioprotektin den vasokonstriktorischen Effekten des Ang II entgegen und kann
somit als vasoprotektiv angesehen werden. Aufgrund dieser protektiven Eigenschaften kann
dem Peptid eine pharmakologische Wirkung zukiinftig zukommen. Dem folgend wurde das

Peptid patentrechtlich geschiitzt (EP 09171773.6).

3.2.3 Jankowski V, Tolle M, Santos RAS, Giinthner T, Krause E, Beyermann
M, Welker P, Bader M, Brant SV, Sampaio WO, Queiroga R, Kretschmer
A, van der Giet M, Zidek W, Jankowski J. Angioprotektin: An Ang-like
peptide causing vasodilatory effects. (submitted)

3.3  Dinukleosidpolyphosphate
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Dinukleosidpolyphosphate sind neben Mononukleosidpolyphosphaten und Mononukleotiden
Agonisten der Purinrezeptoren. Die betreffenden Komponenten bilden in Summe das soge-
nannten ,,purinerge System®. Die Dinukleosidpolyphosphate wurden in den letzten 15 Jahren
in zahlreichen humanen Zellen, korpuskulidren Bestandteilen des Blutes und Geweben, wie in
Thrombozyten (86-89), in Erythrozyten (90), in Kardiomyozyten (91), Plazentagewebe (92)
und in Endothelzellen (93) nachgewiesen.

Es wird zunehmend deutlich, dass das purinerge System stark an der kardiovaskuldren Ho-
modstase beteiligt ist (94). In Abhdngigkeit der Phosphatkettenldngen und der jeweils betei-
ligten Base wirken Dinukleosidpolyphosphate vasokonstringierend, vasodilatorisch und/oder
proliferativ (94). Die diese Wirkungen vermittelnden Purinrezeptoren konnen in zwei Sub-
gruppen unterteilt werden: den P2X- und den P2Y-Rezeptoren.

Die sieben Untereinheiten der P2X-Rezeptoren sind Liganden-gesteuerte Kationkanidle der
Plasmamembran. Die Stimulation der P2X-Rezeptoren fiihrt zur Erhohung der Membranper-
meabilitit fiir Na™- und Ca’"-Kationen. Diese IonenerhShung bedingt wiederum eine Offnung
spannungsgesteuerter Ca”"-Kanile, einer Erhohung der cytsolischen Ca®*-Konzentration und
nachfolgender Kontraktion der glatten GefaBmuskelzellen (94, 95).

Die P2Y-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit insgesamt acht Untereinhei-
ten. Uber die P2Y, und P2Ys-Untereinheiten werden vasokonstriktorische Effekte vermittelt,
die Stimulation der P2Y -, P2Y,-, P2Y4- und P2Y;-Subtypen bedingen vasodilatorische Ef-
fekt. Die Stimulation der P2Y; und P2Y,-Untereinheiten bedingen starke proliferative Wir-
kungen auf Endothelzellen (95, 96), glatten GefidBmuskelzellen (95) und Mesangialzellen
97).

3.3.1 Erhohte Uridin-Adenosin-Tetraphosphat-Konzentrationen in Plasma von jugend-

lichen Hypertonikern

Hintergrund der Arbeit: Da Dinukleosidpolyphosphate vasokonstriktorische Effekte bedin-
gen, wurde im Rahmen dieser Studie der Frage nachgegangen, ob und wenn ja wie Dinukleo-
sidpolyphosphate zur Hypertonie beitragen.

Aufgrund der vorhergehenden Identifizierung des Uridin-Adenosin-Tetraphosphat (UpsA)
(93) als ein starker, endothelial-sezernierter Vasokonstriktor, wurden UpsA-Konzentrationen
im Plasma jugendlicher hypertonen Patienten und gesunder Probanden quantifiziert. Es wur-

den ausschlieBlich jugendliche Personen in die Studie eingeschlossen, da hierdurch der Ein-
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fluss von Komorbiditidten, wie bei dem Einschluss erwachsener Probanden vorhanden, mini-

miert werden konnten.

Methoden und Ergebnisse: Das Plasma der hypertonen Patienten und der gesunden Proban-
den wurde mittels einer priparativen Reversed-Phase-Chromatographie, einer Affinitétschro-
matographie und einer analytischen Reversed-Phase-Chromatographie bis zur Homogenitét
aufgereinigt. Die Quantifizierung des Dinukleosidpolyphosphats UpsA erfolgte UV-
spektroskopisch. Es konnte gezeigt werden, dass die UpsA-Konzentrationen im Plasma von
hypertonen Jugendlichen signifikant erhoht sind (33.0 + 25.4 vs. 3.7 £ 0.9 nmol/L; Mean +
SEM, n= 40 and 38; p< 0.005). Die UpsA-Konzentrationen korreliert mit der links-
ventrikuldren Muskelmasse (Kendall-t Korrelation Koeffizient 0.220, n = 40; p< 0.05) und
der Intima-Media-Dicke (Kendall-t Korrelation Koeffizient 0.296, n = 40; p< 0.05) bei den
entsprechenden Patienten. Es konnte im Zellkultur-Assay gezeigt werden, dass UpsA einen
starken proliferativen Effekt auf kultivierte glatte GefaBmuskelzellen ausiibt. Der maximal
proliferative Effekt des UpsA wurde bei einer Konzentration von 80.0 + 24.0% iiber den Kon-
trollwerten erreicht, der EC-Wert betrug -5,9 log mol/L. Da die erhohten UpsA-
Konzentrationen mit der Intima-Media-Dicke korrelierten, und Up4A einen direkten prolifera-
tiven Effekt im physiologisch bedeutsamen Konzentrationsbereich bedingt, kann von einer

