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1 Einleitung

Als Hypertonie werden chronisch erhéhte arterielle Blutdruckwerte bezeichnet.
Nach den Richtlinien des Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC 2003) liegt bei Werten
oberhalb von 140 mm Hg systolisch und 90 mm Hg diastolisch eine manifeste
arterielle Hypertonie vor, ein systolischer Blutdruck von 120 bis 139 mm Hg und
ein diastolischer Blutdruck von 80 bis 89 mm Hg wird prahypertensiv genannt
(JNC 2003). GemaB der Definition des JNC wird zwischen zwei Hypertonie-
Stadien unterschieden, dem Stadium I von 140 bis 159 mm Hg systolisch und
90 bis 99 mm Hg diastolisch und dem Stadium II ab 160 mm Hg systolisch und
100 mm Hg diastolisch. Wenn systolischer und diastolischer Blutdruck in ver-
schiedene Kategorien fallen, wird die hdhere Kategorie zur Klassifizierung des
individuellen Blutdrucks zugrunde gelegt. GroBe Bedeutung hat die Berlicksich-
tigung weiterer Risikofaktoren und bereits eingetretener hypertonietypischer
Organschaden wie Linksherzhypertrophie, Herzinsuffizienz, Myocardinfarkt,
Nephrosklerose, zerebrale Atherosklerose, periphere arterielle Verschlusskrank-

heit und Augenhintergrundveranderungen (JNC 2003).

In den westlichen Industrienationen zahlt die arterielle Hypertonie zu den hau-
figsten Erkrankungen des Menschen (CARRETERO und OPARIL 2000). Die Prava-
lenz betragt in den westlichen Industrienationen 20 %. Im Alter von 25 bis 74
Jahren liegt die Zahl der normotonen Manner unter 40 % und die der normoto-
nen Frauen unter 60 % (GASSE et al. 2001).

Es wird prinzipiell zwischen der primaren, essentiellen Hypertonie und den se-
kundaren Hypertonieformen unterschieden. Die essentielle arterielle Hypertonie

definiert sich als eine multifaktoriell bedingte Erhéhung der systolischen und
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diastolischen Blutdruckwerte ohne erkennbare Ursache. Die essentielle Hyper-
tonie macht 90-95 % aller Hypertonieformen aus (JNC 2003). Die Atiologie ist
ungeklart, in 25-60 % der Falle finden sich genetische Defekte (CARRETERO und
OPARIL 2000).

Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten wie ein hoher Kochsalz-, Kaffee- und
Alkoholkonsum, Nikotin, Stress, Ubergewicht, pyknischer Konstitutionstyp und
endokrine Faktoren stellen weitere beglinstigende Faktoren dar (BHS 2004).
Sehr haufig findet sich eine essentielle Hypertonie gemeinsam mit weiteren Er-
krankungen des so genannten Metabolischen Syndroms wie Typ-II-Diabetes,

Dyslipoproteinamie und Hyperurikdmie (BHS 2004).

Die sekundare arterielle Hypertonie ist eine Form mit bekannter organischer
Ursache. Die haufigste sekundare Hypertonieform ist die renale Hypertonie. So
verursachen Nierenarterienstenosen, renoparenchymatdse Nierenerkrankungen
und Nierentumoren einen pathologischen Anstieg des Blutdrucks (FISCHER
2002).

Die renoparenchymattse Hypertonie ist die haufigste renale Hochdruckform. Zu
dieser kann es bei allen diffusen Nierenerkrankungen mit Untergang parenchy-
matbdsen Gewebes wie zum Beispiel einer Glomerulonephritis, chronischen Pye-
lonephritis, interstitiellen Nephritis oder Zystenniere kommen. Pathogenetisch
steht ein erhohtes extrazellulares Fliissigkeitsvolumen durch die reduzierte Aus-
scheidung von Natrium und Wasser bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz im
Vordergrund (KUskA 1983).

Die renovaskuldare Hypertonie entsteht durch die Stenosierung der Nierenarte-
rien und der daraus resultierenden Stimulation des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS). In zwei Drittel der Falle ist die Stenosierung arteri-

osklerotisch bedingt, in einem Drittel der Falle, vor allem bei jungen Patienten,



Einleitung -7-

handelt es sich um eine fibromuskulare Stenose (FISCHER 2002). Durch die Min-
derperfusion der Niere kommt es bei einer Lumeneinengung von tiber 60 % zu
einer vermehrten Bildung von Renin im juxtaglomerularen Apparat. Nach Frei-
setzung in den Blutkreislauf bewirkt es die Abspaltung von Angiotensin-I aus
Angiotensinogen. Mit Hilfe des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) entsteht
aus Angiotensin-I das vasokonstriktorisch wirksame Angiotensin-II, das zusatz-
lich die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde stimuliert. Al-
dosteron bewirkt eine erhdhte Natriumriickresorption in der Niere und somit

eine erhéhte Wasserretention (FISCHER 2002).

Die seltener auftretenden endokrinen Hypertonien entstehen durch eine erhoh-
te Aktivitat verschiedener Hormonsysteme (JNC 2003). Dabei kdnnen Tumoren
oder Funktionsstérungen der endokrinen Organe, hauptsachlich der Nebennie-
re, ursachlich sein. In der Nebennierenrinde werden Steroidhormone wie Al-

dosteron, Kortisol und Androgene gebildet.

Beim Conn-Syndrom kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von Aldoste-
ron und anderen Mineralokortikoiden. In 80 % der Falle ist das Conn-Syndrom
durch ein solitdres Nebennierenrinden-Adenom bedingt. In 20 % der Falle liegt
eine uni- oder bilaterale Hyperplasie der Nebennierenrinde vor. Die Leitsym-
ptome des Conn-Syndroms sind Hypertonie, Hypernatriamie und Hypokaliamie
(MORIOKA et al. 2000).

Das Cushing-Syndrom ist durch eine erhéhte Produktion von Glukokortikoiden,
insbesondere von Kortisol, charakterisiert. Ursache ist oft ein Hypophysen-
vorderlappenhormon oder ein autonomes Adenom der Nebennierenrinde
(NEWELL-PRICE et al. 1998). Des Weiteren kann es durch eine langfristige Glu-
kokortikoidtherapie mit einer Dosierung oberhalb der so genannten Cushing-
Schwelle zu einem medikamentds induzierten Cushing-Syndrom kommen. Bei

einer Vielzahl der Patienten mit Cushing-Syndrom findet sich eine arterielle Hy-
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pertonie (ORTH 1998). Pathogenetisch steht der mineralokortikoide Effekt des
Kortisols im Vordergrund. Zusatzlich von Bedeutung fiir die Genese des Blut-
hochdrucks beim Cushing-Syndrom ist die Tatsache, dass die Glukokortikoide

die vaskulare Wirksamkeit der Katecholamine steigern (MUNCK et al. 1984).

Das Phaochromozytom ist ein katecholaminproduzierender Tumor, der vom
chromaffinen Gewebe des Nebennierenmarks (80-95 %) und des Grenzstrangs
(5-15 %) ausgeht (ROSENTHAL und CONEN 2000). 70 % der Phaochromozytome
produzieren Adrenalin und Noradrenalin. In 90 % der Félle handelt es sich um
einen benignen, unilateral lokalisierten Tumor. Die vermehrt sezernierten Kate-
cholamine wirken vasokonstriktorisch auf Arterien und Arteriolen und erhéhen
den peripheren GefaBwiderstand. Des Weiteren wirken sie positiv chronotrop,
dromotrop und inotrop und fiihren somit zu einer Steigerung des Herzzeitvolu-
mens. Beide Mechanismen bewirken einen Blutdruckanstieg (GIFFORD et al.
1994).

Kardiovaskuldre Hypertonieformen finden sich bei der Aortenisthmusstenose,
bei arteriovendsen Fisteln und bei der Aortenklappeninsuffizienz. Wichtigste
Form der kardiovaskuldaren Hypertonie ist die Aortenisthmusstenose. In einem
Drittel der Falle liegt neben der Aortenisthmusstenose eine weitere konnatale
Fehlbildung des Herzens oder der groBen GefaBe vor. Die Fehlbildung flihrt zu
einer Blutdruckerhdéhung im prastenotischen Bereich und zu einer Blutdruck-
senkung und Minderdurchblutung im poststenotischen Bereich. Entscheidender
Befund der Aortenisthmusstenose ist der Nachweil3 eines Druckgradienten in
der Aorta bzw. einer Blutdruckdifferenz zwischen der oberen und der unteren
Extremitat (PEEes et al. 1999).

Trotz zunehmender pathophysiologischer Erkenntnisse ist die Atiologie der pri-
maren essentiellen arteriellen Hypertonie weiterhin unklar. Eine grundlegende

Bedeutung flir die Kontrolle des arteriellen Blutdrucks hat der periphere arteriel-
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le GefaBwiderstand. Dieser wird durch viele verschiedene Mechanismen beein-
flusst. Die vasoaktiven Hormone und Neurotransmitter wirken als Vasokonstrik-
toren oder Vasodilatatoren an den glatten GefaBmuskelzellen und fiihren zu
einer Verengung oder Erweiterung des GefaBdurchmessers (LUSCHER et al.
1992).

Das Katecholaminsystem wirkt Gber den Neurotransmitter Noradrenalin des
sympathischen Nervensystems und das aus den chromaffinen Zellen des Ne-
bennierenmarks freigesetzte Hormon Adrenalin abhdngig von Konzentration
und Rezeptorart der GefaBe des Erfolgsorgans vasokonstriktorisch oder vasodi-
latatorisch. Noradrenalin besitzt eine hohere Affinitat zu o- als zu -
Adrenorezeptoren, bei Adrenalin verhalt es sich umgekehrt. Dementsprechend
bewirkt Noradrenalin in den arteriellen BlutgefaBen der Haut und Schleimhaut,
die fast ausschlieBlich mit a-Rezeptoren ausgestattet sind, eine Vasokonstrikti-

on und eine Erhéhung des peripheren Widerstands (LUSCHER et al. 1992).

Die Praferenz, mit der Adrenalin B -Adrenorezeptoren stimuliert, flihrt in Uber-
wiegend mit B-Rezeptoren ausgestatteten GefaBgebieten wie der Skelettmusku-
latur, zu einer Vasodilatation und damit zu einer leichten Abnahme des periphe-
ren GefaBwiderstands. Dies gilt jedoch nur flir physiologische Konzentrationen
von Adrenalin. In hohen Konzentrationen kommt es zur so genannten Adrena-
lin-Umkehr, bei der die Uber a -Rezeptoren vermittelte Vasokonstriktion in der
Summe aller GefaBgebiete Uberwiegt und der Blutdruck deutlich ansteigt
(LUSCHER et al. 1992).

Auch strukturelle und funktionelle endotheliale Faktoren spielen eine wichtige
Rolle in der Blutdruckregulation. Durch das Wachstum glatter GefaBmuskelzel-
len wird eine Mediahypertrophie verursacht, so dass es infolge dessen zu einer
Zunahme des peripheren Widerstandes kommt (YANG et al. 2001). Bewirkt wird

dieser Effekt durch Wachstums steigernde Substanzen wie dem ,platelet deri-
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ved growth factor" (PDGF) (SCHWARTZ und REIDY 1987, MEHTA und GRIENDLING
2007). Durch den von Endothelzellen freigesetzten Faktor Endothelin und eine
verminderte Ansprechbarkeit der GefaBmuskelzellen auf den ,endothelium deri-
ved relaxing factor® (EDRF) kommt es zusatzlich zu einer Erhéhung des peri-
pheren GefaBwiderstandes (YANG et al. 2001). Durch hormonelle Inaktivierung
der Natrium-Kalium-ATPase steigt die intrazelluldare Natriumkonzentration. Auf-
grund des veranderten Gleichgewichts stromen Na*-Ionen in den Extrazellular-
raum und Ca®*-Ionen in die Zellen. Die erhdhte Ca**-Ionen-Konzentration stei-
gert die Kontraktilitat der glatten Muskelzellen, welche wiederum einen erhéh-
ten peripheren GefaBwiderstand bewirkt (HAMLYN et al. 1982). Dadurch ist auch
eine Reaktionsbereitschaft gegenliber Katecholaminen und anderen vaso-

konstriktorisch-wirkenden Substanzen erhoht.

