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1. Einleitung 

 

1.1. Bluthochdruck als Volkskrankheit 

Das Morbiditäts- und Mortalitätsgeschehen in den Industrieländern wird durch Herz-Kreislauf-

Krankheiten dominiert (Elliott, 2008). Der Bluthochdruck ist dabei die Hauptursache für Folgeer-

krankungen der Herz-Kreislauf-Krankheiten wie Schlaganfall (Mancia, 2004), Herzinsuffizienz 

(Kannal, 1994), koronare Herzkrankheit einschließlich des Myokardinfarktes, Niereninsuffizienz 

und Tod (Bazzano, 2003) und ist daher von großer sozialmedizinischer Bedeutung (Lewington, 

2002). Ca. 25% der Erdbevölkerung und über die Hälfte der über 50-jährigen Bevölkerung der 

Industrieländer entwickeln einen Bluthochdruck (Bonow, 2002).  

Ein normaler Blutdruck ist definiert als ein Blutdruck unter 120 mmHg systolisch und 80 mmHg 

diastolisch. Tabelle 1 zeigt die aktuelle Klassifikation des Bluthochdruckes der European Society 

of Hypertension (ESH, 2007, Leitlinien der Hypertonie, Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaft-

lichen Medizinischen Fachgesellschaften): 

 

Tabelle 1: Klassifikation von Blutdruckbereichen in mmHg (European Society of Hypertension, 
2007)  

_________________________________________________________________________ 

Klassifikation              systolischer Blutdruck     diastolischer Blutdruck 

       (mmHg)  (mmHg) 

 

optimal      < 120   < 80 

normal       120-129  80-84 

noch normal      130-139  85-89 

leichte Hypertonie (Schweregrad I)   140-159  90-99 

mittelschwere Hypertonie (Schweregrad II)  160-179  100-109 

schwere Hypertonie (Schweregrad III)  > 180   >110 

isolierte systolische Hypertonie   > 140   <110 

_________________________________________________________________________ 
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Das Lebensalter wird in der WHO-Definition nicht berücksichtigt. Die „Deutsche Liga zur Be-

kämpfung des hohen Blutdrucks“ definiert hingegen als obere Normgrenze des Blutdrucks bei Er-

wachsenen für den systolischen Blutdruck 140 mmHg bis zum 40. Lebensjahr, 150 mmHg vom 

40. bis zum 60. Lebensjahr und 160 mmHg ab dem 60. Lebensjahr. Für den diastolischen Blut-

druck gilt in jedem Lebensjahr 90 mmHg als obere Normgrenze (Osterhues, 2000). 

Der Blutdruck steigt an, wenn die Relation zwischen Blutvolumen und peripherem Gefäßwider-

stand sich durch Verminderung des Gefäßlumens oder Verhärtung der Gefäßwand ändert. Vaso-

konstriktive Substanzen verändern den Gefäßtonus und damit das Lumen sowie die Struktur und 

den Widerstand. Sie beeinflussen die Proliferation der glatten Muskelzellen der Gefäße, Apoptose, 

Thrombozytenaggregation, Monozyten- und Leukozyten-Adhäsion sowie die Gerinnung (Heitzer, 

2001). Eine Erhöhung der Proliferationsrate glatter Gefäßmuskelzellen führt zur Erhöhung des 

peripheren Widerstandes (Touyz, 2000). Bluthochdruck führt letztendlich zu einer arterioskleroti-

schen Schädigung der Gefäße. Der Verlust an elastischen Fasern und die Zunahme von Kollagen-

fasern bewirkt eine verstärkte Rigidität der Gefäße. Dadurch kommt es zu einem weiteren Anstieg 

des Blutdruckes. Zusätzlich ist die Durchblutung der kleinsten Gefäße der Arteriolen vermindert, 

mit Folge einer Ischämie von Organen (Suresh, 2008), mit den Risiken des Schlaganfalls, des 

Herzinfarktes, der Niereninsuffizienz und peripherer Durchblutungsstörungen. Das Risiko, einen 

Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden, steigt mit zunehmendem Blutdruck (Stamler, 1993). An 

diesen Erkrankungen versterben mehr als 400.000 Menschen pro Jahr in den Industrieländern, da-

von sind 43% Männer und 57% Frauen (Oesingmann und Lampert, 1998). Nur 5-10% der Blut-

hochdruckerkrankungen haben eine erkennbare Ursache oder eine zugrunde liegende diagnosti-

zierbare Erkrankung. Diese Bluthochdruckfälle werden als sekundärer Bluthochdruck bezeichnet. 

Primärer (essentieller) Bluthochdruck liegt bei 90% der Bluthochdruckerkrankungen vor. Hier ist 

die Ursache des Bluthochdruckes nicht bekannt (Wofford, 2000). Da der Bluthochdruck eine der 

Haupttodesursachen der westlichen Welt darstellt, ist seine Untersuchung bezüglich Genese und 

der möglichen Ursachenbekämpfung mittels einer intensiven Forschung essentiell. 
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Tabelle 2: Hypertonieformen und ihre Ursachen (Karow; Lang, 2005) 

 

Hypertonieform     Ursache 

 

Primärer (essentieller) Bluthochdruck  unbekannt  

(> 90% aller Fälle) 

 

Sekundärer Bluthochdruck    bekannt 

(5 – 10% aller Fälle)     renal: renoparenchymatös, renovaskulär 

       endokrin: Cushing-, Conn-Syndrom,  

             Phäochromozytom,  

             Akromegalie, 

             orale Kontrazeptiva  

       Aortenisthmusstenose 

_________________________________________________________________________ 

 

1.2. Sekundärer Bluthochdruck 

 

Der sekundäre Bluthochdruck ist Folge einer Erkrankung, die kardiovaskulär, renal, endokrin oder 

neurogen bedingt sein kann. Dabei ist an allen Bluthochdruckerkrankungen der renale Bluthoch-

druck zu 5% beteiligt, 3% entstehen durch endokrinologische Störungen und 1% ist kardiovasku-

lär und/oder neurogen bedingt (August, 2004). Der renale Bluthochdruck ist mit 5% aller Blut-

hochdruckfälle nach dem primären Bluthochdruck die zweithäufigste Bluthochdruckform.  

Sekundäre Bluthochdruckformen haben eine oft behandelbare Ursache. Allerdings beginnt der 

Bluthochdruck meist schleichend, macht zunächst keine Beschwerden und bleibt daher lange un-

erkannt. Eine frühe Diagnose und Feststellung der Ursache für den erhöhten Blutdruck ist bedeut-

sam, da eine effektive und meistens auch durchführbare Therapie möglich ist (Harrisons, 2008). 

So bewirkt die Nierenarterienstenose oder eine Glomerulonephritis eine Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Systems (RAS-Systems), bei der vermehrt Angiotensin ausgeschüttet wird. Angio-

tensin ist ein Hormon, das eine Vasokonstriktion bewirkt. Zusätzlich kommt es zu einer vermehr-
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ten Wasserretention. Beide Mechanismen bewirken eine Erhöhung des Blutdruckes. Die Behebung 

der Nierenarterienstenose im Frühstadium führt zu einer Normalisierung des Blutdruckes.  