Kausalitdt zwischen Up4A-Konzentration und Intima-Media-Dicke ausgegangen werden.

Schlussfolgerung: Die Studie zeigt, dass offenbar eine enge Beziehung zwischen der UpsA-
Plasmakonzentration und dem Blutdruck hypertoner Patienten besteht. Da Up4A einen direk-
ten proliferativen Effekt auf glatte GefdBmuskelzellen bedingt, und die entsprechenden Plas-
makonzentrationen mit der Intima Media Dicke korrelieren, kann Up4A als ursichlich fiir die
Hypertonie bei diesem Patientenklientel angesehen werden. Inwieweit die Substanz zu der

Hypertoniegenese adulter Patienten beitragt, wird in zukiinftigen Studien zu untersuchen sein.

3.3.1 Jankowski V, Meyer A, Schlattmann P, Gui Y, Zheng XL, Stamcou I, Radtke K, Tran
ATN, van der Giet M, Tolle M, Zidek W, Jankowski J. Increased uridine adenosine tetra-
phosphate concentrations in plasma of juvenile hypertensives. Arteriosclerosis, Thrombo-
sis, and Vascular Biology 8, 1776-1781 (2007)
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3.3.2 Uridin-Adenosin-Tetraphosphat beeinflusst als autokrines Hormon die glomerula-

re Filtrationsrate

Hintergrund: Nachdem Up4A als ein starker systemischer Vasokonstriktor identifiziert wor-
den war, stellte sich die Frage, ob UpsA auch (a) Bestandteil der Niere als blutdruckregulie-
rendes Organ ist und (b) inwieweit UpsA endokrin auf die Nierenperfusion wirkt. Zur Beant-
wortung dieser Fragen, wurden verschiedene Nierengewebe chromatographisch aufgereinigt
und anschliefend die Wirkungen des Ups4A auf isolierte afferente und efferente Arteriolen

bestimmt.

Methode und Ergebnisse: Nierengewebe sowohl des Schweins als auch des Menschen wur-
den zundchst mittels GroBenausschuss-Chromatographie, Affinitdtschromatographie, Anion-
austausch- und Reversed-Phase-Chromatographie bis zur Homogenitét aufgereinigt. Es wur-
den durch Retentionszeit-Vergleich die Fraktionen ausgewéhlt, die mutmaBlich Up4A enthal-
ten konnten. Die betreffenden Fraktionen wurden massenspektrometrisch nach der Existenz
des Up4A analysiert. Durch diesen Screening Ansatz konnte in einer der betreffenden Frakti-
onen UpsA sowohl mittels unterschiedlicher massenspektrometrischer Verfahren, als auch
durch Retentionszeit-Vergleiche und enzymatischer Analytik nachgewiesen werden. Nach
erfolgreichem Nachweis des UpsA in den betreffenden Nierengeweben wurde gepriift, ob
Stimulation der Proteinkinase C durch Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) zu einem Anstieg
der UpsA-Sezernierung proximaler Tubuluszellen fiihrt. Durch eine 10-miniitige Stimulation
konnte im resultierenden Uberstand ein 10-facher Anstieg der Up,A-Konzentration bestimmt
werden.

Im Anschluss wurde zur Priifung des UpsA-Effekts auf die glomeruldre Filtrationsrate die
Wirkung des UpsA auf isolierte afferente und isolierte efferente Arteriolen bestimmt. UpsA
bedingte keinen Effekt auf efferente Arteriolen, jedoch einen starken vasokonstriktorischen
Effekt auf afferente Arteriolen. Unter in-vivo-Bedingungen wird der vasokonstriktorische
Effekt des UpsA auf afferente Arteriolen zu einem Absinken der glomeruldren Perfusi-

onsdrucks und hierdurch in Folge zu einen Absinken der glomeruldren Filtrationsrate fiihren.