Auch die GefaB erweiternde Wirkung verschiedener Vasodilatatoren wird zum
Teil Gber Endothelzellen vermittelt, die ihrerseits Stickstoffmonoxid (NO) oder
Prostaglandine (PGI,, PGE;) freisetzen. NO sowie die Prostaglandine PGI, und
PGE; l6sen in den glatten GefaBmuskelzellen eine Dilatation aus (ROBINSON et
al. 1995, SARTORI et al. 2005, SMULYAN 2007).

Ansatze zur Aufklarung der Pathogenese der essentiellen arteriellen Hypertonie
entwickelten sich aus der Uberlegung, dass bei der primdren Hypertonie die
absolute oder relative Wirkung der Vasokonstriktoren die Wirkung der
Vasodilatatoren zu Gberwiegen scheint und dieses Ungleichgewicht letztendlich
zu dem erhdhten GefaBtonus fiihren kénnte (LUSCHER et al. 1992, SARTORI et al.
2005). Erste Hinweise darauf beobachteten DAHL et al. im Jahre 1969. Mit Hilfe
von Parabioseversuchen demonstrierten DAHL et al., dass Blut hypertoner
Ratten bei normotonen Ratten einen Blutdruckanstieg bewirkt. Nach
Transplantationen von Nieren spontan hypertoner Ratten auf normotone Ratten
entwickelten die normotonen Ratten ebenfalls eine Hypertonie. Nach einer
Ubertragung von Nieren normotoner Ratten auf spontanhypertone Tiere

normalisierte sich der Blutdruck der hypertonen Ratten (BIANCHI et al. 1974).
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druck der hypertonen Ratten (BIANCHI et al. 1974). Ahnliche Ergebnisse wurden

bei menschlichen Nierentransplantationen beobachtet (CURTIS et al. 1983).

Die Ergebnisse der Parabioseversuche von DAHL et al. (1969) konnten schon im
Jahre 1985 anhand der Kreuzzirkulationsversuche von ZIDEK et al. bestdtigt
werden. Bei der Durchmischung der Blutkreislaufe einer normotonen und einer
spontan-hypertonen Ratte zeigt sich ein signifikanter Blutdruckanstieg bei der
normotonen Ratte, wahrend der Blutdruck der spontan-hypertonen Ratte ab-
sinkt. Diese Versuche von ZIDEK et. al. lassen eine blutdrucksteigernde Substanz
im Blut der hypertonen Tiere vermuten, die bei den normotonen Tieren nicht,
beziehungsweise in deutlich geringerer Konzentration vorhanden ist (ZIDEK et
al. 1985). Da bei den Plasmakonzentrationen der bekannten Vasokonstriktoren
bisher keine signifikanten Unterschiede zwischen Hypertonikern und Normoto-
nikern bestimmt werden koénnen, liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei der
Ubertragbaren blutdrucksteigernden Substanz um eine unbekannte Substanz
handeln muss. ZIDEK et al. zeigten, dass sowohl die Nebennieren als auch die
Nieren spontanhypertoner Ratten flir die Sekretion dieser hypertensiven Sub-
stanz notwendig sind (ZIDEK et al. 1986). Auch im Plasma essentieller Hyperto-
niker konnte eine unbekannte blutdrucksteigernde Substanz nachgewiesen
werden, die im Plasma von Normotonikern in wesentlich geringerer Konzentra-
tion vorhanden war (ZIDEK et al. 1985, 1988).

Die vasokonstriktorische Wirkung dieser Substanz konnte an diversen GefaB-
modellen nachgewiesen werden. So zeigte sich eine Vasokonstriktion an isolier-
ten Aortenstreifen der Ratte (ZIDEK et al. 1990), an isolierten perfundierten Me-
senterien und an isolierten perfundierten Rattennieren (BACHMANN et al. 1990,
1991).

Nachdem AGHA et al. im Jahre 1992 erstmals unbekannte Vasokonstriktoren in

menschlichen Thrombozyten gefunden hatten, gelang SCHLUTER et al. im Jahre
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1994 die Identifizierung dieser vasoaktiven Substanzen als Diadenosinpen-
taphosphat (ApsA) und Diadenosinhexaphosphat (ApeA). Diese Substanzen ge-
héren zur Gruppe der Dinukleosidpolyphosphate und zahlen wie ATP zu den
purinergen Transmittern. Dinukleosidpolyphosphate setzen sich nach der For-
mel XpnX zusammen. Sie bestehen aus zwei Nukleobasen, zwei Ribosen und
einer variablen Anzahl von Phosphatgruppen. Nukleobase und Ribose sind N-
glykosidisch zu einem Nukleosid verknipft. Jeweils zwei Nukleoside werden von
einer variablen Anzahl Phosphatgruppen (ber 5 -Phosphoesterbindungen zu

einem Dinukleosidpolyphosphat verknipft.

Nach der Identifizierung der Diadenosinpolyphosphate (Ap,A, Nukleobase Ade-
nin) Diadenosinpentaphosphat und Diadenosinhexaphosphat (SCHLUTER et al.
1994) konnten als weitere Vertreter der Diadenosinpolyphosphate Diadenosin-
heptaphosphat (Ap;A) (JANKOWSKI et al. 1999) und Diadenosindiphoshat (Ap,A)
(JANKOWSKI et al. 2001a) in menschlichen Thrombozyten nachgewiesen werden.
Des Weiteren gelang die Isolierung des Diadenosindiphoshats (Ap.,A) und Dia-
denosintriphosphats (ApsA) aus menschlichem Herzmuskelgewebe (Luo et al.
1999). Auch in Plazentagewebe lieBen sich Vertreter der Diadenosinpo-
lyphosphate nachweisen (JANKOWSKI et al. 2001b). Ein weiterer Fortschritt ge-
lang mit der Isolierung und Identifizierung der Adenosinguanosinpolyphosphate
und Diguanosinpolyphosphate (Ap,G und Gp,G, Nukleobasen Adenin und Gua-
nin) aus menschlichen Thrombozyten mit einer variierenden Phosphatgruppen-
zahl n zwischen 2 und 6 (JANKOWSKI et al. 2001a, SCHLUTER et al. 1998).

Wahrend Diadenosinpolyphosphate (Apn,A) und Adenosinguanosinpolyphosphate
(ApnG) sowohl vasokonstriktorische als auch proliferationssteigernde Wirkungen
an glatten GefaBmuskelzellen besitzen, kommt den Diguanosinpolyphosphaten
(GpnG) ausschlieBlich ein proliferationssteigernder Effekt zu. Ausschlaggebend
fur die physiologische Wirkung der Diadenosinpolyphosphate auf den Tonus

glatter GefaBmuskelzellen sind die Anzahl der Phosphatgruppen im Molekil so-
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wie das Vorhandensein von mindestens einer Adenin-Gruppe (VAN DER GIERT et
al. 2001). Diadenosinpolyphosphate kénnen in BlutgefaBen sowohl eine Vaso-
konstriktion als auch eine Vasodilatation ausldsen. Dabei kommt dem GefaBtyp
und dem Expressionsmuster der Purinozeptoren eine wichtige Bedeutung zu.
Die GefaBe der isolierten, perfundierten Niere werden von allen endogen vor-
kommenden Diadenosinpolyphosphaten Ap,A kontrahiert. Dies erfolgt liber die

Pox- und P,y-Rezeptoren und ihre Subtypen.

Eine Aktivierung der P,x-Rezeptoren fiihrt zum Einstrom von Na* und Ca®* in
die glatten GefaBmuskelzellen. Die mit dem Einstrom der Kationen einherge-
hende Depolarisation bewirkt eine Offnung spannungsabhingiger Ca**-Kanile,
wodurch die Konzentration der freien Ca**-Ionen intrazellular steigt und sich
damit der Tonus der glatten GefaBmuskelzelle erhoht (TEPEL et al. 1997). Der
P.x-Rezeptor wird hauptsachlich durch ATP und einige andere nattrlich vor-
kommende Substanzen aktiviert (JACOBSON et al. 2000), daher ist es von be-
sonderer Bedeutung, dass Diadenosinpolyphosphate eine ahnlich starke Wir-
kung auf die P,x-Rezeptorsubtypen haben wie das ATP (JANKOWSKI et al. 2003,
2007).

Eine Aktivierung der ebenfalls auf glatten GefaBmuskelzellen lokalisierten Poy-
Rezeptoren flihrt zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die ihrerseits Ino-
sitoltriphosphat (IP3) freisetzt. Inositoltriphosphat 6ffnet die Ca**-Kanale der
intrazelluldren Ca®*-Speicher. Daraus resultiert ein Anstieg der intrazelluldren
Ca**-Konzentration (TEPEL et al. 1996).

Die beschriebenen Mononukleotidrezeptoren besitzen ein sehr unterschiedliches
pharmakologisches Profil. Sie werden entweder durch die adenin-, guanin- und
inosinenthaltenden Purin-Nukleotide oder durch die uridinenthaltenden Pyrimi-
din-Nukleotide aktiviert, oder aber auch durch beide Klassen von Mononukleoti-

den (JACOBSON et al. 2000). Einige P,y-Rezeptoren zeigen eine ausgepragte Pra-
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ferenz flir Nukleosiddiphosphate, andere wiederum flir Nukleosidtriphosphate.
Aufgrund dieser variablen agonistischen Selektivitdit kommt der pharmako-
logischen Aktivitat der Diadenosinpolyphosphate an diesen metabotropen Re-

zeptoren eine wichtige Bedeutung zu (JANKOWSKI et al. 2003, 2007).

Bei der vasokonstriktorischen Wirkung der Diadenosinpolyphosphate kann zwi-
schen einer transienten und in einer permanenten Komponente unterschieden
werden. Die transiente Wirkung erfolgt durch die Aktivierung des Pax;-
Rezeptors. Die permanente Wirkung wird von einem bisher unbekannten Re-
zeptor vermittelt (VAN DER GIERT et al. 1999). Es handelt sich entweder um ei-
nen chimaren P,x-Rezeptor, der sich aus zwei bekannten Subtypen zusammen-
setzt, oder um eine Splicing-Variante bzw. einen Polymorphismus eines bekann-
ten P,x-Subtyp. Es sind bereits P,x-Rezeptoren mit veranderten pharmakologi-
schen Eigenschaften beschrieben worden; nach KosHiMizu et al. (1998) ge-
wahrleisten das alternative Splicing des P,x>-Rezeptors und die Co-Expression
des P.xo- und des Paxz-2-Rezeptors effektive Mechanismen zur Kontrolle des Ka-
tioneneinstroms. Die Zellen exprimieren nicht nur einen, sondern gleichzeitig
mehrere Purinozeptorsubtypen (XIANG et al. 1998). Des Weiteren kénnen Ecto-
hydrolasen Mononukleotide wie ATP und Diadenosinpolyphosphate wie Diade-
nosinpentaphosphat hydrolysieren und die Hydrolyseprodukte kénnen ihrerseits
wiederum Purinozeptoren aktivieren. Dementsprechend erreicht das purinerge
Hormonsystem durch seine Vielzahl endogener Agonisten und Rezeptoren eine

hohe Komplexitat.