Störungen im Hormonstoffwechsel können zu einem vermehrten Ausschütten von Kortikoiden 

oder Katecholaminen (John, 2004) führen, die über eine Wasserretention (Freel, 2004) und ver-

mehrte Vasokonstriktion eine Blutdruckerhöhung bewirken. Eine Verminderung von Kalzium im 

Blut und aktives Vitamin D sowie eine erhöhte Konzentration von Phosphat stimulieren die Frei-

setzung des vasokonstriktorisch wirkenden Parathormons (PTH) mit konsekutivem Anstieg des 

Blutdruckes. Eine blutdrucksenkende Therapie mindert das kardiovaskuläre Risiko und verlängert 

die Lebenserwartung (ESH, 2007). Weitere Faktoren, die das kardiovaskuläre Risiko potenzieren, 

aber therapeutisch beeinflusst werden können, sind erhöhte Serum-Cholesterin- bzw. LDL-Cho-

lesterin-Konzentration und erniedrigte HDL-Cholesterin-Konzentration, Diabetes mellitus sowie 

exogene Faktoren wie Nikotinkonsum, hoher Salzkonsum, Übergewicht, Bewegungsmangel und 

Stress (Schoen, 1999). 

 

1.3. Primärer (essentieller) Bluthochdruck 

 

Dem primären Bluthochdruck liegen keine erkennbaren Erkrankungen zugrunde. Umfangreiche 

Untersuchungen wurden durchgeführt, um Ursachen aufzudecken, die einen primären Bluthoch-

druck entwickeln. Der primäre Bluthochdruck ist eine polygenetische und heterogene Erkrankung, 

die mögliche Ursachen in genetischen und/oder in anderen Bedingungen haben kann, die Herzmi-

nutenvolumen und Gefäßwiderstand beeinflussen. Verschiedene synergistische Effekte oder Po-

lymorphismen an verschiedenen Genloci beeinflussen den Blutdruck (Hingorani, 1996). Es gilt als 

sicher, dass genetische Faktoren mitverantwortlich für den Bluthochdruck sind. Erkrankungen an 

einzelnen Genen verursachen eher sehr seltene Formen des primären Bluthochdruckes, z. B. Gen-

defekte in Enzymen, die den Aldosteronmetabolismus verändern oder Mutationen in Proteinen, die 

die Salzadsorption verändern (James, 2002). Genveränderungen bewirken eine Veränderung des 

Renin-Angiotensin-Systems am Angiotensinogenlocus und des Angiotensin-II Typ 1 Rezeptors 

(Barlassina, 2002). 

Das Gefäßendothel hat Einfluss auf die Blutdruckregulation. Das Gefäßendothel ist eines der 

komplexesten Organe des Körpers und ist eines der größten Gewebe mit sekretorischer Funktion 

(Gibbons, 1997; Bacchetti, 2000). Das Gefäßendothel bildet eine mechanische Barriere zwischen 
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Blut und Gefäßwand und wird als endokrines Organ angesehen mit einer großen Anzahl von Re-

gulationsmechanismen. Es stellt damit einen der Hauptregulationsfaktoren für den Gefäßtonus dar. 

Von Gefäßzellen stammende Mediatoren (endothelium derived mediators) haben eine wichtige 

Funktion in der Gefäßregulation. So kann Bluthochdruck, Arteriosklerose und Herzinsuffizienz 

durch eine Fehlfunktion von Gefäßstruktur und Hämostase entstehen, ausgelöst durch Substanzen, 

die den Gefäßtonus regulieren (Gibbons, 1997). Einer der ersten Hinweise für die Funktion des 

Gefäßendothels in der Blutdruckregulation waren Untersuchungen von Furchgott und Zawadzki 

(Furchgott, 1980). Sie wiesen einen Gefäßendothel-relaxierenden Faktor nach Stimulation von 

Endothelzellen nach, der später als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert wurde (Furchgott, 1999). 

Stickstoffmonoxid ist an der neuronalen Übertragung der Immunreaktion und Gefäßregulation ne-

ben seiner Wirkung in der Modulation der Funktion beteiligt. Stickstoffmonoxid dringt zum einen 

in die Zelle ein, um sich dann im Zellinnern an spezielle Rezeptoren zu binden. Es wurde nachge-

wiesen, dass Stickstoffmonoxid zum anderen spezielle Rezeptoren der Zellwand, eine lösliche 

Guanylcyclase, erreicht und seine Wirkung dort sehr viel schneller entfalten kann, als über den 

Weg der löslichen Rezeptoren in der Zelle (Zabel, 2002). Veränderungen des Stickstoffmonoxid-

stoffwechsels könnten ein Grund für komplexe dynamische und hämostatische Störungen sein. 

Stickstoffmonoxid wird synthetisiert durch eine Stickstoffmonoxidsynthetase. Drei unterschiedli-

che Isoenzyme sind bekannt. Zwei kalzium-/ calmudulinabhängige Stickstoffmonoxidsynthetase-

Isoenzyme, hauptsächlich im Gehirn und Endothel vorkommend sowie eine kalziumunabhängige 

Stickstoffmonoxidsynthetase, induziert durch Zytokine. Stickstoffmonoxid inhibiert das Wachs-

tum glatter Muskelzellen der Gefäße, die zytokin-induzierte Endothelexpression von Adhäsions-

molekülen und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. Eine genügende Produktion 

von Stickstoffmonoxid im Gefäßendothel ist essentiell für die Regelung eines normalen Blutdru-

ckes (Huang, 2003). Defekte in der Produktion und der Wirkung von Stickstoffmonoxid sind nahe 

liegend mitverantwortlich für einen primären Bluthochdruck (Aiello, 1998). 

Das Gefäßendothel produziert einen weiteren Faktor mit starken gefäßerweiternden Eigenschaften 

durch Hyperpolarisation glatter Gefäßmuskelzellen. Dieser Faktor wird „Endothel hyperpolarisie-

render Faktor“ (EDHF) genannt (Feletou, 1999). Weitere Substanzen, die aus dem Gefäßendothel 

stammen, werden beschrieben. Hierzu gehört auch das Peptid Endothelin (Yanagisawa, 1988), das 

eine Rolle in der Endorganschädigung bei Herzkreislauferkrankungen spielen soll. Endothelin ist 

ein 21-Aminopeptid mit starken vasokonstriktorischen Eigenschaften (Yanagisawa, 1988) und 

wachstumsstimulierenden Eigenschaften (Bobik, 1999). Endothelin wird von den Gefäßendothel-
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zellen sezerniert (Quaschning, 2000) und gehört so zu den aus dem Gefäßendothel stammenden 

kontraktilen Faktoren (Endothel-derived contractile factor (EDCF) (Lee, 2006). Es wird vermutet, 

dass Endothelin ein endogener Modulator der elektrischen spannungsabhängigen 

Kalziumionenkanäle ist. Es wird angenommen, dass die Regulation des Blutflusses in den 

Mikrogefäßen durch die Produktion von Endothelin reguliert wird (Bergler-Klein, 2002). 