Schlussfolgerung: Aufgrund des UpsA-Nachweises im Nierengewebe sowie der Effekte des
UpsA auf die renalen Himodynamik ist davon auszugehen, dass das Up4A als autokrines
Hormon der Niere den systemischen Blutdruck iiber die Modulation der renalen Himodyna-

mik beeinflusst.
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3.3.2 Jankowski V, Patzak A, Herget-Rosenthal S, Tran TN, Lai EY, Giinthner T, Busch-
mann I, Zidek W, Jankowski J. Uridine adenosine tetraphosphate acts as an
autocrine hormone affecting glomerular filtration Journal of Molecular Medicin
83:333-340(2008)

3.3.3. Parakine Stimulation des Wachstums glatter GefaBmuskelzellen durch proximal-

sezernierte Diadenosinpolyphosphate

Hintergrund: Die oben aufgefiihrten Studien zeigen, dass das purinerge Rezeptorsystem der
Niere insgesamt fiir die tubuldren Funktionen und auch fiir systemische GefaB3funktionen be-
deutsam ist. Nachdem die ATP-Sezernierung durch das Nierengewebe umfangreich beschrie-
ben worden ist z.B: (98, 99), wurde im Rahmen dieser Studie der Frage nachgegangen, ob
auch die wesentlich hydrolysestabileren Diadenosinpolyphosphaten von Nierengeweben se-
zerniert werden, und dadurch ldnger-anhaltende physiologische und pathophysiologische
Wirkungen wie proliferative Effekte bedingen. Zur Kldrung dieser Frage wurde Nierengewe-
be stimuliert, chromatographisch fraktioniert und anschlieBend die Wirkungen der sezernier-

ten Mediatoren auf die Proliferationsrate glatte GefiBmuskelzellen charakterisiert.

Methode und Ergebnisse: Es wurden lyophilisierte Schweinenieren mittels einer per-
chlorsdurehaltigen Losung von Proteinen befreit und mittels priparativer und analytischer
chromatographischer Techniken (Reversed-Phase, Anionenaustausch- und Affinitdtschroma-
tographie) bis zur weitestgehender Homogenitét aufgereinigt. In den resultierenden Fraktio-
nen konnte MALDI-TOF/TOF-massenspektrometrisch und durch enzymatische Analytik das
Diadenosinpentaphosphat (ApsA) und das Diadenosinhexaphosphat (ApsA) nachgewiesen

werden.

Zur Beantwortung der Frage, ob Nierenzellen diese Diadenosinpolyphosphate nach Stimulati-
on sezernieren, wurde in einem parallelen Ansatz LLC-PK Zellen mit OAG inkubiert. In ei-
nem Inkubationsintervall von 0-10 min wurden Aliquote des Uberstandes asserviert und mas-
senspekrometisch analysiert. Durch die resultierenden Massenspektren konnte gezeigt wer-
den, dass LLC-PK Zellen die betreffenden Dinukleosidpolyphosphate sezernieren. Anhand
einer Zellkultur glatter GefaBmuskelzellen konnte weiterhin gezeigt werden, dass sowohl
ApsA als auch ApgA wachstumsstimulierend auf die durch Platelet Derived Growth Factor
(PDGF)-bedingte Proliferation glatter GefaBmuskelzellen wirken.
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Schlussfolgerung: Die Identifizierung und der Nachweis der Sezernierung des ApsA und
ApsA zeigen, dass diese Mediatoren als endogene purinerge Agonisten der Niere einen direk-
ten Einfluss auf die GefaBwanddicke ausiiben, wodurch den Substanzen eine hohe physiologi-

sche und pathophysiologische Wertigkeit zukommt.

3.3.3 Jankowski V, Karadogan S, Vanholder R, Nofer J-R, Herget-Rosenthal S, van der
Giet M, Tolle M, Tran TN, Zidek W, Jankowski J." Diadenosine pentaphosphate and
diadenosine hexaphosphate released by proximal tubular cells provoke vascular
smooth muscle cell proliferation. Kidney International 10, 994-1000 (2007)

3.3.4 Endothelial-sezernierte Diuridintetraphosphat wirkt in-vitro und in-vitro angio-
gen (Journal of Molecular Medicine, 2010, submitted)

Hintergrund: Da die Angiogenese fiir zahlreiche physiologische und pathophysiologische
Prozesse bedeutsam ist, wird seit einigen Jahren intensiv an der Identifizierung der zugrunde
liegenden Mechanismen der Angiogenese gearbeitet. Im Besonderen stehen hierbei Endothel-
zellen im Fokus des Interesses, da diese Zellen mutmaBlich bisher unbekannte Angiogenese-

Faktoren sezernieren.

Methode und Ergebnisse: Um einen Beitrag zur Identifizierung bisher unbekannter Angio-
genese-Faktoren zu leisten, wurden im Rahmen dieser Studie humane Endothelzellen kulti-
viert, mit Schubspannung zur Sezernierung von regulatorischen Faktoren angeregt. Anhand
der Kultivierung von Chorion-Allantois-Membranen der Ratte konnte gezeigt werden, dass
im endothelialen Sekretom Mediatoren nachweisbar sind, die starke angiogene Effekte bedin-
gen. Diese angiogenese-induzierenden Wirkungen des endothelialen Sekretoms konnten
durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase reduziert, und durch Suramin aufgehoben wer-

den.