Eine besondere Bedeutung fiir die Regulation des peripheren Widerstands und
des arteriellen Blutdrucks kommt der Nebenniere zu. Sie ist bekanntermaBen
Syntheseort verschiedener vasokonstringierend wirkender Hormone. Die Ne-
bennierenrinde bildet Steroidhormone und wird in drei Schichten unterteilt. Die
auBere Zona glomerulosa synthetisiert Mineralokortikoide wie das Aldosteron,

die mittlere Zona fasciculata bildet Glukokortikoide wie das Kortisol und die in-
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nere Zona reticularis ist Syntheseort der Androgene. Insbesondere das Aldoste-
ron hat eine wichtige Funktion bei der Homdostase des Wasser- und Elektrolyt-

haushaltes in Form einer Steigerung der Wasser- und Na*-Reabsorption.

Das Nebennierenmark geht entwicklungsgeschichtlich aus der Sympathikusan-
lage hervor, es ist also ektodermaler Herkunft. Es besteht aus feingranulierten,
polygonalen Zellen, die ein loses Schwammwerk bilden. Die Markzellen werden
als chromaffine Zellen bezeichnet, da sie sich in der histologischen Fixation mit
Kaliumbichromat braunlich verfarben. Fiir diese Verfarbung ist der hohe Gehalt
der Zellen an Adrenalin und Noradrenalin verantwortlich, die bei der Fixation
oxidieren. Adrenalin und Noradrenalin gehéren zusammen mit ihrer Vorstufe
Dopamin zu den Katecholaminen und werden aus der Aminosaure Tyrosin syn-
thetisiert. Adrenalin und Noradrenalin sind innerhalb der Markzellen, in so ge-
nannten Granula, gespeichert (FEDERMAN 1997). Unter Ruhebedingungen se-
zernieren die adrenomedulldaren Zellen stets eine geringe Menge Adrenalin und
Noradrenalin. Des Weiteren setzen sie wie das sympathische Nervensystem
ATP als Cotranmitter zusammen mit Noradrenalin frei (OBERHAUSER et al. 1999).

In Untersuchungen der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass auch vaso-
konstringierend wirkende Dinukleosidpolyphosphate im Nebennierenmark ent-
halten sind. Im Jahre 1991 konnten aus chromaffinen Zellen boviner Nebennie-
ren Diadenosintetraphosphat (ApsA) und Diadenosinpentaphosphat (ApsA) iso-
liert werden (PINTOR et al. 1991). Im Jahre 1992 wurde aus diesen Zellen eben-
falls Diadenosindiphosphat (Ap>A) isoliert und als vasoaktive Substanz charakte-
risiert (CASTILLO et al. 1992). Diadenosintetraphosphat (ApsA) wurde im Jahre
1994 in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks nachgewiesen und eine
Beteiligung dieses Dinukleosidpolyphosphates bei der Blutdruckregulation an-
genommen (SILLERO et al. 1994). Im Jahre 2003 konnten JANKOWSKI et al.
nachweisen, dass neben Diadenosinpolyphosphaten Ap,A (mit n=2-3) ebenfalls

Adenosinguanosinpolyphosphate Ap,G und Diguanosinpolyphosphaten Gp»G
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(mit n=2-6) in chromaffinen Granula des Nebennierenmarks gespeichert sind

und aktiv in den Blutkreislauf sezerniert werden (JANKOWSKI et al. 2003).

Ein bedeutsamer Fortschritt gelang JANKOWSKI et al. im Jahre 2005 mit der Iso-
lierung und Identifizierung des ersten gemischten Dinukleotids, das neben dem
Purin Adenin auch das Pyrimidin Uracil enthalt. Uridinadenosintetraphosphat
(UpsA) konnte aus stimulierten humanen Endothelzellen isoliert und seine vaso-
konstriktorische Wirkung auf glatte GefaBmuskelzellen im Perfusionstest an der
isolierten perfundierten Rattenniere gezeigt werden. UpsA konnte in physiolo-
gisch wirksamen Konzentrationen in humanem Plasma nachgewiesen werden.
Des Weiteren konnte eine aktive Freisetzung von Uridinadenosintetraphosphat
aus Endothelzellen nachgewiesen werden. Eine Bedeutung des Uridinadenosin-
tetraphosphat in der Regulation des GefaBmuskeltonus ist daher wahrscheinlich
(JANKOWSKI et al. 2005).
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2 Problemstellung

Die Bedeutung der Dinukleosidpolyphosphate in der Herz-Kreislauf-Physiologie
wird in den letzten Jahren zunehmend deutlich. Die bisherigen Nachweise von
Dinukleosidpolyphosphaten in chromaffinen Zellen boviner Nebennieren und
ihre Charakterisierung als vasoaktive Substanzen legen die Vermutung nahe,
dass Dinukleosidpolyphosphate eine Bedeutung in der Blutdruckregulation ha-
ben und damit mdglicherweise auch an der Pathogenese der primaren essen-

tiellen arteriellen Hypertonie beteiligt sind.

Bisher wurden (iberwiegend Dinukleosidpolyphosphate mit den Nukleobasen
Adenin und Guanin untersucht. Die vasokonstriktorische und mitunter auch pro-
liferationssteigernde Wirkung dieser Substanzklasse konnte hinreichend nach-

gewiesen werden.

Nachdem JANKOWSKI et al. die Isolierung und Identifizierung des ersten ge-
mischten Dinukleotids Uridinadenosintetraphosphat (UpsA) und dessen Charak-
terisierung als vasokonstriktorische Substanz gelang, stellt sich die Frage nach
der Bedeutung, die dieser bisher unbekannten Substanzklasse in der Pathoge-

nese der primdren essentiellen arteriellen Hypertonie mdglicherweise zukommt.

Die Tatsache, dass einige P,y-Rezeptoren nicht nur durch die Purin-Nukleotide
Adenosin- und Guanosinpolyphoshat, sondern ebenso oder ausschlieBlich durch
die Pyrimidin-Nukleotide wie Up4A aktiviert werden kdnnen, unterstreicht die
Bedeutung dieser uridinhaltigen gemischten Dinukleotide in der Regulation des

GefaBmuskeltonus.

Nachdem PINTOR et al., CASTILLO et al. und JANKOWSKI et al. Diadenosinpo-
lyphosphate (Ap,A), Adenosinguanosinpolyphosphate (Ap,G) und Diguanosin-
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polyphosphate (Gp,G) aus sezernierbaren Granula des Nebennierenmarks iso-
liert haben, kann eine Sekretion in den Blutkreislauf und somit eine systemische
Wirkung dieser Substanzklassen angenommen werden. Aus diesem Grunde er-
scheinen die Granula des Nebennierenmarks als potentieller Syntheseort von

Dinukleosidpolyphosphaten mit Pyrimidin-Nukleotiden als wahrscheinlich.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Frage nachgegangen werden, ob als
Vertreter der Substanzklasse das Uridinadenosintriphosphat (UpsA) in chromaf-
finen Zellen boviner Nebennieren nachweisbar ist, und inwiefern dieser Media-
tor ebenfalls einen vasokonstriktorischen Effekt auf glatte GefaBmuskelzellen
hat.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeiner Teil

3.1.1 Chromatographische Verfahren

Chromatographische Verfahren dienen zur Trennung und Aufreinigung komple-
xer Mischungen und beruhen auf der unterschiedlichen Affinitdt der zu tren-
nenden Stoffe zu einer stationdren und einer mobilen Phase. Die stationdre
Phase ist an einen festen Trager gebunden, die andere Phase ist in Bewegung
und wird deshalb als mobile Phase bezeichnet. Die mobile Phase enthalt das zu

trennende Substanzgemisch.

Bei allen Chromatographie-Methoden basiert die Trennung auf physiko-
chemischen Wechselwirkungen der Substanzen der mobilen Phase mit der sta-
tiondren Phase. Die einzelnen Substanzen des Gemisches werden dabei ver-
schieden stark von der stationdren Phase retendiert. Daraus resultiert eine un-
terschiedlich lange Verweildauer auf der stationdren Phase und somit eine zeit-

lich unterschiedliche Elution.

Je nach Art der Krafte, die zur Chromatographie ausgenutzt werden, lassen sich
Adsorptions-, GroéBenausschluss-, Ionenaustausch- und Verteilungschroma-
tographie unterscheiden, nach der Anordnung des Tragermaterials Dlnn-

schicht- und Saulenchromatographie. Die stationdre Phase kann fest oder flis-
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sig, die mobile Phase gasformig (Gaschromatographie) oder flissig (Fllssig-

keitschromatographie) sein (JONES und THORNTON 1996).

3.1.2 Reversed-Phase Chromatographie

Bei der Flissigkeits-Chromatographie wird die stationdare Phase in Normalphase
und Umkehrphase (Reversed-Phase) unterteilt. Bei der Normalphasen-
Chromatographie ist die stationdre Phase hydrophil und die mobile Phase hyd-
rophob. Im Gegensatz dazu ist bei der Umkehrphasen-Chromatographie die

stationdre Phase hydrophob und die mobile Phase hydrophil.

Als Trager der stationdren Phase werden haufig C8- (Octyl-) und C18-
(Octadecyl-) Phasen verwendet, bei denen hydrophobe Ketten mit 8 bzw. 18
CH>-Gruppen kovalent an eine Kieselgelmatrix gebunden sind. Die mobile Phase
besteht im Allgemeinen aus einem wasserigen Puffersystem, haufig 40 mM
Triethylenammoniumacetet oder 0,1 % Trifluoressigsaure. Ionische Probenmo-
lekiile kénnen mit gegensatzlich geladenen organischen Ionen des Ionenpaar-
reagenz ein Ionenpaar bilden. Dieses Ionenpaar ist beziiglich seiner Ladung
und Polaritdt nach auBen neutral, es lasst sich daher auf der stationaren Um-
kehrphase adsorbieren und mit einem mit Wasser mischbaren organischen L6-

sungsmittel wie Acetonitril oder Methanol eluieren.

Die einfachste Mdglichkeit zur Elution der von dem Gel retendierten Substanzen
stellt die isokratische Elution dar. Dabei wird wahrend der chromatographischen
Trennung die Zusammensetzung der mobilen Phase nicht verandert. Komplexe
Substanzgemische sind jedoch mit dieser Art der Elution nicht ausreichend

trennbar.
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Eine hohere Auflésung bzw. Trennleistung wird jedoch im Allgemeinen bei der
Gradientenelution erreicht. Hierbei wird die Zusammensetzung der mobilen
Phase im Laufe der Chromatographie verandert, also die Konzentration des or-
ganischen Lésungsmittels kontinuierlich erhdht. Hydrophile Substanzen, die nur
geringe Mengen des organischen Losungsmittels zur Elution bendtigen, eluieren
daher zu Beginn der Chromatographie. Hydrophobere Substanzen verweilen
dementsprechend langer in der stationaren Phase und kdnnen nur mit héheren
Konzentrationen des organischen Lésungsmittels eluiert werden. Daraus resul-
tieren zeitlich verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten der im zu trennen-

den Stoffgemisch enthaltenen Substanzen durch die Saule.

3.1.3 Affinitdtschromatographie

Das Prinzip der Affinitatschromatographie beruht auf der spezifischen Adsorpti-
on eines Molekuls der mobilen Phase durch ein Molekil der stationaren Phase.
Es binden nur die Substanzen eines Stoffgemisches, die aufgrund charakteristi-
scher funktioneller Gruppen eine hohe Affinitat zu dem spezifischen, in der in-

nerten Matrix der stationaren Phase fixierten Molekl haben.

Bei der Chromatographie eines Stoffgemisches, das die gesuchte Substanz ent-
halt, wird allein diese reversibel an die Matrix gebunden und kann anschlieBend
durch Elution mit einem entsprechenden Lésungsmittel zurlick gewonnen wer-
den. Die Affinitdtschromatographie zeichnet sich durch hohe Selektivitdt und

Spezifitat aus.
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3.1.4 High Performance Liguid Chromatograpie

Die High Performance Liquid Chromatography (=HPLC, Hochleistungs-Fliissig-
keitschromatographie) stellt eine methodische Weiterentwicklung der Flissig-

keitschromatographie dar.