Endothelin-1 stimuliert die Freisetzung von Stickstoffmonoxid, zum anderen wirkt es selber ge-

fäßverengend (Quaschning, 2007). Endothelin-1 wird durch Angiotensin II und Vasopressin frei-

gesetzt. Endothelin vermittelt seine Effekte über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Huggins, 

1993), die Endothelinrezeptoren. Derzeit sind 2 Rezeptorsubtypen des Endothelinrezeptors be-

kannt, die als ETA (Arai, 1990) und ETB (Sakurai, 1990) bezeichnet werden. ETA-Rezeptoren 

können unter anderem in glatten Muskelzellen der Blutgefäße gefunden werden, wo sie für die 

durch Endothelin-1 verursachte Vasokonstriktion verantwortlich sind. ETB-Rezeptoren hingegen 

sind auf Endothelzellen, Epithelzellen (ET-B1) und glatten Muskelzellen (ET-B2) nachweisbar. 

Eine Aktivierung endothelialer ETB-Rezeptoren durch Endothelin-1 oder Endothelin-2 kann so-

wohl eine Vasodilatation (ET-B1 über eine Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)) als auch eine 

Vasokonstriktion (ET-B2), zur Folge haben. Vasokonstriktive Substanzen (EDCF) gehören 

unterschiedlichen Substanzklassen an, die im Einzelnen noch weiter untersucht werden (Dhein, 

1997). 

Neben der Endothelinfreisetzung kann auch eine Regulierung des Gefäßmuskeltonus durch die 

Freisetzung von reaktiven Sauerstoffgruppen (Miyauchi, 2004), Arachidonsäurederivate wie 

Thromboxane oder Prostacyclin (Alanko, 2003) oder Nukleotide wie Adenosintriphosphat (ATP), 

erfolgen (Li, 2003). Angiotensin II ist ein Oktapeptid (Skurk, 2001) mit vasokonstriktorischen und 

wachstumsstimulierenden Eigenschaften (Varagic, 2002). Es ist das Endprodukt des Renin-Angio-

tensin-Systems (RAS) (Perros, 2008). Angiotensin II wird aus Angiotensin I gebildet durch das 

Angiotensin-Converting-Enzym (ACE), das sich an der luminalen Seite des Gefäßendothels befin-

det. Angiotensin I wird durch Konvertierung von Angiotensinogen, in der Leber, durch Renin ge-

bildet. Die Wirkungen des Angiotensin II werden hauptsächlich durch den Angiotensin-1-Rezep-

tor (AT1-Rezeptor) vermittelt. Die Stimulierung des AT1-Rezeptors führt zu einer Erhöhung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration (Haller, 1994). Das RAS ist ein wichtiger Bestandteil in der 

Regulation des Blutdruck-, Elektrolyt- und Volumenhaushaltes (Li, 2002). Hauptsächlicher Trig-

ger ist hierbei das Renin, das im juxtaglomerulären Apparat des Nephrons produziert wird. Patien-
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ten mit höherem Reninspiegel im Blut haben ein erhöhtes Risiko, einen Schlaganfall oder Myo-

kardinfarkt zu erleiden, als die Patienten mit einem niedrigen Reninspiegel (New, 2002). 

Mononukleare Leukozyten üben ihre Hauptfunktion im Immunsystem aus. Sie haben aber auch 

Einfluss auf Gefäße durch ihre Aufgabe in der Regulation von Entzündungsreaktionen. Die Leu-

kozyten differenzieren sich in Granulozyten (basophile, eosinophile, neutrophile Granulozyten) 

und in nicht granularhaltige Zellen, die Lymphozyten und Monozyten. Untersuchungen zeigen 

eine enge Beziehung zwischen Entzündungsreaktion und Arteriosklerose (Galle, 2004). Neben der 

bekannten Funktion im Immunsystem mit der Freisetzung von Substanzen zur Antikörperbildung, 

Modulation der Immunreaktion und Chemotaxis, werden auch andere Substanzen von Leukozyten 

freigesetzt, die offensichtlich vasokonstriktorische Eigenschaften haben. Die Pathophysiologie des 

primären Bluthochdruckes beinhaltet u. a. eine Fehlregulation des Kreislaufes aufgrund verschie-

denster Faktoren, wie z.B. einer gesteigerten Aktivität des Renin-Angiotensin-Systems, einer ver-

änderten Nierenfunktion, einer gesteigerten sympathischen Aktivität, Abnormitäten der Volumen-

regulation und endotheliale Dysfunktion mit verstärkter Vasokonstriktion. Dabei mehren sich die 

Hinweise auf immunologische Veränderungen bei Bluthochdruck. Berichtet wird von erhöhten 

Serum-Immunglobulinspiegeln, Alterationen der zellulären Immunfunktion und Abnormitäten des 

Komplementsystems (Luther, 1997). 

Autoimmune Mechanismen sind offensichtlich an der Pathogenese des primären Bluthochdruckes 

beteiligt. Bei diastolischen Blutdruckwerten über 140 mmHg, der maligne Bluthochdruck, fand 

Hilme spezifische Autoantikörper (Hilme, 1993). Agonistische Autoantikörper gegen den alpha-1-

adrenergen Rezeptor vom IgM Typ sind bei Patienten mit primärem, sekundärem sowie malignem 

Bluthochdruck in höherem Prozentsatz beschrieben (Luther, 1997). Wallukat und Homuth be-

schrieben Autoantikörper gegen den Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 im Serum von Patientinnen 

mit Präeklampsie (Wallukat, 1999). Homuth und Fu belegten, dass diese Antikörper auch bei Pati-

enten mit malignem Bluthochdruck nachweisbar sind (Homuth, 2001). AT1-AK stimulieren die 

AT1-Rezeptoren und initiieren eine Signalkaskade, die zur Expression von „Tissue Factor“ in den 

glatten Muskelzellen von Koronararterien und auf Monozyten führt (Dechend, 2000). Die zirkulie-

renden Antikörper sind vom IgG Typ. Sie wirken agonistisch an den vaskulären AT1-Rezeptoren. 

Dabei scheinen sie, durch Protein-Kinase-C vermittelt, bei Präeklampsie für den Blutdruckanstieg 

und die Endorganschäden verantwortlich zu sein (Dechend, 2006). Eine immunsuppressive Be-

handlung mit Glukokortikoiden vermindert die vaskulären Schäden im Tiermodel (Homuth, 2001). 

Um die Bedeutung dieser agonistischen Antikörper in der Pathogenese des Bluthochdruckes zu 
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verstehen, wurde ihr Einfluss auf die Adhäsionsmoleküle auf Monozyten untersucht. In einer Sub-

population von Ratten-Monozyten wurde die Expression von Renin nachgewiesen, humane Mo-

nozyten arteriosklerotischer Plaques enthalten große Mengen von Angiotensin (Potter, 1998). Mo-

nozyten stellen somit ein potentielles Reservoir für Renin und Angiotensin im Gewebe dar und 

verfügen über AT1-Rezeptoren (Dörrfel, 2003), was eine lokale Bildung und Wirkung von Angio-

tensin ermöglicht (Lang, 2000). Die Identifizierung der vasokonstriktorischen Substanzen, die von 

Leukozyten freigesetzt werden, ist für die Untersuchung der Bluthochdruck-Genese von großer 

Bedeutung. 