Das Sekretom der stimulierten Endothelzellen wurde im Anschluss mittels chromatographi-
scher Methoden bis zur Homogenitdt chromatographiert. Jede Fraktion der chromatographi-
schen Aufreinigung wurde mittels des Bioassay nach angiogenese-induzierenden Wirkungen
gescreent. Die nachgeschalteten massenspektrometrischen Analysen zeigten, dass das Diuri-

dintetraphosphat (Up4U) Bestandteil des endothelialen Sekretoms ist und dass von diesem



-32 -

endothelialen Mediator die starke angiogenese-induzierende Wirkung ausgeht. Der Einfluss
des UpsU auf die drei Hauptmechanismen der Angiogenese (a) Proliferation, (b) Migration
und (c) Rohrenformation wurde bestimmt.

Das Up4U erhohte direkt die Proliferationsrate glatter GefaBmuskelzellen und potenziert im
Besonderen die proliferativen Effekte des PDGF auf die Proliferation glatter GefaBmuskelzel-
len. Der endotheliale Mediator Up4U stimuliert dariiber hinaus die endotheliale Migration und
tragt zur Rohrenformation bei. Die UpsU-Plasmakonzentration gesunder Probanden betrdgt
1.34+£0.26 nmol/L die betreffende UpsU-Konzentration ist fiir die beobachteten in-vitro-
Effekte ausreichend.

Schlussfolgerung: Mit dem Nachweis des Up4U im endothelialen Sekretom ist es gelungen,
einen bisher unbekannten endothelialen, stark angiogenese-induzierenden Mediator zu identi-

fizieren, wodurch ein Beitrag zu der Kldrung der Angiogenese geleistet werden konnte.

3.3.4 Jankowski V, Tran TNA, Lehmann K, Schonfelder G, Zidek W, Jankowski J. Diuri-
dine tetraphosphate: A potent endothelial-derived angiogenesis-inducing mediator”
(eingereicht bei Journal of Molecular Medicine, 2010, submitted)

3.3.5 Dinukleosidpolyphosphate beeinflussen Adenylatzyklasen-Aktivitaten

Hintergrund der Arbeit: Nach der Identifizierung der Dinukleosidpolyphosphate als direkte
Vasoregulatoren und Mediatoren mit stark proliferativen Eigenschaften, mehrten sich die
Hinweise, dass die Gruppe der Dinukleosidpolyphosphate auch Effekte auf nukleotid-
abbauende Enzyme aus Endothelzellen und aus Serum zukommen koénnten. Im Rahmen die-
ser Untersuchung wurden den Effekten des ApsA, UpsA, ApsA und dem nicht-selektiven P2-
Antagonisten Suramin auf die Aktivititen der Adenylatkinasen und NDP-Kinasen nachge-

gangen.

Methode und Ergebnisse: Humanes Serum und humane, primédre Endothelzellen wurden mit
den Dinukleosidpolyphosphaten ApsA, UpsA und ApsA in An- bzw. Abwesenheit von Sura-
min fiir 20 min inkubiert. Daraufhin wurden die Aktivititen der Adenylatkinase und der NDP-
Kinase durch die ATP-induzierte von [’H]-AMP und [’H]-ADP zu * H-Phosphaten mittels

Diinnschicht-Chromatographie radiochemisch quantifiziert. Zudem wurde die Aktivitit der
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endothelialen NTPDase mit [’H]-ADP und [’H]-ATP als Substrat in Ab- und Anwesenheit
von ApsA, UpsA und ApsA bestimmt.

Die Dinukleosidpolyphosphate ApsA, UpsA und ApsA inhibieren die Serum-Adenylatkinase,
als auch die endotheliale Adenylatkinase, die Substanzen haben jedoch keinen signifikanten
Effekt auf die Serum-NDP-Kinase. Des Weiteren inhibieren ApsA, UpsA, ApsA und Suramin
konzentrationsabhéngig die Hydrolyse von ["H]-ADP und [’H]-ATP in kultivierten humanen,
primdren Endothelzellen. UpsA hat keinen signifikanten Effekt auf die Aktivitit der endothe-
lialen NTPDase. Die Halbwertszeiten von ApsA, UpsA und ApsA im Serum liegen in dem
Bereich von 9.8 + 4.6, 4.4 + 2.1 und 10.4 £+ 3.5 Minuten; die Metaboliten der betreffenden
Substanzen haben keinen Effekt auf die inhibitorischen Eigenschaften der Dinukleosidpo-

lyphosphate.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser vergleichenden Studie legt den Verdacht nahe, dass
ApsA und ApsA iiber Inhibition des Adenylatkinase-vermittelten Umsatz von endogenem
ADP in die purinerge Stimulation eingreifen, wihrend der vasoregulatorische Effekt des

UpsA tliber Mechanismen der direkten Bindung an purinergen Rezeptoren bedingt wird.