Die Vorteile dieser Methode sind ihre hohe Auflésung und Empfindlichkeit und
die Mdglichkeit der Applikation groBer Probenmengen. Um die Oberflache und
dadurch die Trennleistung der stationaren Phase zu vergroBern, werden Fest-
stoffteilchen mit geringem Korndurchmesser verwendet. Je nach Saule besitzen
die Kieselpartikel einen Durchmesser zwischen 1 und 10 pm und weisen Poren
mit einer GroBe von 100 bis 300 A auf. Bei einer Flussrate von 0,1 ml/min bis 1
ml/min und einem Korndurchmesser von 1 ym kann eine Trennleistung von bis
zu 150.000 Trennstufen pro Meter erreicht werden. Wegen der sehr kleinen
TeilchengréBe ist ein hoher Druck erforderlich, um die mobile Phase durch die

Sdule zu pumpen.

3.1.5 Matrix-Associated Laser Desorption/Ionisation-Mass Spectrometrie

Die Matrix-Associated Laser Desorption/Ionisation-Mass Spectrometry (=MALDI,
Matrix-unterstiitzte  Laserdesorptions-/Ionisations-Massenspektrometrie) ist
durch eine hohe Nachweisempfindlichkeit charakterisiert. Bereits Probenmen-
gen von 10°-10° M kénnen analysiert werden (KARAS und GIESSMANN 1982).
Die Probe wird mit einer definierten Matrix kristallisiert und im Vakuum des
Massenspektrometers flir wenige Nanosekunden einem intensiven Impuls

kurzwelliger Laserstrahlung ausgesetzt. Die Energie dieser Laserstrahlung wird
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in Form von Schwingungsenergie auf die Molekiile der Desorptionsmatrix Uiber-
tragen. Dadurch wird die in den Matrixmolekiilen deponierte Anregungsenergie
in das Gitter des Festkorpers relaxiert und bewirkt so eine Aufweitung des Git-
ters. Es kommt zu einem Phasenlibergang weit auBerhalb des thermischen
Gleichgewichts, wobei Matrix- und Probenmolekiile freigesetzt werden und in

die Gasphase libergehen.

Die Matrix hat ebenfalls eine groBe Bedeutung bei der Ionisation der Proben-
molekiile. Dabei bewirken photoionisierte Matrixmolekile durch Protonentrans-
fer eine hohe Ausbeute positiv geladener Probenmolekiile (KARAS und
GIESSMANN 1982). Die Probenionen werden mittels eines elektrostatischen Fel-
des in Richtung des Analysators beschleunigt. Die Massenbestimmung erfolgt
Uber die Messung der Flugzeit zwischen der Desorption der Ionen bis zum Ein-
treffen am Detektor. Nach Beschleunigung durch einige keV durchlaufen sie
eine feldfreie Driftstrecke von 0,5-2 m Lange. Da Ionen unterschiedlicher Masse
bei gleicher kinetischer Energie (Exn=0.5 m v*; m=Masse; v=Geschwindigkeit)
unterschiedliche Flugzeiten haben, kann nach Kalibrierung mit bekannten Refe-
renzmassen aus der jeweils gemessenen Flugzeit die Masse des Probenmole-
kils errechnet werden. Diese Massenbestimmung besitzt eine Genauigkeit von
+0,5 Da. Da die Probenmolekiile bei der Ionisation protoniert werden, ist das
tatsachliche Molekulargewicht um 1 Da geringer als das mit der MALDI-

Spektrometrie ermittelte.

Die  Post-Source-Decay-MALDI-Massenspektrometrie ~ (PSD-MALDI-Massen-
spektrometrie) stellt eine Weiterentwicklung der MALDI-Massenspektometrie
dar. Auf ihrer Flugstrecke zum Analysator fragmentieren einige der nach dem
Laserbeschuss desorbierenden Probeionen. Die fiir diese Fragmentation (so
genannter ,post source decay") bendétigte Aktivierungsenergie erhalten die Pro-
beionen durch die zahlreichen Kollisionen sowohl mit Matrixmolekilen wahrend

der Freisetzung und Beschleunigung, als auch mit in der feldfreien Driftstrecke
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vorhandenen Gasmolekilen (KAUFMANN et al. 1994). Die PSD-MALDI-
Massenspektrometrie ermdglicht eine Detektion dieser Fragmente (KAUFMANN et
al. 1994).

Eine Weiterentwicklung stellt die MALDI-Time-of-Flight/Time-of-Flight Mas-
senspektrometrie (MALDI LIFT-TOF/TOF MS) dar. Sie zeichnet sich durch eine
sehr hohe Sensitivitat aus (SuckAu et al. 2003).

MALDI-TOF/TOF Instrumente sind charakterisiert durch eine kolineare Anord-
nung von zwei TOF-Massenanalysatoren, jeweils ausgestattet mit einer Ionen-
Quelle (Ion Source), die die Beschleunigung und Fokussierung der Ionen er-
moglicht. Im TOF1 werden die Analytionen beschleunigt und Vorlauferionen
selektiert und fragmentiert. Fragmentionen kdnnen dann zur TOF2-Source U-

bergehen, wo sie beschleunigt und ihre Massen analysiert werden.

Ein Anheben der Strom-Spannung (potential lift) ist die Kernfunktion dieser
Technologie. Dieser Teil des Gerates besteht aus drei Zellen, die zwischen vier
Gittern angeordnet sind. Sobald die Ionen diesen Teil erreicht haben, wird die
Spannung zwischen den beiden, die erste Zelle begrenzenden Gittern, rapide
auf 19 kV verstarkt. Die zweite Zelle besteht aus einem die Geschwindigkeit der
Ionen modulierenden Fokussierungselement. Die Spannung des dritten Gitters
wird nun um 2-3 kV reduziert, sodass die Ionen gegen die dritte Zelle be-
schleunigt werden. In der dritten Zelle werden die Ionen dann zu ihrer vollen
Geschwindigkeit beschleunigt und auf den Detektor eingestellt (Suckau et al.
2003).
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3.2 Spezieller Teil

3.2.1 Gesamtibersicht

Die Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht {iber die im Rahmen der vorliegenden Ar-

beit durchgeflihrten Arbeitsschritte.

Rindernebennieren

Extraktion und Lyse

Denaturierung

praparative
Reversed-Phase Chromatographie

Affinitétschromatographie

analytische
Reversed-Phase Chromatographie

Bioassay der Nierenperfusion

MALDI- MALDI-LIFT-TOF/TOF- Enzymatische
Massenspektrometrie Massenspektrometrie Spaltungsversuche
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Isolierungs- und Charakterisie-

rungsschritte von UpsA aus der Nebenniere

3.2.2 Extraktion und Lyse

Es wurden 600 g Nebennieren von Rindern aus dem regionalen Schlachthof in
Golzig bezogen. Nach der Freipraparierung auf dem Schlachthof wurden sie
zunachst in 0,9 %iger wasseriger NaCl-Losung auf Eis gelagert. Die Trennung
des Nebennierenmarks von der Nebennierenrinde und die weitere Freipraparie-

rung des Nebennierenmarks erfolgten im Kihlraum bei 4 °C.

Zur weiteren Aufarbeitung wurde das Nebennierenmark in einer 0,32 M Sacha-
rose-Losung suspendiert und anschlieBend mit einem Ultra-Turrax Mixer unter
Eiskiihlung bei 7.500 U/min fir 15 Minuten homogenisiert. Das Homogenat
wurde fiir weitere 15 Minuten bei 800 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und 20 Minuten bei 10.000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vom Niederschlag dekantiert und in ein Ultrazentrifugenrdhr-
chen mit 1,6 M wasseriger Sacharose-Loésung gegeben. Die Lésung wurde fir
90 Minuten bei 100.000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand und die weiBe
Schicht Gber dem Pellet wurden verworfen und das Pellet bis zur weiteren Auf-
arbeitung bei 40 °C gelagert. Das Pellet (5 g) der Ultrazentrifugation wurde in
15 ml 30 uM Tween-20 geldst und die Nebennierengranula durch flinfmaliges

Einfrieren und Auftauen lysiert. Das Lysat ergab ein Gesamtvolumen von 17 ml.
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3.2.3 Denaturierung

Das Lysat wurde mit konzentrierter Perchlorsaure versetzt und eine Konzentra-
tion von 0,6 M Perchlorsaure eingestellt. Es folgte eine Zentrifugation flir 10
Minuten bei 4.000 U/min bei 4 °C. Das Pellet wurde verworfen und der Uber-
stand mit konzentrierter KOH auf einen pH-Wert von 9,25 eingestellt. Die Probe

wurde fir 18 Stunden bei —20 °C gelagert.

3.2.4 Praparative Reversed-Phase-Chromatographie

Das ausgefallene Perchlorat wurde 5 Minuten bei 4.000 U/min bei 4 °C zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit 1 M Triethylenammoniu-
macetet (TEAA) auf eine Endkonzentration von 40 mM TEAA und einen pH-
Wert von 6,5 eingestellt. Die verwendete praparative RP-Sdule (Lobar Fertig-
saule Lichroprep RP-18, KorngréBe 40-63 pum, 310x25 mm, Firma Merck/VWR)
wurde mit 40 mM wasseriger TEAA-LGsung aquilibriert. AnschlieBend wurde die
Probe mit 40 mM wasseriger TEAA-L6sung und einer Flussrate von 2,5 ml/min
aufgetragen. Die Saule wurde mit 100 % der 40 mM wasserigen TEAA-L6sung
gewaschen, die Elution der retendierten Substanzen erfolgte mit 20 % Aceto-
nitril (ACN). Die FlieBgeschwindigkeit betrug 2,5 ml/min. Die Chromatographie
wurde mit einem UV-Detektor bei 254 nm (berwacht. Als Chromatographie-
System diente eine Pharmacia LKB Gradient Pump 2249 HPLC-Anlage. Das Elu-

at wurde gesammelt und fiir die weitere Aufarbeitung lyophilisiert.
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3.2.5 Affinitdtschromatographie

Das lyophilisierte Eluat der Reversed-Phase-Chromatographie wurde in 5 ml 1 M
Ammoniumacetat (NH4Ac) geldést und auf einen pH-Wert von 9,5 eingestellt.
Das verwendete Phenylboronsaure-Gel wurde nach BARNES et al. hergestellt
(1985).

Die Chromatographie erfolgte an einer Pharmacia LKB Gradient Pump 2249
HPLC-Anlage. Die Sdule wurde mit 1 M wasseriger Ammoniumacetetlésung a-
quilibriert und die Probe (ber eine Probenschleife mit einer Flussrate von 4
ml/min aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Saule mit 1 M wasseriger
Ammoniumacetetlésung gespllt. Die retendierten Substanzen wurden mit 10
mM wasseriger Salzsaure (HCl) eluiert. Die FlieBgeschwindigkeit betrug
4 ml/min. Es wurde die UV-Absorption bei 254 nm detektiert. Die nicht reten-

dierten Substanzen und das Eluat wurden gesammelt.

3.2.6 Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Das Efluat der Affinitatschromatographie wurde mit 1 M TEAA-L6sung auf eine
Konzentration von 40 mM TEAA und einen pH-Wert von 6,5 eingestellt. Die
Entsalzung wurde mittels einer Reversed-Phase-Saule (Lobar Fertigsaule Lich-
roprep RP-18, KorngréBe 40-63 pm, 310x25 mm, Firma Merck/VWR) auf einer
Merck Hitachi L-6200 Intelligent Pump HPLC-Anlage durchgeflihrt. Die Saule
wurde mit 40 mM wasseriger TEAA-LOsung aquilibriert. Die einzelnen Fraktio-
nen wurden mit 40 mM wasseriger TEAA-LGsung in mehreren Schritten Uber

eine Probenschleife mit einer Flussrate von 4 ml/min aufgetragen. Die Entsal-
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zung erfolgte mit 40 mM wasseriger TEAA-LGsung, die anschlieBende Elution
der retendierten Substanzen mit 20 % Acetonitril. Die FlieBgeschwindigkeit be-
trug 4 ml/min. Das Eluat wurde bei 254 nm detektiert, gesammelt und fir die

weitere Aufarbeitung lyophilisiert.