Auch die Nebennieren sind Bestandteil der Blutdruckregulation. Die Nebennieren sind paarig an-

gelegt mit jeweils zwei endokrinen Drüsen unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft und ver-

schiedenartiger Funktion (Fritsch, Kühnel, 2005), die kappenartig auf den Nierenpolen aufsitzen. 

Anatomisch und von der Funktion her werden zwei Bereiche unterschieden: das innere Ne-

bennierenmark und die äußere Nebennierenrinde. Im Nebennierenmark werden die Katecholamine 

Adrenalin und Noradrenalin gebildet (Benninghoff, Drenckhahn, 2003). Das Nebennierenmark 

besteht aus Zellen, die sich durch ihren hohen Gehalt an Adrenalin und Noradrenalin bei der 

Fixierung mit Kaliumbichromat bräunlich verfärben und daher als chromaffine Zellen bezeichnet 

werden. 

Das Nebennierenmark ist ektodermaler Herkunft und geht aus der Sympathikusanlage hervor. Das 

Nebennierenmark wird zur Ausschüttung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin durch 

direkte Stimulation durch präganglionäre Nervenfasern vom sympathischen Nervensystem stimu-

liert. An der Sekretion ist das Enzym N-Methyltransferase beteiligt, das durch Kortisol induziert 

wird (Tai, 2002). Kortisol wird von der Nebennierenrinde an das Nebennierenmark abgegeben. So 

wird die Nebennierenmarkfunktion von der Nebennierenrinde mit moduliert. Die Katecholamine 

Adrenalin und Noradrenalin üben durch Besetzung von α1- und α2- sowie β1- und β2- Rezeptoren 

unterschiedliche Wirkungen aus. Abhängig von der Verteilung dieser Rezeptoren auf Zelloberflä-

chen verschiedener Organe ist die unterschiedliche Wirkung. Adrenalin bewirkt eine Vaso-

konstriktion im Splanchnikusgebiet über α-Rezeptoren und eine Vasodilatation über β-Rezeptoren 

in der Skelettmuskulatur. Noradrenalin führt zu einer Vasokonstriktion in allen Gefäßgebieten au-

ßer den Koronargefäßen. Beide Katecholamine bewirken eine Beschleunigung der Herzfrequenz 

und eine verstärkte Pumpaktion. In der Lunge führen beide zu einer Tonusminderung der Bronchi-

almuskulatur und so zu einer Verminderung des Atemwiderstandes (Thews-Vaupel, 2005). 
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Die Nebennierenrinde produziert auch Steroidhormone wie Glukokortikoide und Mineralokorti-

koide. Katecholamine und Steroidhormone sind bekannte Substanzen mit starken vasokonstrikto-

rischen Eigenschaften (DeLano, 2004) Zwei weitere vasokonstriktiv wirkende Substanzen der Ne-

bennieren wurden nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um Diadenosin-Polyphosphate. Es sind 

im besonderen Diadenosinpentaphosphat (Ap5A) (Pintor, 1991) und Diadenosinhexaphosphat 

(Ap6A) (Pintor, 1992).  

Dahl und Greenberg gelang der Nachweis, dass zirkulierende Substanzen Bluthochdruck normo-

tensiver Ratten induzieren (Dahl, 1969; Greenberg, 1981). Hinweise für die Existenz eines humo-

ralen Faktors, der für die Bluthochdruckentstehung relevant sein könnte, ließen Parabioseversuche 

von Dahl mit normalen und salzempfindlichen Ratten vermuten. Hirata gelang durch Injektionen 

von Serum hypertensiver Tiere in normotensive Tiere die Übertragung des Bluthochdruckes von 

hypertonen auf normotone Ratten (Hirata, 1984). Kreuzzirkulationsversuche von Zidek bekräftig-

ten diese Theorie (Zidek, 1986; Zidek, 1989). In diesen Versuchen wurden die Blutkreisläufe nor-

motoner und spontan-hypertoner Ratten gekreuzt. Bei den normotonen Ratten zeigte sich ein Blut-

druckanstieg, bei den hypertensiven Ratten ein Blutdruckabfall. Es wurde von der Gruppe der 

hypertensiven Ratten ein Faktor isoliert, der wesentlich stärker vasokonstriktorisch wirkte, als die 

entsprechende Fraktion aus dem Blutplasma normotoner Ratten. Schlüter und Jankowski gelang 

es, diese aus Thrombozyten isolierten vasokonstriktorischen Substanzen als Diadenosin-

Polyphosphate zu identifizieren. Diadenosin-Polyphosphate (ApnA, n= 2-6) bestehen aus zwei 

Adenosinmolekülen, die über 2-6 Phosphatgruppen miteinander verbunden sind. Schlüter und 

Jankowski isolierten Ap5A und Ap6A (Schlüter, 1996) sowie Ap7A (Jankowski, 1999) aus 

Thrombozyten. In weiteren Untersuchungen ist es gelungen, sowohl aus menschlichem 

Blutplasma als auch aus Blutbestandteilen aus verschiedenen Zellen der Niere und Nebenniere von 

Rindern und Schweinen, Schweineherzen und menschlicher Plazenta (Jankowski, 2001) eine 

Reihe von vasokonstriktorischen Mediatoren zu isolieren. Adenosin-Polyphosphate der Thrombo-

zyten haben unterschiedliche biologische und pharmakologische Eigenschaften. Neben vasokon-

striktorischen und vasodilatativen Eigenschaften haben sie eine Wirkung bei der Thrombozyten-

aggregation. Es wurde bereits beschrieben, dass der Adenosin-Polyphosphatgehalt erhöht in 

pathophysiologischen Situationen wie der Niereninsuffizienz nachzuweisen ist, wodurch die 

vermehrte Produktion dieser Substanzen zu einem erhöhten Blutdruck führen kann (Jankowski, 

2001). 
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Auch in menschlichen Herzmuskelzellen wurden Diadenosin-Polyphosphate nachgewiesen. Das 

menschliche Herz besitzt endokrine Eigenschaften und es scheint nicht nur aus Muskelzellen zu 

bestehen. Das Renin-Angiotensin-System und der Nachweis von Angiotensinrezeptoren in der 

Herzmuskelzelle ist ein Zeichen für die autokrine oder parakrine Aktivität des Herzens als endo-

krines Organ (Curie, 1984). Die Rezeptoren des Herzmuskels agieren unabhängig vom Angioten-

sin II, dessen Ursprung aus dem Kreislauf stammt (Thone-Reineke, 2004; Suzuki, 2003). Angio-

tensin II reguliert den Gefäßtonus und das Zellenwachstum abhängig von der physiologischen oder 

pathophysiologischen Entwicklung. Die Anwesenheit und Wirkung auf den Herzmuskel und die 

Herzgefäße von Diadenosin-Polyphosphaten, Adenosin-Adenosin-Diphosphat (Ap2A) und 

Adenosin-Adenosin-Triphosphat (Ap3A), in spezifischen in Herzmuskelzellen vorkommenden 

Granula wurde nachgewiesen (Luo, 1999). Dies weist auf eine autogene Funktion der Diadenosin-

Polyphosphate des Herzens zur Regulierung der Herzmuskelfunktion und Koronarperfusion hin. 