3.3.5 Yegutkin GG, Jankowski J, Jalkanen S, Gunthner T, Zidek W, Jankowski V. Dinu-
cleotide polyphosphates contribute to purinergic signalling via inhibition of ade-
nylate kinase activity. Biosci Rep. (2008); 189-194.
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4. Diskussion

4.1 Methodischer Teil

Die chronische Niereninsuffizienz und die kardiovaskuldren Erkrankungen stehen in einem
engen Zusammenhang; beide Erkrankungen haben einen enormen Einfluss auf die Sterblich-
keit der Bevolkerung in den Industriestaaten (8, 12). Atiologie und Pathogenese der chroni-
schen Niereninsuffizienz und kardiovaskuldren Erkrankungen wie Hypertonie sind nach wie
vor Gegenstand intensiver Forschungsbemiihungen.

Im Besonderen scheint das Renin-Angiotensin-System und das purinerge System mafgeblich
an der Entstehung der Niereninsuffizienz und den kardiovaskuldren Erkrankungen beteiligt zu
sein. Jedoch mehren sich die Hinweise, dass bisher noch unbekannte Mediatoren bei der Ge-
nese dieser Erkrankungen involviert sind. Diese Mediatoren gilt es zu identifizieren, da hier-
durch nur die Ursachen der Erkrankungen aufgekldrt werden konnen und letztendlich durch
die Identifizierungen der betreffenden Mediatoren neue Therapien und Therapiekonzepte
entwickelt werden konnen. Fiir die Isolierung der betreffenden Mediatoren ist die Verfligbar-
keit, effizienter chromatographischer Trennmedien und chromatographischer Methoden von
grundlegender Bedeutung. Die betreffenden Methoden sollten durch hohe Trennkapazitit,
hohe Trennleistung, hohe Reproduzierbarkeit bei insgesamt geringen Chromatographiezeiten

charakterisiert sein.

Um hierzu einen Beitrag zu leisten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Methode
zur Isolierung und Identifizierung von Dinukleosidpolyphosphate entwickelt, die auf Kombi-
nation verschiedener chromatographischer Medien und chromatographischen Bedingungen
basiert. Diese Methode ist im Besonderen durch die Kompatibilitit zu massenspektrometri-
schen Methoden charakterisiert (Kap. 3.1). Die Kompatibilitdt zu massenspektrometrischen
Methoden ist zur Identifizierung der betreffenden Mediatoren substanziell.

Das entwickelte analytische Verfahren ermdoglicht die Isolierung und Quantifizierung von
Dinukleosidpolyphosphate in nmolaren Konzentrationsbereich (49). Da die in Kap 3.1 be-
schriebenen monolithischen Reversed-Phase Chromatographie-Séulen einen niedrigen Ge-
gendruck aufweisen, kann die jeweilige Flussrate signifikant erhoht werden und die Laufzeit
der chromatographischen Trennung bis zu 50% reduziert werden. Auf Grund dessen, verrin-

gert sich der Losungsmittelverbrauch und fiihrt zu einer effektiveren Ausnutzung der Chro-
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matographie-Sdulen und zu einer Reduzierung der Kosten fiir die chromatographischen Auf-

trennung bei gleichzeitiger hoher Trennleistung und Trennkapazitit.

4.2  Angiotensin-Peptide

Die Gruppe der Angiotensin-Peptide und das zugehorige RAS-System stehen seit Jahren in
dem Fokus der chronischen Niereninsuffizienz und kardiovaskuldren Erkrankungen. Im pri-
miren Fokus der betreffenden Studien stand dabei das bisher systemische RAS-System, wel-
ches die Niere als Quelle des Renin, die Leber als Quelle des Angiotensinogens sowie der
Endothelzellen des Lungen- und der Nierengefifle als Quelle des ACE umfasst (100, 101).

Lokale RAS-Systeme waren bisher nur wenig beschrieben.

Im Rahm der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch lokale RAS-
Systeme zur Steuerung des Blutdrucks beitragen. Wie in Kapitel 3.2.2. aufgezeigt, weisen
mononukledre Leukozyten ein lokales RAS-System auf, dass Ang II nach Stimulation ins
Plasma sezernieren.

Im Rahmen der Arbeit wurden auch bisher unbekannte Angiotensin-Peptide isoliert und iden-
tifiziert. Zu diesen neu-identifizierten Angiotensin-Peptiden gehort das Angiotensin A (Ang
A), dessen Aminosduresequenz mit der Aminosduresequenz des Angiotensin II vergleichbar
ist. Der Unterschied der betreffenden Aminosdurensequenzen besteht einzig in der ersten
Aminoséure; im Falle des Angiotensins II beginnt die Sequenz mit Aspartat, im Fall des Ang
A mit Alanin.