Das Eluat der Affinitdtschromatographie wurde mit 1 M TEAA-LOsung auf eine
Konzentration von 40 mM TEAA und einen pH-Wert von 6,5 eingestellt. Die Ent-
salzung wurde mittels zwei Chromolith-Saulen (Chromolith Performance RP-
18e, PorengréBe 2 um/13 nm, 100x4,6 mm, Firma Merck/VWR) auf einer Merck
Hitachi L-6200 Intelligent Pump HPLC-Anlage durchgeflihrt. Die Saule wurde
mit 40 mM wasseriger TEAA-L6sung aquilibriert. Dann wurde die Probe mit ei-
ner Flussrate von 1 ml/min auf die Chromolith-Saulen aufgetragen. Der Auftrag
und die Entsalzung erfolgten mit 40 mM wasseriger TEAA-L6sung und die an-
schlieBende Elution mit 20 % Acetonitril. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 1
ml/min. Das Eluat wurde bei 254 nm detektiert, gesammelt und fir die weitere

Aufarbeitung lyophilisiert.

Die gefriergetrockneten Eluate wurden in 1 ml 40 mM wasseriger TEAA-L&sung
geldst. Zunachst wurde eine Quantifizierung durchgefiihrt, dazu wurde 1 pl der
Probe abgenommen und auf eine Chromolith-Saule (Chromolith Performance
RP-18e, PorengrdBe 2 pm/13 nm, 100x4,6 mm, Firma Merck/VWR) mit einem
Fluss von 1 ml/min aufgetragen. Die Trennung erfolgte auf einer Amersham
Pharmacia Biotech Akta Purifier HPLC-Anlage.

Die mobile Phase A bestand aus 40 mM wasseriger TEAA-L&sung, die mobile
Phase B aus 80 % Acetonitril, die Flussrate betrug 1 ml/min. Es wurde der in
Tabelle 1 aufgefiihrte Gradient gewahlt. Die Quantifizierung wurde mit syntheti-
schen Diadenosinpolyphosphaten (ApsA, ApsA, ApsA, ApeA je 2 ug) durchge-
fuhrt. Die Probe wurde in zwei Schritten auf die Saule aufgetragen, peakfrakti-

oniert aufgefangen und anschlieBend in der SpeedVak getrocknet.
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Tabelle 1 : Gradient der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie
(Saule: Chromolith Performance RP-18¢e,100x4,6 mm, Merck, E-
luent A: 40 mM TEAA, Eluent B: 80 % ACN, Fluss: 1 ml/min)

t (min) Konzentration B (%)
0 0
30 35
33 100
48 100

3.2.7 Effekt des Eluats der Reversed-Phase-Chromatographie auf den

Perfusionsdruck an der isolierten, perfundierten Rattenniere

Die Wirkung der getrockneten Proben der analytischen Reversed-Phase-Chro-
matographie auf den GefaBtonus wurde mittels eines Nierenperfusionstests be-
stimmt. Dazu wurde die Niere einer Ratte entnommen und an ein Perfusions-

system angeschlossen.

Der Perfusionsdruck wurde kontinuierlich durch einen Transducer (Statham P23
GB, Siemens) mit Brickenverstarker (Hugo Sachs) Uberwacht. Das Perfusions-
verfahren verlief nach einer Beschreibung von VAN DER GIET et al. (1997). Die
Niere wurde mittels einer peristaltischen Pumpe in einem Einzeldurchflusssys-
tem mit einer Losung perfundiert, die sich aus 115 mmol/l NaCl, 4,6 mmol/I
KCl, 1 mmol/l CaCl,, 1,2 mmol/l MgS04, 1,2 mmol/l NaH,PO4, 22 mmol/l NaH-
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COs3, 49 mmol/l Glucose und 35 g Gelatine/l (Behringwerke) zusammensetzte.
Die Equilibrierung erfolgte mit 95 % O, und 5 % CO,. Der Perfusionsfluss be-
trug konstant 8 ml/min. Die Niere und die Perfusionslésung wurden bei einer

Temperatur von 37 °C gehalten.

3.2.8 MALDI-Massenspektrometrie

Die Proben wurden mittels Matrix-unterstiitztem Laserdesorptions-Ionisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS) massenspektrometrisch analysiert. Die Frak-
tionen der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wurden in 10 pl H,O
geldst. 5 pl der Probe wurden mit Kationenaustauscher (Bio-Rex 70 Resin, 100-
200 mesh sodium form, Firma BioRad) versetzt. Es wurden jeweils 1 pl Probe
und 1 pl der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix 3-Hydroxypicolinsaure
(HPA) auf einen metallischen Probenteller aufgetragen. Die Probe wurde ge-
trocknet und Uber die Vakuumschleuse in das MALDI-Massenspektrometer
(MALDI-Reflex III, Firma Bruker Daltonic) eingesetzt. Die Desorption der Pro-
beionen erfolgte durch Beschuss der Probe mit einem Stickstoff-Laserstrahl bei
einer Wellenldnge von 337 nm und mit einer Energie von 10°-10” W/cm?. Das

Bestrahlungsfeld war kreisférmig und hatte einen Durchmesser von 50-100 pm.
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3.2.9 MALDI-LIFT-TOF/TOF-Massenspektrometrie

Nach der MALDI-Massenspektrometrie erfolgte eine Sequenzierung mittels der
MALDI-LIFT-Time-Of-Flight/Time-Of-Flight-Massenspektrometrie (MALDI-LIFT-
TOF/TOF-MS, Firma Bruker Daltonic). Die Probenvorbereitung ist identisch mit
der Probenvorbereitung der MALDI-MS. Es wurden jeweils 1 pl Probe und 1 pl
der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix 3-Hydroxypicolinsdure (HPA [50
ng/ml]) auf einen metallischen Probenteller aufgetragen. Die Probe wurde ge-
trocknet und mit einem Stickstofflaser bei einer Wellenldange von 337 nm ioni-
siert. Die Sequenzierung erfolgte an einem Bruker Ultraflex TOF/TOF Mas-
senspektrometer (Firma Bruker Daltonic). Die Fragment-Ionen-Spektren wur-
den mit der LIFT-Option des Gerates aufgenommen. Es wurden 200 Spektren

aufsummiert.

3.2.10 Enzymatische Spaltungsversuche

Nach der Massenspektrometrie wurden 5 “Phosphodiesterase (3 mU, Crotalus
durissus, EC 3.1.15.1, Boehringer Mannheim), 3 Phosphodiesterase (1 mU,
bovine Milz, EC 3.1.16.1, Boehringer Mannheim) und alkalische Phosphatase (1
mU, bovine intestinale Mucosa, EC 3.1.3.1, Boehringer Mannheim) jeweils mit
50 pl NaHCOs und aktivierten CNBr-Sepharose 6 MB beads (Amersham Phar-
macia Biotech) vermischt und flir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann erfolgte ein dreimaliges Auswaschen der beads mit doppelt destilliertem

Wasser. Das Aliquot der Fraktion der vierzehnten Minute der analytischen Re-
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versed-Phase-Chromatographie wurde mit diesen Enzym-beads (iber 3 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert und mittels MALDI-Massenspektrometrie analy-

siert.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung von Dinukleosidpolyphosphaten aus bovinem

Nebennierengewebe

Die Darstellung der Ergebnisse zur Isolierung und Identifizierung des UpsA aus
der Nebenniere gliedert sich in Arbeitsschritte zur Isolierung der Substanz und
zur Identifizierung der molekularen Struktur. Die Isolierung von UpsA aus der
Nebenniere erfolgte mittels praparativen beziehungsweise analytischen Chro-

matographie-Methoden.

4.1.1 Praparative Reversed-Phase-Chromatographie

Nach Extraktion und Lyse der Rindernebennieren wurde das entstandene Lysat
einer Denaturierung mit Perchlorsdaure unterzogen. AnschlieBend wurde die
Probe einer Praparativen Reversed-Phase-Chromatographie zugefiihrt. Das re-
sultierende Chromatogramm zeigte dabei den in Abbildung 2 dargestellten Ver-

lauf.
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Abbildung 2: Praparative Reversed-Phase-Chromatographie

Probe: Deproteiniertes bovines Nebennierenextrakt

Saule: Lobar Fertigsaule Lichroprep RP-18, KorngrdBe
40-63 um, 310x25 mm, Firma Merck/VWR

Eluent A: 40 mM wasserige Triethylenammoniumacetat-
LOosung

Eluent B: 20 % wasserige Acetonitril-Lésung

UV-Absorption: 254 nm

Fluss: 2,5 ml/min

— 254 nm

--------- Leitfahigkeit

Die UV-Absorption bei 254 nm zeigt zwei deutlich voneinander getrennte UV-
Absorptionspeaks. Der erste Peak eluiert zwischen der flinften und flinfund-
zwanzigsten Minute und enthadlt die nicht an die Trennsdule retendierten Sub-
stanzen. Nach Erreichen der UV-Basislinie erscheint zwischen der zweiundfunf-
zigsten und sechzigsten Minute ein zweiter, schmalerer Peak. Dieser Peak, der

der Absorption des Eluats entsprach, wurde aufgefangen und lyophilisiert.
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4.1.2 Affinitdtschromatographie

Das lyophilisierte Eluat der praparativen Reversed-Phase-Chromatographie
wurde mittels einer Affinitatschromatographie aufgereinigt. Das verwendete
Phenylboronsaure-Gel wurde nach BARNES et al. (1985) hergestellt. Die Chro-
matographie ergab den in Abbildung 3 dargestellten Verlauf.

0.5+ 70
60

044__ _ N _
Eluat \ %0

@
[wo/sw]
uxbyesne

UV-Absorption (254 nm)
[AU]

Retentionszeit [min]
Abbildung 3: Affinitdtschromatographie

Probe: lyophilisiertes Eluat der praparativen Reversed-

Phase-Chromatographie

Saule: Phenylboronsaure-Gel nach BARNES et al. (1985)
Eluent A: 1 M wasserige Ammoniumacetatlésung

Eluent B: 10 mM wasserige Salzsaureldsung
UV-Absorption: 254 nm

Fluss: 4 ml/min

— 254 nm

--------- Leitfahigkeit
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Das Chromatogramm zeigt drei voneinander getrennte UV-Absorptionspeaks.
Der erste Peak eluiert zwischen der funften und zehnten Minute. Der zweite,
breitere Peak wird zwischen der fiinfzehnten und flinfunddreiBigsten Minute
detektiert. Diese beiden UV-Absorptionspeaks werden durch Substanzen be-
dingt, die nicht durch das Gel retendiert werden. Nach siebzig Minuten wurde
mit wasseriger 10 mM Salzsdurelésung der dritte, etwas kleinere Peak eluiert.

Dieses Salzsaure-Eluat wurde bis zum Erreichen der UV-Basislinie gesammelt.