Ap2A und Ap3A beeinflussen Herzauswurfleistung und dadurch den Blutdruck (Gabriels, 2002). 

Ein erhöhtes Herzauswurfvolumen ist eine der häufigsten hämodynamischen Veränderungen, her-

vorgerufen durch eine erhöhte linksventrikuläre Auswurffraktion und Schlagfrequenz (Rosenthal, 

1992). Ein erhöhtes linksventrikuläres Auswurfvolumen ist Folge einer vermehrten Freisetzung 

von Neurotransmittern, Hormonen oder vasokonstriktorischen Substanzen, die einen direkten Ef-

fekt auf die Herzmuskelzelle und Vasokonstriktion haben (Dzau, 1999; Katz, 1994). 

Es wurde bereits beschrieben, dass Ap5A und Ap6A auch in den chromaffinen Zellen bovinen 

Nebennierenmarks nachgewiesen wurden (Pintor, 1992). Bei diesen Nukleotid(5’)-

oligophospho(5’)-Nukleotiden wurde zunächst Adenosin als Nukleotid identifiziert (Lüthje, 1983). 

Weitere Analysen zeigten, dass auch andere Nukleotide vorhanden sind. Hierbei handelt es sich 

um Adenosin-Guanosin-Polyphosphate (ApnG) oder Guanosin-Guanosin-Polyphosphate (GpnG). 

Diese Substanzen wurden zunächst in menschlichen Thrombozyten nachgewiesen (Jankowski, 

1998). Es wurde eine zellproliferierende Eigenschaft und eine gefäßmodulierende Eigenschaft 

beschrieben (Jankowski, 1998). Im Jahr 1998 konnte von der Arbeitsgruppe Zidek et al. Ap3G, 

Ap4G, Ap5G und Ap6G in verschiedenen Organen nachgewiesen werden (Zidek, 1998). Durch den 

Nachweis der Sekretion von Adenosin-Guanosin-Triphosphat in der Rindernebenniere kann eine 

weitere endokrine Funktion in der Regulierung des Blutdrucks erklärt werden. Mit Hilfe der 

MALDI-Massenspektrometrie kann die Molekularmasse des Adenosin-Guanosin-Triphosphats 

bestimmt werden, damit auch der Nachweis in der Rindernebenniere. 
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2. Problemstellung 

 

Die Ursachen für den erhöhten Blutdruck sind größtenteils unbekannt. Zur Klärung der Genese des 

Bluthochdrucks bestehen intensive Untersuchungen. Sicher ist, dass es sich um ein multifaktoriel-

les Geschehen handelt. Von entscheidender Bedeutung ist die Blutdruckregulation über den totalen 

peripheren Widerstand. Dieser wird durch die Vasokonstriktion und Vasodilatation verändert. Die 

Vasokonstriktion und Vasodilatation wird durch verschiedene Mechanismen reguliert. Zum einen 

über neuronale Stimulation, anderseits durch endokrinologische Funktion der Hormone. Neuere 

Substanzen wurden charakterisiert, die einen vasokonstriktiven Effekt ausüben. Zu diesen neueren 

Substanzen gehören die Dinukleotide sowie die gemischten Dinukleotide, die Adenosin-Guanosin-

Polyphosphate. Das Vorkommen der Dinukleotide und der gemischten Dinukleotide ist in 

Thrombozyten, der Plazenta und den Nebennieren nachgewiesen worden. Zusätzlich zu den 

vasokonstriktorischen Effekten haben diese Substanzen auch einen vasoproliferativen Effekt. 

Einer der charakteristischen Vertreter der gemischten Dinukleotide ist das Adenosin-Guanosin-

Triphosphat (Ap3G). Ziel dieser Arbeit ist es, Adenosin-Guanosin-Triphosphat aus der Nebenniere 

zu isolieren, da die Nebenniere als sekretorisch wirksames Organ wesentlich zur 

Blutdruckregulation beiträgt. Könnte Adenosin-Guanosin-Triphosphat in der Nebenniere 

nachgewiesen werden, wäre der Beweis erbracht, dass die Nebenniere neben 

vasokonstriktorischen Mediatoren auch proliferativ wirksame Mediatoren sezerniert. 
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3. Methodik 

3.1. Gesamtübersicht 

In der Abbildung 1 ist das Aufarbeitungsschema zur Isolierung von Adenosin-Guanosin- 

Triphosphat (Ap3G) aus Rindernebennierengewebe aufgeführt: 

Rindernebennieren

Lyophilisation

Extraktion

Präparative Reversed-Phase-Chromatographie

Lyophilisation

Größenausschluss-Chromatographie

Affinitäts-Chromatographie

Lyophilisation

Displacement-Chromatographie

Analytische Austausch-Chromatographie

Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Gefriertrocknung

Aliquots

Analyt.Reversed-Phase-
Chromatographie

Enzymat. SpaltungenUV-Spektrometrie Massenspektrometrie

 
Abbildung 1: Isolierungs- und Charakterisierungsschritte zur Isolierung des Ap3G aus 

Rindernebennierengewebe 
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3.2. Isolierung des Adenosin-Guanosin-Triphosphats (Ap3G) 

 

3.2.1. Mechanische Desintegration 

Nebennieren von frisch geschlachteten Rindern des Schlachthofes Lünen wurden für die Isolie-

rung der Substanz Adenosin-Guanosin-Triphosphat verwendet. Zur mechanischen Desintegration 

der Rinder-Nebennieren fand die von Wheelock beschriebene Methode Anwendung (Wheelock, 

1991). Das Nebennierengewebe wurde zerkleinert und zur Vermeidung enzymatischen Abbaus in 

flüssigem Stickstoff gefroren. Anschließend folgte eine Lyophilisation. Die lyophilisierten Gewe-

bestücke wurden unter Kühlung pulverisiert. 

 

3.2.2. Extraktion 

Zur Extraktion wurden 20 g des Nebennierengewebe-Pulvers mit 200 ml eiskalter 0,6 mM Perch-

lorsäure (Endkonzentration) versetzt, und mit einem Ultra-Turrax-Mixer unter Eiskühlung in 10 

Intervallen von je 30 sec mit je 1 min Pause bei 1.200 Umdrehungen/sec homogenisiert. Die Eis-

kühlung sollte eine Temperatursteigerung über 4 °C und dadurch einsetzende Abbaureaktionen 

minimieren. Das Homogenat wurde mit 100.000 g bei 4 °C für 90 min zentrifugiert. Der klare 

Überstand wurde abdekantiert, zusammengefasst und mit KOH-Lösung auf einen pH-Wert von 9 

eingestellt. Danach erfolgte erneutes Zentrifugieren mit 4.000 g bei 4 °C für 10 min zur Entfer-

nung der ausgefällten Perchlorate. Der Überstand wurde abdekantiert, bei -30 °C gefroren und der 

präparativen Reversed-Phase-Chromatographie zugeführt. 