Ang A wird durch die Aspartat-Decarboxylase aus Ang II synthetisiert. Ang A und Ang II
haben gleiche Affinitdten zu dem AT1-Rezeptor, jedoch hat Ang A eine hohere Affinitit zu
dem AT2-Rezeptor als Ang II. Es kann somit vermutet werden, dass das Ang A die pathophy-
siologischen Effekte des Ang I moduliert (Kap 3.2.2).

Wihrend der Isolierung und Identifizierung des Ang A wurde ein weiteres Peptid mas-
senspektrometrisch detektiert, dessen Aminoséuresequenz Analogien zum Ang A bzw. zum
Ang II aufzeigt. Die Aminosduresequenz des isolierten Peptids lautet Pro-Glu-Val-Tyr-Ile-
His-Pro-Phe und zeigt somit eine hohe Sequenziibereinstimmung zu der Aminosduresequenz
des Ang II (Arg-Asp-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) bzw. des Ang A (Ala-Asp-Val-Tyr-Ile-His-
Pro-Phe). Der Unterschied der betreffenden Aminosduresequenz liegt in den zwei N-

terminalen Aminosduren. Da dieses Angiotensin-Peptid vasodilatorisch und damit protektiv
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im Rahmen der Hypertonie ist, wurde diese Substanz Angioprotektin genannt. Diese vasopro-
tektive Wirkung wirkt den vasokonstriktorischen Effekten des Ang II entgegen. Angioprotek-
tin wirkt {iber Stimulation des MAS-Rezeptors, wodurch sowohl der Ca®"-Efflux und die
Stickstoffmonoxid- Freisetzung moduliert wird.

Die Plasma-Konzentration des Angioprotektins betrdgt ca. 20% der betreffenden Plasma-
Konzentration des Ang II und ist bei niereninsuffizienten Patienten deutlich erhéht. Durch
Angioprotektin wird offenbar ein Kompensationsmechanismus des ansteigenden Blutdrucks
im Rahmen der Niereninsuffizienz initiiert. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen die Mdglich-
keit auf, Angioprotektin als Biomarker der chronischen Niereninsuffizienz zu verwenden
(Kap 3.2.3).

Aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmung zwischen Ang II, Ang A und Angioprotektin
ist es jedoch nicht moglich, diese Angiotensin-Peptide mit kommerziell erhidltlichen mo-
noklonalen Ang II-Antikorper zu quantifizieren (71, 102). Aufgrund dessen wird in einem seit
2009 beforderten Bundesministerium fir Wirtschaft (BMWi)-Antrag ein auf ,mas-
senspektrometrie-basierendes Immuncapturing Assay* entwickelt, dass eine valide Alternati-
ve zu den derzeit verwendeten, nicht ausreichenden Bestimmungsmethoden darstellt. Das
massenspektrometrie-basierten Immuncapturing-Assay soll eine zuverldssige und dabei

schnell durchzufiihrende Quantifizierung der betreffenden Angiotensin-Peptide gewihrleisten.

4.3  Dinukleosidpolyphophate

Im Rahmen meiner Dissertation konnte ich im Jahr 2005 aus dem endothelialen Sekretom
einen bisher unbekannten endothelium-derived constricting factor (EDCF) isolieren. Dieser
Vasokonstriktor wurde als Uridinadenosintetraphosphat (Up4A) identifiziert. Up4A war das
erste isolierte Dinukleosidpolyphosphat mit einem Purin- und einem Pyrimidinrest. Es ist ein
Stimulator von P2X- und P2YRezeptoren (103, 104).

Up4A ist im Plasma gesunder Probanden in Konzentrationen quantifizierbar, durch die eine
Vasokonstriktion der Gefdfle ausreichend ist. Hierdurch kann von einer Relevanz des Up4A
als physiologischer Vasoregulator ausgegangen werden. Diese Arbeit wurde im Jahre 2005 in
Nature Medicine publiziert (93).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass im Plasma hypertoner
Jugendlichen die UpsA-Konzentration ansteigt (104) (Kap 3.3.1). Neben den vasokonstrikto-
rischen Wirkungen des Up4A bedingt UpsA auch proliferative Wirkungen an der glatten Ge-

faBmuskulatur, der Intima-Media-Dicke und der links-ventrikuldren-Masse. Es ist daher zu



-37 -

vermuten, dass neben der direkten vasokonstriktorischen Wirkung Up4A auch zu einer Modu-
lation der Proliferationsrate glatter GefdBmuskelzellen beitragt.