4.1.3 Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Das Eluat der Affinitatschromatographie wurde mit Hilfe einer analytischen Re-
versed-Phase-Chromatographie entsalzen und fraktioniert. Das Chromatogramm
zeigte den in Abbildung 4 dargestellten Verlauf. Im Chromatogramm zeigt sich
ein einzelner groBer, doppelgipfeliger UV-Absorptionspeak zwischen der sechs-
zehnten und achtzehnten Minute. Diese Fraktion wurde gesammelt und lyophili-

siert.
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Abbildung 4: Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Probe: Salzsaure-Eluat der Affinitadtschromatographie

Saule: Chromolith Performance RP-18e, Porengréie
2 ym/13nm, 100x4,6mm, Firma Merck/VWR

Eluent A: 40 mM wasserige Triethylenammoniumacetat-
Losung

Eluent B: 20 % Acetonitril

UV-Absorption: 254 nm

Fluss: 1 ml/min

— 254 nm

--------- Leitfahigkeit

Das lyophilisierte Eluat der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wur-
de anschlieBend zunachst einer Quantifizierung mit authentischen Diadenosin-
polyphosphaten (ApsA, Ap4A, ApsA, ApsA je 2 Jg) unterzogen. Daraufhin wurde
die Probe geteilt und in zwei Schritten der analytischen Reversed-Phase-
Chromatographie zugefiihrt. Die Chromatographie ergab den in Abbildung 5

dargestellten Verlauf.
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Absorption (254 nm)

Abbildung 5:

Absorption (254 nm)
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Analytische Reversed-Phase-Chromatographie
Probe: lyophilisiertes Eluat der analytischen Reversed-

Phase-Chromatographie

Saule: Chromolith Performance RP-18e, PorengroBe
2um/13nm, 100x4,6 mm, Firma Merck/VWR

Eluent A: 40 mM wasserige Triethylenammoniumacetat-
LOsung

Eluent B: 20 % Acetonitril

Fortsetzung der Legende auf nachster Seite
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Fortsetzung der Legende von Abbildung 5 (Seite 39):

Gradient: 0-30 min  0-35% B
30-33 min  35-100 % B
33-48 min 100 % B
UV-Absorption: 254nm

Fluss: 1 mil/min
e 254 nm
--------- Leitfahigkeit

Abbildung 5A zeigt eine Gesamtibersicht der Chromatographie. Die UV-
Absorption bleibt bis zur achten Minute im Bereich der UV-Basislinie. Zwischen
der achten und zweiundzwanzigsten Minute zeigen sich zahlreiche, verschieden
groBe UV-Absorptionspeaks. Zwischen der zweiundzwanzigsten und achtund-
dreiBigsten Minute erreicht die UV-Absorption wieder nahezu das Niveau der
Basislinie. Der letzte, kleinere Peak erscheint in der achtunddreiigsten Minute,
also etwa flinf Minuten nach Anstieg des Gradienten auf 80 % Acetonitril. Die
Chromatographie wurde peakfraktioniert gesammelt und anschlieBend in der
SpeedVak getrocknet.

Abbildung 5B zeigt einen vergrdBerten Ausschnitt des Bereiches zwischen der
funften und zwanzigsten Minute. Der Peak in der vierzehnten Minute ist hier
besonders herauszustellen und in Abbildung 5B mit einem Pfeil gekennzeichnet.
Dieser Peak wurde bei den folgenden Charakterisierungsschritten weiter unter-
sucht.
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4.2 Identifizierung des Up3A

Die Identifizierung der molekularen Struktur des UpsA erfolgte mit Hilfe mas-

senspektrometrischer Analytik.

4.2.1 MALDI-Massenspektrometrie

Die lyophilisierte Fraktion der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie
wurde der MALDI-Massenspektrometrie zugeflihrt. In dieser Fraktion, die in der
vierzehnten Minute der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie eluierte
(in Abbildung 5 mit einem Pfeil gekennzeichnet), wurde das in Abbildung 6 dar-
gestellte Massenspektrum ermittelt. Dieses MALDI-Spektrum (Abbildung 6)
zeigt, dass in dieser Fraktion der analytischen Reversed-Phase-
Chromatographie eine Substanz mit der molekularen Masse von 736 Da enthal-

ten ist. Diese molekulare Masse entspricht der molekularen Masse von UpsA.
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Abbildung 6: MALDI-MS der Fraktion, die in der vierzehnten Minute der analyti-
schen Reversed-Phase-Chromatographie eluierte (Abbildung 5)
Ordinate:  Relative Intensitat

Abszisse: Massenzahl pro Ladung

4.2.2 MALDI-LIFT-TOF/TOF-Massenspektrometrie

Zur weiteren Identifizierung der zugrunde liegenden Substanz erfolgte eine
MALDI-LIFT-TOF/TOF-Massenspektrometrie der Fraktion der vierzehnten Minu-
te der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie (in Abbildung 5 mit ei-
nem Pfeil gekennzeichnet). Es wurden die in Abbildung 7 dargestellten

Fragmentspektren ermittelt.
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Abbildung 7: MALDI-LIFT-TOF/TOF-MS der Fraktion, die in der vierzehnten Mi-
nute der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie eluierte
(Abbildung 5)
Ordinate:  Relative Intensitat

Abszisse: Massenzahl pro Ladung

Das Spektrum in Abbildung 7 zeigt die molekulare Masse von Adenin (136 Da)
Adenosinmonophosphat (348 Da), Adenosindiphosphat (428 Da), Adeno-
sintriphosphat (428 Da) Uracil (113 Da), Uracilmonophosphat (323 Da), Uracil-
diphosphat (405 Da) sowie das Mutterion (736 Da). Abbildung 8 zeigt die Mo-
lekularstruktur des UpsA.
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Abbildung 8: Molekularstruktur des UpsA

4.2.3 Enzymatische Spaltungsversuche

Zur Bestimmung der Bindungsstelle der Phosphatgruppen wurden die isolierten
Substanzen mit alkalischer Phosphatase, 3 "Phosphodiesterase und 5 "Phospho-
diesterase inkubiert und einer weiteren MALDI-Massenspektrometrie zugeftihrt.
Nach Inkubation von UpsA mit alkalischer Phosphatase sowie mit
3 "Phosphodiesterase zeigt sich im jeweils resultierenden Massenspektrum wei-
terhin der vorbestehende Peak bei 736 Dalton. Nach Inkubation mit

5 "Phosphodiesterase ist dieser Peak nicht mehr vorhanden.
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5 Diskussion

Die Atiologie und Pathogenese der priméren, essentiellen arteriellen Hypertonie
stellen ein multifaktoriell verursachtes Geschehen dar. Einen hohen Stellenwert
scheinen humorale vasoaktive Substanzen zu haben, die zu einer Erhéhung des
peripheren GefaBwiderstands fiihren. Die Substanzklasse der Dinukleotide
scheint sowohl hinsichtlich ihrer vasokonstriktorischen als auch ihrer proliferati-
onsteigernden Wirkung in der Kreislaufphysiologie eingebunden zu sein. In der
Vergangenheit konnten vor allem Vertreter der purinenthaltenden Dinukleosid-
polyphosphate (ApnA, ApnG, GpnG) aus verschiedenen Organen isoliert und ihre
blutdrucksteigernde Wirkung hinreichend bewiesen werden. Da erstmalig auch
das pyrimidinenthaltende Dinukleotid Uridinadenosintetraphosphat (UpsA) als
vasokonstriktorische Substanz charakterisiert und dariiber hinaus in physiolo-
gisch wirksamer Konzentration in humanem Plasma nachgewiesen wurde, ist
eine aktive Sekretion dieser Substanz in den Blutkreislauf und somit eine Be-
deutung in der Regulation des GefaBtonus anzunehmen (JANKOWSKI et al.
2005). Da das Uridinadenosintetraphosphat bisher jedoch ausschlieBlich aus
humanen Endothelzellen isoliert werden konnte, stellte sich die Frage nach
moglichen weiteren Synthese- und Speicherorten sowie weiteren Vertretern
dieser Substanzklasse. Nachdem bereits Diadenosinpolyphosphate (Ap,A;n=2-
3), Adenosinguanosinpolyphosphate (ApnG;n=2-6) und Diguanosinpo-
lyphosphate (Gp,G;n=2-6) erfolgreich aus sezernierbaren Granula des Neben-
nierenmarks isoliert werden konnten (JANKOWSKI et al. 2003), erschienen die
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks als potentieller Syntheseort mdgli-

cher weiterer Vertreter der Uridinadenosinpolyphosphate (Up,A) als moglich.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit bovinem Nebennierengewebe gearbeitet,
da aus ethischen und praktischen Griinden das Nebennierengewebe nicht in
ausreichender Menge von gesunden Probanden hatte gewonnen werden kon-
nen. Die bovinen Nebennieren waren tber kommerzielle Schlachthdfe in fast
uneingeschrankter Menge zu beziehen. Darliber hinaus konnte durch die Ver-
wendung des bovinen Nebnnierengewebes gewahrleistet werden, dass die Ent-
nahme der Nebennieren unter flir die Isolierung der Dinukleosidpolyphosphate

idealen Bedingungen erfolgte.

Die Vorgehensweise zur Isolierung des Uridinadenosintriphosphates (UpsA) aus
Rindernebennieren orientierte sich an den bisher bekannten Eigenschaften der
Dinukleosidpolyphosphate. Aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften kdnnen
diese Molekiile nicht mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden. Nach
der Isolierung der Nebennieren und der Freipraparierung des Nebennieren-
marks unter standiger Eiskiihlung erfolgte die Homogenisierung des Gewebes
mittels Ultra-Turrax-Mixer. Die Temperatur des Gemisches wurde zur schonen-
den Aufarbeitung unter 4 °C gehalten, um Abbaureaktionen zu minimieren. Mit
Hilfe der Ultrazentrifugation wurden die im Homogenat enthaltenen Feststoffe
entfernt und das entstehende rosa-farbende Pellet durch mehrmaliges Einfrie-
ren und Auftauen lysiert. Die im Nebennierengewebe vorhandenen Proteine
wurden durch Perchlorsaure denaturiert und konnten durch mehrmaliges
Zentrifugieren von der Probe getrennt werden. Um die Ausfallung Uberschissi-
ger Perchlorate als KClIO4 zu gewéhrleisten, wurde der resultierende Uberstand
mit Kalilauge neutralisiert. Dadurch wurden auch die in der Probe enthaltenen
Lipide verseift und in eine wasserlésliche Form gebracht. Der Uberstand der

Zentrifugation enthielt die zu identifizierenden Dinukleosidpolyphosphate.

In der weiteren Aufarbeitung mussten zunachst sehr hydrophile und sehr hyd-
rophobe Substanzen von den Dinukleosidpolyphsphaten getrennt werden. Dazu

erfolgte eine praparative Reversed-Phase-Chromatographie (Abbildung 2). Die
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apolare stationdare Phase der Reversed-Phase-Saule bindet aufgrund hydropho-
ber Wechselwirkungen Substanzen umso starker, je unpolarer sie sind. Ent-
sprechend eluieren unpolare Substanzen erst bei hdheren Konzentrationen des
hydrophoben Elutionsmittels. Dinukleosidpolyphosphate besitzen sowohl anioni-
sche als auch kationische Gruppen und sind daher nur maBig hydrophob. Um
dennoch eine Adsorption an das unpolare Gelmaterial der Saule zu ermdgli-
chen, wurde als Ionenpaarreagenz Triethylammoniumacetat zugegeben. Durch
dieses kationische Ionenpaarreagenz werden die anionischen Gruppen der Di-
nukleosidpolyphosphate maskiert und die Molekiile somit unpolarer. Die Elution
der zu isolierenden Dinukleosidpolyphosphate erfolgte bei Anwendung eines
20%igen Acetonitril-Wassergemisches. Insbesondere wichtig flir den nachsten
Schritt der weiteren Aufreinigung war die Abtrennung der Kohlenhydrate vom
Substanzgemisch, da diese ahnlich den Dinukleosidpolyphosphaten cis-diol-
Gruppen besitzen und daher ebenfalls von dem wahrend der Affinitatschroma-
tographie verwendetem PBA-Gel retendiert wiirden. Die Adsorptionsstellen am
Gelmaterial waren demnach von den wahrscheinlich wesentlich héher konzent-
rierten Kohlenhydraten besetzt und die Dinukleosidpolyphosphate kdnnten nicht
ausreichend retendiert werden. Da Kohlenhydrate stark polare Substanzen sind,
besitzen sie eine sehr geringe Affinitat zur apolaren stationdaren Phase der Re-

versed-Phase-Saule und eluieren daher im Durchfluss.