 

3.2.3. Präparative Reversed-Phase-Chromatographie 

Eine kommerziell verfügbare Reversed-Phase C18 Säule (310 x 25 mm, Korngröße 40 - 63 µm, 

LiChroprep, Fa. Merck) wurde mit 200 ml Azetonitril (ACN) konditioniert und mit 40 mM 

wässriger Triethylammoniumazetat–Lösung (TEAA) äquilibriert. Das nach dem Auftauen auf 

einen pH-Wert von 6,5 eingestellte und in 40 mM wässriger TEAA-Lösung aufgenommene 

Perchlorsäure-Extrakt wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 5 ml/min auf die 

Chromatographiesäule aufgetragen. Anschließend wurde die Säule mit 200 ml 40 mM wässriger 

TEAA-Lösung gespült. Als Elutionsmittel wurden 200 ml 30% ige wässrige Azetonitrillösung 

verwendet. Das Eluat wurde lyophilisiert und bei -80 °C gefroren. 
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3.2.4. Größenausschluss-Chromatographie 

Entgastes Sephacryl-100-High Resolution Gel (Fa. Amersham-Pharmacia, Schweden) wurde in 

eine Glassäule (100 cm x 2 cm) gefüllt. Die Säule wurde mit dem 5-fachen ihres Volumens mit 

Wasser als Elutionsmittel äquilibriert. Der Elutionsmittelüberstand des Gels wurde abpipettiert 

und die Probe aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 

ml/min. Die UV-Absorption bei 254 nm und die Leitfähigkeit wurden fortlaufend gemessen. Die 

Fraktionsgröße betrug 10 ml. Die Fraktionen wurden zusammengefasst, eingefroren und bei -30 

°C gelagert. 

 

3.2.5. Affinitäts-Chromatographie 

 

3.2.5.1. Herstellung des Phenylboronsäure Bio-Rex-70-Gels 

100 g m-Amino-Phenylboronsäure wurden an den Kationenaustauscher Bio-Rex-70-Gel (Acryl-

matrix, Korngröße 70 - 150 µm, Fa. Bio Rad Laboratories, USA) angelagert. 

 

3.2.5.2. Festphasenextraktion mit Phenylboronsäure Bio-Rex-70-Gel 

Nach dem Spülen des Gels mit 200 ml destilliertem Wasser wurden zum Äquilibrieren 200 ml 

einer 1M Ammoniumacetatlösung (pH 9,5) mit einem Fluss von 3 ml/min über die Säule gepumpt. 

Die Probe wurde nach pH-Einstellung auf 9,5 mit einem Fluss von 2 ml/min aufgetragen. Nach 

Erreichen der Basislinie wurden die retendierten Substanzen mit 10 mM HCl eluiert. Während der 

Festphasenextraktion wurde die UV-Absorption bei 254 nm und die Leitfähigkeit detektiert. 

 

3.2.6. Displacement-Chromatographie 

Zur Displacement-Chromatographie wurde die Probe in 3 ml wässeriger TEAA-Lösung (40 mM) 

gelöst und bei einem Fluss von 200 µl/min auf die Trennsäule aufgetragen. Bei der Trennsäule 

handelte es sich um eine 300 mm x 4,2 mm Lichrospher 60 RP-Select Säule (Fa.Merck, Deutsch-

land) mit einer Korngröße von 5 µm und einer Porengröße von 6 nm. Trägersubstanz war wässrige 

40 mM TEAA-Lösung. Anschließend erfolgte der Auftrag von 160 mM n-Butanol in 40 mM 

TEAA-Wasser als Displacer mit einem Fluss von 100 µl/min. UV-Absorption und Leitfähigkeit 

wurden detektiert. Das Volumen der Fraktionsgröße betrug 1 ml. 
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3.2.7. Analytische Anionenaustausch-Chromatographie 

Die Probe wurde mit Hilfe eines Anionenaustauschers nach Ladung und Hydrophobizität getrennt. 

Als Anionenaustauschersäule diente eine Uno-Q-HR-5/5-Säule (Fa. Amersham-Pharmacia, 

Schweden). Als Trägermaterial wurde das hydrophobe Harz MonoBeads benutzt, das auf einer 

Polystyren-/Divinylbenzen-Matrix basiert. Als Laufmittel wurde eine wässrige 10 mM K2HPO4-

Lösung (Laufmittel A) mit einem pH-Wert von 8 verwendet. Die Probe wurde in 1 ml Laufmittel 

A gelöst, auf die Säule aufgetragen und von dieser nach Ladung und Hydrophobizität getrennt. Als 

Elutionsmittel diente eine wässrige 50 mM K2HPO4-/1 M NaCl-Lösung (Laufmittel B), die mit 

einem Fluss von 0,5 ml/min über die Säule gepumpt wurde. Die Elutionsdetektion erfolgte mit 

einem UV-Detektor bei 254 nm und einem Leitfähigkeitsdetektor. Folgender Gradient mit 

kontinuierlichen Übergängen wurde verwendet: 

 

Tabelle 3: Gradient der Anionenaustausch-Chromatographie; Fluss: 0,5 ml/min; 
Säule: Uno-Q-HR-5/5-Säule (Fa.Amersham-Pharmacia, Schweden) 
Laufmittel A: 10 mM K2HPO4 in Wasser, pH 8 
Laufmittel B: 50 mM K2HPO4-/1M NaCl-Lösung in Wasser 

 

Zeit (min) 0 10 100 105 110 115 

Gehalt Laufmittel B (%) 0 5 35 40 100 100 

 
 

3.2.8. Analytische Reversed-Phase Chromatographie 

Die Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographie wurden mit wässriger 1 M TEAA-Lösung 

(40 mM) versetzt und mit verdünnter HCl auf einen pH-Wert von 6,5 titriert. Anschließend wur-

den die Fraktionen über eine Superspher 100 C18 Säule (250 mm x 4 mm, mittlere Korngröße 4 

µm, mittlere Porengröße 10 nm; Fa. Knauer, Deutschland) gepumpt. Als Laufmittel diente 40 mM 

TEAA in Wasser (Laufmittel A), als Elutionsmittel 100 %iges ACN (Laufmittel B). Die Flussge-

schwindigkeit betrug 0,5 ml/min, die Fraktionsgröße 1 ml. Die UV-Detektion erfolgte bei 254 nm. 