Neben der systemischen Wirkung wirkt UpsA offenbar auch endokrin. Es wird von der Niere
sezerniert und wirkt unterschiedlich auf afferente und efferente Arteriolen, diese lokalen
UpsA-Wirkung kommt im besonderen im Kontext der chronischen Niereninsuffizienz und der
Hyertoniegenese eine bedeutsame Funktion zu. Die Ergebnisse zu den Wirkungen des Di-
nukleosidpolyphosphates (Kap. 3.3.2; Kap 3.3.3) zeigen, dass diese Substanzklasse von Re-
levanz in der Nierenphysiologie sind und UpsA als Biomarker fiir kardiovaskuldre Erkran-
kungen und der Niereninsuffizienz in Frage kommen konnte. Die Validierung der Bedeutung
des Up4A als Biomarker fiir kardiovaskuldre Erkrankungen bei chronisch niereninsuffizienz-
ten Patienten wird gegenwirtig im Rahmen einer longitudinalen Studie mit 400 Patienten im
Rahmen eines NGFN/BMBF-geforderten Projekts bestimmt (eigenes Teilprojekt: TP-1). Die
Studie befindet sich im 2 Jahr und ist auf insgesamt 6 Jahre ausgelegt.

Neben der Identifizierung und Charakterisierung des Up4A als eventueller Biomarker fiir kar-
divaskuldre Erkrankungen und der Niereninsuffizienz sind auch im Besonderen Angiogenese-
induzierte Faktoren von Bedeutung.

Daher wurde mit dem in der vorliegenden Arbeit entwickelten Ansatz aus chromatographi-
schen und massenspektrometrischen Methoden das endotheliale Sekretom nach Angiogenese-
induzierenden Faktoren untersucht. Es konnte hierbei das Up4U als Angiogenese-induzierden
Faktor identifiziert werden.

Up4U besteht aus zwei Uridin-Gruppen die mit vier Phosphatketten verbunden sind. UpsU
beeinflusst sowohl die Migration, die Proliferation und die GefdBausbildung. Das UpsU er-
hoht direkt die Proliferationsrate, stimulierte die Migration, die R6hrenformation und poten-
zierte die stimulierenden Effekte des peptidischen Wachstumsfaktors PDGF auf die Prolifera-
tion glatter GefaBmuskelzellen. Der angiogene Effekt wird durch den P2Y2-Rezeptor vermit-
telt. (Kap 3.3.4).

Die Dinukleosidpolyphosphate sind als direkte Vasokonstriktoren, Mediatoren mit stark proli-
ferativen und als Angiogenese-induzierenden Eigenschaften beschrieben worden. Der Ab-
bauweg der betreffenden Dinukleosidpolyphosphate ist jedoch weitgehend unbekannt.

Um die Abbauwege der Dinukleosidpolyphosphate aufzukliaren, wurden im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit auch die Wirkungen von ApsA, UpsA, ApsA und dem nicht-selektiven P2-

Antagonisten Suramin auf Nukleotid-abbauende Enzyme aus Endothelzellen und des Serums
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bestimmt (Kap 3.3.5). Im Besonderen wurde die Metabolisierung der Dinukleosidpo-
lyphosphate durch membrangebundene endotheliale und lymphoide Nukleosidtriphophat-
Diphosphohydrolasen (NTPDase, frither: ekto-ATPDase, CD39) und der ekto-5'-
Nukleotidase (CD73) untersucht.

Entgegen der traditionellen Paradigmen wurde im Rahmen von Studien jlingst gezeigt, dass
die Nukleotid-Phosphorylierungsenzyme Adenylatkinase und NDP-Kinase ebenfalls an der
Zelloberfliche exprimiert werden. Die purinerge Signaliibertragung wird iiber zwei gegenléu-
fig wirkende Signalkaskaden gesteuert, A) einer Nukleosidpolyphosphat-inaktivierenden und
B) einer Nukleosidpolyphosphat-regenerierenden Signalkaskade. Durch die Identifizierung
einer komplexen Mischung von Enzymen wie der Nukleotid-Diphosphatase (NPPase), der
NTPDase, der Adenylatkinase und anderen 16slichen purinergen Enzymen, die frei im Blut
zirkulieren, wurde die Komplexitit zum Verstindnis der Regulationsmechanismen der vasku-
laren Purinhomoostase noch weiter erhoht (105-107).

Dinukleosidpolyphosphate potenzieren die purinergen Effekte des ATP in Astrozyten und
erhohen deutlich deren Empfindlichkeit. Diese Effekte kann einerseits durch Bindung an ei-
nen fiir Dinukleosidpolyphosphate spezifischen Rezeptor erkliart werden, andererseits durch
Aktivierung einer ERK-Signaliibertragungskaskade (Extracellular Signal Regulated Kinase)
(108). Die Identifizierung von membrangebundener und ungebundener Varianten der Adeny-
latkinase (105) und der wirkungsvollen Inhibierung dieser katalytischen Reaktion der Di-
nukleosidpolyphosphate (109) konnte als ein weiteres Erkldrungsmodell fiir die agonistischen
Effekte der Dinukleosidpolyphosphate dienen.