In der anschlieBenden Affinitats-Chromatographie kam ein auf dem Katione-
naustauscher Bio-Rex-70-Gel basierendes PBA-Bio-Rex-Gel zur Anwendung
(Abbildung 3). Nukleosidgruppen erfahren durch die negativ geladenen, alkali-
schen Gruppen des Kationenaustauschers elektrostatische AbstoBungskrafte,
die durch den wasserigen 1 M Ammoniumacetat-Puffer teilweise kompensiert
werden. Molekile, die zwei OH-Gruppen (1,2- oder 1,3-Diole) in sterisch glins-
tiger Anordnung zueinander enthalten, werden an die Phenylboronsaure kova-

lent gebunden. In diesem Falle (ibersteigt das Adsorptionsvermégen der Phe-
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nylboronsdure und die Kompensationskraft des Ammoniumacetat-Puffers die
elektrostatischen AbstoBungskrafte des Kationenaustauschers. Mononukleotide
mit nur einer cis-Diol-Gruppe und negativer Ladung binden hingegen nicht an
der Gelmatrix. Uridinadenosintriphosphat enthalt zwei Ribosen, die je eine cis-
standige Diol-Gruppe enthalten, durch die es an der Phenylboronsaure gebun-
den werden kann. Ziel der Affinitatschromatographie war es, die Dinukleosidpo-
lyphosphate zu konzentrieren und Mononukleotide von den Dinukleotiden zu
trennen. Die Bindungskapazitdt der Phenylboronsaure ist abhangig vom pH-
Wert. Wird HCI auf die Saule aufgetragen, sinkt die Salzkonzentration. Dadurch
werden die elektrostatischen AbstoBungskrafte des Kationenaustauschers durch
den Ammoniumacetat-Puffer nicht mehr kompensiert. Zusatzlich sinkt der pH-
Wert, wodurch es zu einer hydrolytischen Spaltung der Bindung zwischen den
cis-Diol-Gruppen und der Phenylboronsaure kommt. Aufgrund dieser beiden

Mechanismen eluiert das Uridinadenosintriphosphat wieder.

Nach der Konzentrierung der Dinukleosidpolyphosphate in der Affinitdts-
Chromatographie wurde das Eluat mit Hilfe einer Reversed-Phase-Chromato-
graphie entsalzt Abbildung 4). Der folgende Schritt zur Quantifizierung und
Fraktionierung des Probengemisches erfolgte ebenfalls mittels einer Reversed-
Phase-Chromatographie. Bei der Auftrennung der hydrophilen Nukleosidpo-
lyphosphate hat sich bisher ein flacher Gradientenverlauf bewahrt (SCHLUTER
1996). Durch die unpolare stationdre Phase der Reversed-Phase-Saule werden
Substanzen umso starker gebunden, je unpolarer sie sind. Um die polaren Di-
nukleotide an die Reversed-Phase-Oberflache zu binden, wurde ein Ionenpaar-
reagenz hinzugefligt. Es wurde das fllichtige TEAA verwendet, da es sich nach
der Chromatographie durch Vakuumzentrifugation von den aufgereinigten Frak-

tionen entfernen lasst.

Die Fraktion der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie ( Abbildung 5)

wurde im Nierenperfusionstest auf ihre vasokonstriktorische Aktivitat getestet.
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An der isolierten, perfundierten Rattenniere zeigte die Substanz, die in der ana-
lytischen Reversed-Phase-Chromatographie in Minute Vierzehn (in Abbildung 5b
mit einem Pfeil gekennzeichnet) eluierte, eine deutliche vasokonstriktorische

Potenz.

AnschlieBend wurde diese Fraktion der analytischen Reversed-Phase-
Chromatographie mit der MALDI-Massenspektrometrie untersucht. Das Ionen-
paarreagenz wurde Uber eine Vakuumzentrifugation entfernt, da es Salz an den
Molekiilen bindet und die MALDI-Massenspektrometrie beeintrachtigen wirde.
In der oben genannten Fraktion der analytischen Reversed-Phase-Chromato-
graphie wurde ein Molekil mit der Masse 736 Dalton detektiert (Abbildung 6).
Diese Masse entspricht der molekularen Masse von Uridinadenosintriphosphat.
Zur Untermauerung der Annahme, dass es sich bei der isolierten Substanz tat-
sachlich um Uridinadenosintriphosphat handelt, wurde eine MALDI-LIFT-
TOF/TOF-Massenspektrometrie durchgefiihrt. Die Sequenzierung der isolierten
Substanz mit der Masse von 736 Dalton ergab Massensignale, deren Fragmente
eindeutig dem Uridinadenosintriphosphat zugeordnet werden konnten
(Abbildung 7).

Zur weiteren Identifizierung der isolierten Substanz wurden enzymatische Spal-
tungsversuche mit alkalischer Phosphatase, 3 "Phosphodiesterase und 5 "Phos-
phodiesterase durchgefiihrt. Die alkalische Phosphatase hydrolysiert terminale
Phosphatgruppen, die 3 "Phosphodiesterase spaltet Phosphoesterbindungen, die
sich an der 3 Position des Nukleotids und somit auBerhalb der Phosphatkette
befinden, und die 5 Phosphodiesterase spaltet Phosphoesterbindungen, die
sich an der 5 Position des Nukleotids und somit innerhalb der Phosphatkette
befinden. Um Aufschluss Uber die Verknipfung der Phosphate mit der Ribose
des isolierten Uridinadenosintriphosphat zu erhalten, wurde die Probe mit alka-
lischer Phosphatase, 3 "Phosphodiesterase und 5 "Phosphodiesterase inkubiert.

AnschlieBend erfolgte jeweils eine MALDI-Massenspektroskopie. Durch alkali-
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sche Phosphatase und 3 "Phosphodiesterase wurde die Substanz nicht gespal-
ten, wodurch belegt wurde, dass die isolierte Substanz weder Phosphoesterbin-
dungen in 3 Position noch terminale Phosphatgruppen enthédlt Das Massen-
spektrum nach Inkubation mit 5 Phosphodiesterase hingegen zeigte eine Spal-

tungsreaktion.

Durch die MALDI-Massenspektrometrie und MALDI-LIFT-TOF/TOF-Massen-
spektrometrie konnte eine Zuordnung der Massen zu dem Dinukleosidpo-
lyphosphat Uridinadenosintriphosphat (UpsA) erfolgen. Die Ergebnisse der en-
zymatischen Spaltungsversuche zeigen, dass innerhalb der isolierten Substanz
die Adeningruppe und die Uridingruppe Uber Phosphatgruppen in 5 -Position
mit der Ribose verbunden sind. Insgesamt bestatigt sich somit die Annahme,
dass es sich bei der isolierten Substanz tatsachlich um Uridinadeno-

sintriphosphat handelt.

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Vorgehensweise gelang erstmalig die
Isolierung und Identifizierung eines weiteren gemischten Dinukleotids. Uridina-
denosintriphosphat (UpsA) ist, wie sich im Nierenperfusionstest zeigte, eine va-
sokonstringierende Substanz. Da dieses Dinukleotid in sezernierbaren Granula
des Nebennierenmarks gespeichert wird, kann von einer aktiven Sekretion die-
ser Substanz in den Blutkreislauf und somit von einer systemischen Wirkung
ausgegangen werden. Dies wirft die Frage nach den Wirkmechanismen und
Angriffspunkten auf, die zu einem erhéhten Tonus in der glatten GefaBmuskula-

tur fihren konnten.

Die Wirkung extrazellularer Dinukleosidpolyphosphate wird durch die P;-
Rezeptorfamilie vermittelt (JANKOWSKI et al. 2003). Es werden zwei Subtypen
von P,-Rezeptoren unterschieden. Die ionotropen P,x-Rezeptoren sind ligan-
dengesteuerte Ionenkanile, die (iber einen Na*- und Ca**- Einstrom die intra-

zellulare Ca®*- Konzentration und damit den Tonus der GefaBmuskelzelle erho-
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hen (TEPEL et al. 1997), wahrend die metabotropen P,y-Rezeptoren G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren sind, die liber die Aktivierung der Phospholipase C und
Inositoltriphosphat zum Anstieg der intrazelluldren Ca®*- Konzentration fiihren
(TEPEL et al. 1996).

Es stellt sich die Frage, welche dieser Rezeptoren den vasokonstriktorischen
Effekt des Uridinadenosintriphosphats ibermitteln. Fir die Gruppe der Uridina-
denosinpolyphosphate (UpnA) konnte bereits gezeigt werden, dass der selekti-
ve P,x1- und P,x3- Rezeptorblocker a,3-Methyl-ATP zu einer deutlichen Inhibition

der Up,A-vermittelten Vasokonstriktion flihrte (JANKOWSKI et al. 2005).

In glatten GefaBmuskelzellen ist der Pyxi-Rezeptor der dominante Pyx-
Rezeptorsubtyp (BO et al. 1998, KUNAPULI und DANIEL 1998, WANG et al. 2002,
LAMONT et al. 2006), obwohl auch Paxz-, Paxz-, Paxa- und Paxs- Subtypen gefun-
den werden konnten (NORI et al. 1998, PULVIRENTI et al. 2000, TURNER et al.
2003). Der starke inhibitorische Effekt des a,3-Methyl-ATP lasst jedoch einen
Hauptbeitrag anderer als der Paxi- und Pax3- Subtypen sehr unwahrscheinlich
erscheinen (JANKOWSKI et al. 2005). Obwohl bisher kein idealer Hemmstoff zur
Unterscheidung zwischen Pax;- und Paxs- Subtypen bekannt ist, konnte mit Sub-
stanzen mit unterschiedlicher Affinitat zu diesen beiden Subtypen (KING et al.
1999, NORTH 2002) gezeigt werden, dass der P,xi-Rezeptorsubtyp hauptsach-
lich fir den vasokonstriktiven Effekt der Uridinadenosinpolyphosphate verant-
wortlich ist (JANKOWSKI et al. 2005). Diese Annahme steht in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen, die in P,xi-Rezeptor-Knockout-Mdausen gezeigt haben, dass
durch das Fehlen dieses P,x-Subtyps in Arterien der vasokonstriktive Effekt von
ATP aufgehoben war (VIAL und EVANS 2002). Es konnte auBerdem gezeigt wer-
den, dass sich die Aktivitat der Uridinadenosinpolyphosphate von Dinukleotiden
unterscheidet, die ausschlieBlich Purine enthalten. Der Uridinteil im Uridinade-

nosintriphosphat kdénnte also eine Affinitat zu den P,y-Rezeptorsubtypen bedin-
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gen, so wie es schon von den uridinenthaltenden Mononukleotiden bekannt ist
(JANKOWSKI et al. 2005). Diese Tatsache deutet mdglicherweise daraufhin, dass
die Uridinadenosinpolyphosphate ebenfalls diese P,y>- und P,y4-Rezeptoren ak-
tivieren. Somit kénnten sich die Uridinadenosinpolyphosphate nicht nur als Mo-
dulatoren akuter GefaBprozesse wie der Vasokonstriktion erweisen, sondern
auch als Modulatoren anderer langfristiger Effekte auf die Wandstruktur, da
P.v2- und Pay4-Rezeptoren eine Vielzahl verschiedener Effekte inklusive Zellproli-

feration und Differenzierung vermitteln (BURNSTOCK 2002).

Es ist anzunehmen, dass auch das Uridinadenosintriphosphat (UpsA) seine Wir-
kung Uber die oben beschriebenen Rezeptoren entfaltet. Hauptsachlich vermit-
telt Uridinadenosintriphosphat demnach vermutlich einen kurzfristigen, akuten
vasokonstriktiven Effekt liber den P,x;-Rezeptor. Dariiber hinaus verursacht es
moglicherweise langfristige Wandveranderungen an den glatten GefaBmuskel-
zellen Uber P,y2- und P,y4-Rezeptoren. Daflir spricht auch die Tatsache, dass
gerade die Pay2-, Pova- und P,y11-Rezeptorsubtypen eine besonders ausgepragte
Aktivitat bei Nukleosidtriphosphaten zeigen (JANKOWSKI et al. 2005).