Die Fraktionen mit UV-Absorption bei 254 nm wurden in einer Vakuumzentrifuge eingedampft 

und bei –80 °C aufbewahrt.  
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Folgender Gradient wurde zur Elution gewählt: 

Tabelle 4:  Gradient der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie: 
Fluss 0.5 ml/min; 
Säule: Superspher 100 C18 Säule (250 mm x 4 mm, mittlere Korngröße 4µm, 
mittlere Porengröße 10 nm; Fa. Knauer, Deutschland) 
Laufmittel A: 40 mM TEAA in Wasser 
Laufmittel B: ACN–Lösung (100%) 

 
 
 

 
 
 
 

3.2.9. Matrix-Assistierte-Laser-Desorptions-/Ionisations (MALDI)-   

 Massenspektrometrie 

 

3.2.9.1. Matrix-Assistierte-Laser-Ionisations-Massenspektrometrie 

Das Massenspektrum einer Molekülverbindung kommt durch Ionisation der Moleküle und nach-

folgender Bestimmung der Molekülmasse der beim Ionisationsprozess gebildeten primären Ionen 

und deren Zerfallsprodukten im Hochvakuum zustande. Ionenquelle ist die Matrix-Assistierte-La-

ser-Desorption-/Ionisation. Aliquots der isolierten Substanz der analytischen Reversed-Phase-

Chromatographie wurden in 10 µl H2O aufgenommen. Die Probe wurde mit einigen Kügelchen 

des Kationenaustauschers (AG 50 W-X12, Bio-Rad-Laboratories, USA) in protonierter Form (H+) 

entsalz, um die Bildung von Natrium- oder Kalium-Addukt-Ionen zu minimieren, die aufgrund 

einer Peakverbreiterung zu höheren m/z-Werten und zu einer Abschwächung der Intensität des 

M+H+-Signals führen. Anschließend wurden 0,5 µl der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix (3-

Hydroxypicolinsäure, 50 mg/ml) auf die Oberfläche eines metallenen Probentellers pipettiert und 

dort mit 1 µl der Proben-Lösung versetzt. Die Probe wurde eingetrocknet und der Probenteller 

über die Vakuumschleuse in das Massenspektrometer eingesetzt. Für die Massenanalysierung 

wurde ein MALDI-TOF-Massenspektrometer mit zweistufiger Reflektion zur Ionentrennung be-

nutzt. Die Desorption/Ionisation der Probe erfolgte mit einem Stickstofflaser. Die Probe wurde mit 

einer Wellenlänge von 337 nm mit einer Pulsdauer von 5ns mit einer kreisförmigen Be-

strahlungsfläche von 20-100 µm beschossen. Die Energie betrug 106- 107 W/cm². Die 

Matrixmoleküle absorbieren diese Energie des Lasers. Die Gitterstruktur der Matrixmoleküle wird 

Zeit (min) 0 4 79 85 86 90 
Gehalt Laufmittel B (%) 0 2 7 60 80 80 
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aufgeweitet und zerstört. Gasförmige Matrix und Probenmoleküle werden freigesetzt und durch 

den Laserstrahl ionisiert. In einem elektrischen Feld wurden die ionisierten Moleküle in Richtung 

des Detektors zum Ionennachweis beschleunigt. Hierzu wurde eine Beschleunigungsspannung von 

Uacc 10 kV angelegt und mit einem Druck von 6 - 8 x 10-7 bar gearbeitet. Als Detektor für den 

Ionennachweis wurde ein Bruker-Reflex III-Matrix-Assistierte-Laser-Desorptions-/Ionisations-

Massenspektrometer verwendet. Zur Massenbestimmung erfolgte eine elektronische Messung der 

Zeit, die zwischen Desorption der Ionen bis zum Eintreffen am Detektor vergeht. Die Länge der 

feldfreien Driftstrecke betrug 0,5 bis 2 Meter. Ionen unterschiedlicher Masse haben bei gleicher 

kinetischer Energie unterschiedliche Flugzeiten. Ionen mit leichter Masse sind schneller als 

schwere Ionen, sie haben eine kürzere Flugzeit (Time Of Flight, TOF). Es wurden 50 Spektren 

akkumuliert. Die gemessene Flugzeit wird mit bekannten Referenzmassen verglichen, so wird die 

Masse des Probenmoleküls ermittelt. Die Spektren wurden mit einem Le Croy 9400 

Transientenrecorder aufgenommen. 

 

3.2.9.2. PSD-Matrix-Assistierte-Laser-Ionisations-Massenspektrometrie 

Es folgte Sequenzierung im PSD-MALDI. Zur Detektion der beim Laserbeschuss freigesetzten 

Molekülfragmente wird die PSD-Matrix-Assistierte-Laser-Desorptions-/Ionisations-Massen-spek-

trometrie verwendet. PSD ist die Post-Source-Decay-MALDI. Molekülionen, die in der feldfreien 

Driftstrecke zerfallen, können durch stufenweises Absinken des Reflektorpotentials detektiert 

werden. Die PSD-MALDI liefert Information über die Struktur eines Moleküls.  

Es wurden 100 Spektren akkumuliert. Verwendet wurde ein Bruker Reflex III Matrix-Assistierte-

Laser-Desorptions-/Ionisations-Massenspektrometer zur Detektion der Spektren. 

 
3.2.10. Retentionszeitenvergleich mittels analytischer Reversed-Phase   

 Chromatographie 

Zum Vergleich der ermittelten Retentionszeiten mit Standardwerten und die anschließende quan-

titative Auswertung der einzelnen Peakflächen wurde eine Poros R2/H-Säule und Tetrabutylam-

moniumhydrogensulfat (TBA-HSO4) als Ionenpaarreagenz verwendet. Der Säulentyp (RP-Perfu-

sionssäule) ist durch besonders große Poren (6000 – 8000 Å) in den Partikeln des Säulenfüllmate-

rials charakterisiert. 

Die Poros R2/H-Säule (100 mm x 2,1 mm, Fa. Amersham- Pharmacia, Schweden) wurde mit einer 

wässrigen 2 mM TBAHSO4- und einer 10 mM K2HPO4-Lösung (Laufmittel A) bei einem Fluss 
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von 300 µl/min äquilibriert. Aliquots der isolierten Substanz der analytischen Reversed-Phase-

Chromatographie wurden in dem gleichen Lösungsmittel aufgenommen und auf die Säule 

aufgetragen. Eluiert wurde mit wässriger ACN-Lösung 80 % (Laufmittel B) mit dem in Tabelle 5 

aufgeführten Gradienten. Die UV-Absorptionsbestimmung erfolgte bei 254 nm. Die Größe der 

einzelnen Peakflächen wurde bestimmt. 

 

Tabelle 5: Gradient Retentionszeitenvergleich; Fluss 300 µl/min; 
Säule: Poros R2/H-Säule (100 mm x 2,1 mm, Fa. Amersham-Pharmacia,  
Schweden) 
Laufmittel A: 2 mM TBAHSO4-/10 mMK2HPO4-Lösung in Wasser 
Laufmittel B: wässrige ACN-Lösung (80%) 

 
 
 
 

 
 

3.2.11. UV-Spektroskopie 

Für die UV-spektroskopischen Untersuchungen wurde ein UV-Spektrometer der Fa. Beckmann 

(UV/Vis-Spectrophotometer, DU-600) benutzt. Die Quarzküvetten hatten ein Volumen von 60 µl. 

Die Spektren wurden in einem Wellenlängenbereich von 200 - 450 nm aufgenommen. Das 

Lösungsmittel der Probe, H2O, diente als Referenz. Die Fraktionen der Reversed-Phase-Chroma-

tographie wurden entsalzt und lyophilisiert. 100 ml der Probe wurden bei einem pH-Wert von 3, 7, 

und 9 in 900 µl Wasser gelöst. Der betreffende pH-Wert wurde mittels 1M NaOH bzw. 1 M HCl 

eingestellt. Anschließend wurde die gelöste Probe in die Quarzküvette pipettiert. Die UV-

Absorption wurde mit einer Scan-Geschwindigkeit von 400 nm/min gemessen. 