Insgesamt zeigen die Studien, dass Dinukleosidpolyphosphate in einer Vielzahl unterschiedli-
cher physiologischer und pathophysiologischer Prozesse eingebunden sind, und dass mogli-
cherweise nicht simtliche Dinukleosidpolyphosphate identifiziert worden sind.

Offenbar ist unser Wissen in diesem Bereich noch begrenzt; die methodischen Arbeiten der
vorliegenden Schrift sollen jedoch einen Beitrag leisten, die betreffenden Mediatoren zu iso-
lieren, identifizieren und zu charakterisieren.

Diese Ergebnisse fiihren zu der Hypothese, dass Dinukleosidpolyphosphate neben ihren deut-
lichen direkten Effekten einen Teil ihrer Effekte innerhalb des (patho-) physiologischen Wir-
kungsbereichs anscheinend auch iiber eine wirkungsvolle Inhibierung der membrangebunde-
nen und freien Adenylatkinase vermitteln, und dabei den verbundenen ADP-Abbau unterbin-

den.
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5. Zusammenfassung

Die chronische Niereninsuffizienz betrifft weltweit ca. 1,5 Millionen Patienten. Bei zuneh-
mender Lebenserwartung wird die Anzahl der niereninsuffizienten Patienten weiter ansteigen.
Kardiovaskuldre Erkrankungen sind dabei gleichzeitig Ursache und Folge der chronischen
Niereninsuffizienz. Im Besonderen die arterielle Hypertonie ist fiir die Progression der Nie-
reninsuffizienz bedeutsam (30, 31). Uber 25% der globalen Bevélkerung und mehr als 50%
der iiber fiinfzigjahrigen Bevolkerung in den industrialisierten Lédndern leiden an einer Hyper-
tonie (34). Bislang sind jedoch letztendlich die Ursachen der kardiovaskuldren Erkrankungen,
wie der arteriellen Hypertonie und der chronischen Niereninsuffizienz in weiten Teilen noch
ungeklart. Daher kommt der Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung der Mediato-
ren, die ursdchlich an der Entstehung der chronischen Niereninsuffizienz und den kardio-

vaskuldren Erkrankungen beteiligt sind, eine sehr hohe Bedeutung zu.

Die hier vorgelegte Arbeit mochte hierzu einen Beitrag dazu leisten, die Ursachen der chroni-
schen Niereninsuffizienz zu klaren, indem sie die in den letzten Jahren verbesserten chroma-
tographische und massenspektrometrische Methoden zur chromatographischen Isolierung und
massenspektrometrischen Identifizierung der betreffenden Mediatoren einsetzt. Die gegen-
wirtig zur Verfligung stehen Methoden bieten gegenwirtig erstmalig die Moglichkeit, die
betreffenden Biomolekiile zu isolieren, zu identifizieren und unbekannte Pathomechanismen

aufzukléren (Kap. 3.1).

Durch den gezielten Einsatz dieser Techniken konnte im Rahmen der Arbeit gezeigt werden,
dass den Dinukleosidpolyphosphate UpsA, ApsA und ApsA sowie bisher unbekannten angio-
tensin-dhnlichen Peptiden einen besondere Bedeutung in der Genese der chronischen Nieren-
insuffizienz und kardiovaskulédrer Erkrankungen zukommt. Im Rahmen der Studie wurde bis-

her unbekanntes, lokales RAS-System beschrieben werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen vasoregulatorisch-wirksamen beziehungsweise
wachstumstimulierenden Mediatoren sollen zur Vervollstindigung des komplexen Bildes der
Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz sowie der kardiovaskuldren Erkrankungen auf

molekularer Ebene beitragen.
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Die durch diese Arbeit bedingten Kenntnisse der zugrunde liegenden Regulationssysteme
sollen zukiinftig bei der Etablierung neuer therapeutischer Ansétze in der chronischen Nieren-
insuffizienz und kardiovaskuldrer Erkrankungen Verwendung finden. Um dieses Ziel in den
néchsten Jahren zu erreichen, wurden aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit meh-
rere Drittmittel-geforderte Projekte (BMWi, BMBF, BMBF/NGFN, EU-FP7 etc.) mit ent-
sprechenden national und international agierenden GrofBunternehmen (z.B. Bayer Schering
Pharma AG, Fresenius Medical Care Deutschland GmBH, Roche AG) als auch einigen
KMUs (z. B. Excorlab GmbH, Mosaiques Diagnostics GmbH, Navtec GmbH) initiiert. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die daraus resultierenden Kooperationen mit kom-
merziellen Partnern miindeten bereits in zwei klinische Studien der Med. Klinik IV, der Cha-
rite. Im Rahmen dieser Studien sollen neue Konzepte zur Behandlung chronisch-
niereninsuffizienter Patienten mit dem Ziel gepriift werden, kardiovaskuldre Erkrankungen

chronisch-niereninsuffizienter Patienten zu verringern.
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