Um des Weiteren auszuschlieBen, dass der vasokonstriktive Effekt der Uridina-
denosinpolyphosphate durch seine Abbauprodukte bedingt ist, wurde im Nie-
renperfusionstest die konzentrationsabhangiege vasokonstriktorische Antwort
der Uridinadenosinpolyphosphate mit denen von ATP und UTP verglichen. ATP
und UTP beeinflussten den GefaBtonus weitaus weniger, woraus zu schlieBen
ist, dass diese Abbauprodukte allenfalls einen geringen Anteil an der Wirkung
der Uridinadenosinpolyphosphate haben (JANKOWSKI et al. 2005). Da Endothel-
zellen ATP Uber verschiedene Stimuli freisetzen (BURNSTOCK 1999), kodnnte also
auch das Uridinadenosintriphosphat ein Stimulator dieser ATP-Freisetzung sein.
Dieser indirekte Effekt konnte neben den direkten Effekten eine weitere Kom-

ponente der Uridinadenosintriphosphat-Wirkungen sein.
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Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch im Tierorganismus eine Beeinflus-
sung des GefaBtonus durch Uridinadenosinpolyphosphate mdglich ist. Darliber
hinaus war die vasoaktive Potenz der Uridinadenosinpolyphosphate vergleichbar
mit der von Noradrenalin. Beide erhéhten den mittleren arteriellen Druck nach
intraaortaler Injektion in den Organismus einer anasthesierten Ratte. Wahrend
Noradrenalin einen scharfen, kurz andauernden Anstieg des Blutdrucks verur-
sachte, zeigte die gleiche Menge an Uridinadenosinpolyphosphaten einen ver-
langerten Effekt auf den Blutdruck (JANKOWSKI et al. 2005).

Des Weiteren wurden die Mechanismen der endothelialen Uridinadenosinpo-
lyphosphat-Freisetzung untersucht. Dabei zeigte sich, dass Acetylcholin, Endo-
thelin, A23187, mechanischer Stress, und auch ATP und UTP die Freisetzung
der Uridinadenosinpolyphosphate aus humanen Endothelzellen stimulieren. Da
Endothelin also ein Stimulator der Uridinadenosinpolyphosphat-Freisetzung ist,
kdnnte somit diese Freisetzung einen Anteil an der bekannten endothelin-
vermittelten Vasokonstriktion haben (JANKOWSKI et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig nachgewiesen, dass in chromaffinen
Zellen des Nebennierenmarks neben den Purin-Dinukleotiden auch ein Vertreter
der Pyrimidin-Dinukleotide, namlich das uridinenthaltende Dinukleotid Uridina-
denosintriphosphat (UpsA) enthalten ist. Die Tatsache, dass dieses vaso-
konstriktorisch wirksame Dinukleotid in sezernierbaren Granula des Nebennie-
renmarks gespeichert wird, lasst eine systemische Wirkung dieser Substanz und

damit eine Bedeutung im Rahmen der Blutdruckregulation vermuten.

Die Isolierung eines solchen gemischten Dinukleotids gelang bisher ausschlie-
lich aus humanen Endothelzellen. Es ist davon auszugehen, dass die oben flr
die Gruppe der Uridinadenosinpolyphosphate (Up,A) beschriebenen vaso-
konstriktorischen Wirkungen und Eigenschaften mit groBer Wahrscheinlichkeit

auch flir das Uridinadenosintriphosphat (UpsA) zutreffend sind. Dementspre-
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chend kann weiterhin angenommen werden, dass weitere vasokonstriktorische
Vertreter dieser Substanzklasse in chromaffinen Zellen der Nebenniere enthal-
ten sind. Diese Annahmen kdénnten Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen

sein.
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6 Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist die Bedeutung der Dinukleosidpolyphosphate in der
Herz-Kreislauf-Physiologie zunehmend deutlich geworden. Diese Substanzklasse
zeichnet sich durch ihre proliferationssteigernde und vor allem vasokonstriktori-
sche Wirkung auf glatte GefaBmuskelzellen aus. Ihr Nachweis in sezernierbaren
Granula im Mark boviner Nebennieren legt die Vermutung nahe, dass Dinukleo-
sidpolyphosphate eine Bedeutung in der Blutdruckregulation haben und somit
moglicherweise an der Pathogenese der primaren essentiellen arteriellen Hyper-
tonie beteiligt sind. Bisher konnten ausschlieBlich Purin-Dinukleotide mit den
Nukleobasen Adenin und Guanin aus bovinem Nebennierengewebe isoliert wer-
den. Der Nachweis eines vasokonstriktorischen Pyrimidin-Dinukleotids mit den
Nukleobasen Adenin und Uracil ist bisher einzig in humanen Endothelzellen ge-

lungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob als Vertre-
ter der Substanzklasse das Uridinadenosintriphosphat (UpsA) in chromaffinen
Zellen boviner Nebennieren nachweisbar ist, und inwiefern diesem Mediator

damit ebenfalls eine Funktion in der Blutdruckregulation zukommt.

Zur Isolierung des Uridinadenosintriphosphats wurde bovines Nebennierenge-
webe gefriergetrocknet, deproteiniert und einer praparativen Reversed-Phase-
Chromatographie zugefiihrt. Nach der Konzentrierung der Dinukleosidpo-
lyphosphate in der Affinitats-Chromatographie wurde die Probe mit Hilfe der
analytischen Reversed-Phase-Chromatographie entsalzt, quantifiziert und frakti-
oniert. Im anschlieBenden Nierenperfusionstest konnte die vasokonstriktorische
Aktivitdt der  Probensubstanz  gezeigt werden. In der MALDI-

Massenspektrometrie wurde ein molekulares Gewicht von 736 Dalton bestimmt.
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Die Sequenzierung mittels MALDI-LIFT-TOF/TOF-Massenspektrometrie ergab
Massensignale, deren Fragmente eindeutig dem Uridinadenosintriphosphat
(UpsA) zugeordnet werden konnten. Zur weiteren Identifizierung der molekula-
ren Struktur wurden enzymatische Spaltungsversuche durchgefiihrt, die eine
5 "-Phosphodiesterbindung zwischen der Phosphatkette und den Ribosen des

Uridinadenosintriphosphats zeigten.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit erstmalig nachgewiesen, dass in chro-
maffinen Zellen des Nebennierenmarks neben den Purin-Dinukleotiden auch
Pyrimidin-Dinukleotide enthalten sind, die bisher einzig aus humanen Endothel-
zellen isoliert werden konnten. Da das vasokonstriktorisch wirksame Pyrimidin-
Dinukleotid Uridinadenosintriphosphat (UpsA) im Nebennierenmark in sezer-
nierbaren Granula gespeichert wird, kann von einer aktiven Sekretion dieser
Substanz in den Blutkreislauf und somit von einer systemischen Wirkung und

einer Bedeutung in der Kreislaufregulation ausgegangen werden.
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8 Anhang

8.1 Gerate und Chemikalien
Gerate

Anionenaustauschersaule:
UnoQ-1-Saule, 7 * 35 mm, Firma BioRad

Aufbereitungsanlage flir HPLC- H,0:
Milli-Q, Water purification-System, Firma Millipore

Destillationsanlage fiir H,0:

Firma Koéttermann

Fraktionssammler:
Frac-100, Firma LBK

HPLC Pumpen:
Gradient Pump 2249, Firma Pharmacia/LKB
Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Firma Merck

Akta Purifier, Firma Amersham Pharmacia

HPLC UV-Monitor:
Lambda Max 81

HPLC-Zubehor:

Firma Latek

Leitfahigkeitsmessgerate:
LF 39, Firma WTW
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LF 196, Microprocessor Conductivy Meter, Firma WTW
LF 42, Firma WTW

Lyophilisationsanlage:

Freezemobil 12, Firma Virtis

Massenspektrometer:
MALDI-Reflex III, Firma Bruker Daltonic
Ultraflex III TOF/TOF Massenspektrometer, Firma Bruker Daltonic

pH-Meter:
Typ 27, Firma Knick

Reversed-Phase-Chromatographiesdulen:

Lobar Fertigsaule Lichroprep RP-18, KorngroBe 40-63um, 310x25 mm, Firma
Merck/VWR

Chromolith Performance RP-18e, PorengréBe 2um/13nm, 100x4,6mm, Firma
Merck/VWR

Schlauchpumpe:
Motor IP 21, Steuergerat IP 53, Mehrkanalpumpenkopf 751900 mit Aufsatzen
751950, Firma Masterflex

Schreiber:

Thermodrucker C-R 3A, Shimadzu 2210 Recorder, Firma Amersham-Pharmacia

Transducer:
Statham P23 GB, Firma Siemens

UV-Detektoren:
Unicord S II, Firma Amersham-Pharmacia

Econo UV-Monitor, Firma Bio Rad
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Vakuumpumpe:
VacuBrand R 6-A, Firma Brand

Vakuumzentrifuge:

Speed Vac Concentrator SVC 100 H, Firma Savant

Zentrifugen:

3 E-1, Firma Sigma-Aldrich
Eppendorf 3200, Firma Eppendorf
101 M, Firma Sigma-Aldrich

Chemikalien

Acetonitril

Ammoniumacetat

Bio-Rex 70 Cation Exchange Resin,
100-200 mesh sodium form

HCI

K2HPO4

KOH
m-Aminophenylboronsdaurehemisulfat
NaOH

Natriumacetat

Perchlorsaure 70 %
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

Triethylammoniumacetat 1 M

Firma Merck

Firma Sigma-Aldrich

Firma BioRad

Firma Sigma-Aldrich
Firma Sigma-Aldrich
Firma Sigma-Aldrich
Firma Bio-Rad
Firma Sigma-Aldrich
Firma Sigma-Aldrich
Firma Sigma-Aldrich
Firma Merck

Firma Sigma-Aldrich
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8.2 Abkiirzungsverzeichnis

ACE Angiotensin-Converting-Enzyme
ACN Acetonitril

ADP Adenosindiphosphat

AT Angiotensin

ATP Adenosintriphosphat

Ape-nA Diadenosin (-di-, -tri-, -tetra-, -penta-, -hexa-, -septa-) phosphat

Ap-6)G Adenosinguanosin (-di-, -tri-, -tetra-, -penta-, -hexa-) phosphat

AU Absorptionsunit

C Kohlenstoffatom oder Celsius

C18 Reversed-Phase Material mit Octadecylgruppen
Ca’* Kalzium

Cl Chlor

Da Dalton

e elektron

EDRF endothelium derived relaxing factor

Gp-6)G Diguanosin (-di-, -tri-, -tetra-, -penta-, -hexa-) phosphat
H Wasserstoff

H,O Wasser

Hg Quecksilbersaule

HPLC High Performance Liquid Chromatographie
HPA 3-Hydroxypicolinsdure

IGF-1 Insuline-like-Growth-Factor 1

IP3 Inositoltriphosphat

K* Kalium

M mol/I

Masse
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MALDI Matrixunterstiitzte UV-Laser-Desorptions/Ionisations-
Massenspektrometrie

Mg Magnesium

mm Millimeter

Na* Natrium

NO Stickstoffmonoxid

0; Sauerstoff

P Phosphat

PBA Phenylboronsaure

PDGF Platelet-derived-Growth-Factor

PGE2 Prostaglandin E2

PGI2 Prostaglandin Iz

PLC Phospholipase C

PSD Post Source Decay

TEAA Triethylammoniumacetat

TOF Time of Flight

UpsA Uridinadenosintriphosphat

UpsA Uridinadenosintetraphosphat

u Umdrehungen

uv Ultraviolet

\Y Volt

WHO World Health Organisation

z Ladung
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