 
 

3.2.12. Enzymatische Spaltungen  

 

3.2.12.1. Enzymatische Spaltungen mit alkalischer Phosphatase 

Zur Spaltung mit alkalischer Phosphatase wurden Aliquots der isolierten Substanz der analyti-

schen Reversed-Phase-Chromatographie in 10 µl Wasser gelöst. 1 µl Lösung und 1 µl alkalische 

Phosphatase (Lösung 0.01 U/ml) wurden gemischt und bei 37 °C für 5 min inkubiert. Das Enzym 

wurde durch Zentrifugieren mit einem Zentrifugen-Filter entfernt (Ausschluss-Grenze: 10 kDa). 

Die Probe wurde mit der Anionenaustausch-Chromatographie (Uno-Q HR 5/2, Amersham-

Zeit (min) 0 4 16 17 19 

Gehalt Laufmittel B (%) 0 10 22 50 50 
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Pharmacia, Schweden) auf Spaltungsreaktionen hin untersucht. Als Laufmittel wurde eine wäss-

rige 20 mM K2HPO4 Lösung (Laufmittel A) mit einem pH-Wert von 8, als Elutionsmittel 20 mM 

K2HPO4/1 M NaCl-Lösung (Laufmittel B) mit einem pH-Wert von 8 verwendet, die mit einem 

Fluss von 300 µl/min auf die Säule aufgetragen wurden. Die Fraktionsgröße betrug 1 ml. Die Elu-

tions-Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor bei 254 nm und einem Leitfähigkeitsdetektor. 

Folgender Gradient mit kontinuierlichen Übergängen wurde verwendet: 

 

Tabelle 6: Gradient der Anionenaustausch-Chromatographie;Fluss 300 µl/min  
Säule: Uno-Q HR 5/2, (Fa. Amersham-Pharmacia, Schweden) 
Laufmittel A: 20 mM K2HPO4 in Wasser 
Laufmittel B: 20 mM K2HPO4/ 1M NaCl-Lösung in Wasser 

 
 

 
 
 

 

3.2.12.2. Enzymatische Spaltung mit 5’-Nukleotidase 

Zur Spaltung mit 5’-Nukleotidase wurden Aliquots der isolierten Substanz der Reversed-Phase-

Chromatographie in 10 µl Wasser gelöst. 1 µl Lösung wurde mit 1 µl 5’-Nukleotidase (Lösung 

0.01 U/ml) gemischt und bei 37 °C für 5 min inkubiert. Danach wurde die Lösung durch einen 

Zentrifugen-Filter (Ausschluss-Grenze: 10 kDa) zentrifugiert und über eine Anionenaustausch-

Chromatographie (Uno-Q HR 5/2) unter den oben genannten Bedingungen (siehe Tabelle 6) 

chromatographiert. 

 

3.2.12.3. Enzymatische Spaltung mit 3’-Nukleotidase  

Zur Spaltung mit einer 3’-Nukleotidase wurden Aliquots der isolierten Substanz der Reversed-

Phase-Chromatographie in 10 µl Wasser gelöst. 1 µl Lösung wurde mit 1 µl 3’-Nukleotidase (Lö-

sung 0.01 U/ml) gemischt und bei 37 °C für 5 min inkubiert. Danach wurde die Lösung durch ei-

nen Zentrifugen-Filter (Ausschluss-Grenze: 10 kDa) zentrifugiert und über eine Anionenaus-

tausch-Chromatographie (Uno-Q HR 5/2) unter den oben genannten Bedingungen (siehe Tabelle 

6) chromatographiert. 

Zeit (min) 0 2 22 22,5 23,5 
Gehalt Laufmittel B (%) 0 5 40 100 100 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Gewinnung des Probenmaterials 

Von der Schlachterei wurden frische Rindernebennieren bezogen. Die Nebennieren wurden zer-

mörsert und homogenisiert. Nach der anschließenden Lyophilisation erfolgte die Extraktion. Im 

Folgenden wird die chromatographische Isolierung und primär massenspektrometrische Identifi-

zierung des Ap3G beschrieben. Die Ergebnisse der einzelnen Arbeitsschritte werden im Folgenden 

dargestellt. 

 

4.2. Präparative Reversed-Phase-Chromatographie 

Nachdem die Proteine mit Perchlorsäure denaturiert und der Überstand neutralisiert worden war, 

wurde das resultierende Extrakt lyophilisiert und mittels der präparativen Reversed-Phase-Chro-

matographie fraktioniert. Die Abbildung 2 zeigt ein charakteristisches Chromatogramm dieser 

präparativen Reversed-Phase-Chromatographie. Bei einer Retentionszeit von 4 Stunden und 1 

Minute bis 4 Stunden und 15 Minuten wurde das charakteristische Absorptionsmaximum bei 254 

nm für Dinukleotide detektiert. Der Balken kennzeichnet die Fraktionen, die gesammelt wurden. 

 

Die UV-Absorption wird hier, wie auch in den übrigen Chromatogrammen, in dimensionslosen 

Absorptionseinheiten (AU) angegeben. Die gestrichelte Kurve stellt die Leitfähigkeit dar. Die 

durchgezogene Kurve stellt die UV-Absorption dar. Die Balken zeigen die Fraktionen, die weiter 

chromatographiert wurden. 

 

Abbildung auf der nächsten Seite 
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Abbildung 2: Präparative Reversed-Phase Chromatographie 

 

 Probe:     Extrakt der Rindernebenniere nach Lyophilisation 
 Säule:     Reversed-Phase C18 Säule (310 mm x 25 mm, Korngröße 40-
     63 µm, Merck, Deutschland) 
 Laufmittel A:   40 mM TEAA in Wasser 
 Laufmittel B:   30 Vol % Azetonitril in Wasser 
 Flussrate:   5 ml/min 
 UV-Detektion:  254 nm 
 _______:   UV-Absorption  
 ----------:   Leitfähigkeit (in %) 
  :    Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio 

nierungen gesammelt wurde 
 
 

4.3. Größenausschluss-Chromatographie 

Das Eluat der Reversed-Phase-Chromatographie (Abbildung 2 mit dem Balken gekennzeichnet) 

wurde lyophilisiert und mittels einer Größenausschluss-Chromatographie weiter fraktioniert. Ab-

bildung 3 zeigt die resultierende Größenausschluss-Chromatographie. Bei der Größenausschluss-

Chromatographie erfolgt die Trennung aufgrund der molekularen Größe. Der entsprechende 

Retentionszeitenbereich von 90 min bis 142 min ist in Abbildung 3 durch den Balken markiert. 
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Abbildung 3: Größenausschluss-Chromatographie 

 Probe:     Eluat der präparativen-Reversed-Phase- 
     Chromatographie (in Abbildung 2 mit einem   
     Balken gekennzeichnet)  
 Säule:    Glassäule 100 cm x 2 cm mit Sephacryl-100-  
     High-Resolution Gel S-100 Sepharose    
     (Amersham, Pharmacia/ Biosciences, Deutschland) 
 Laufmittel:   Wasser 
 Flussgeschwindigkeit:  1 ml/min 
 UV-Detektion:   254 nm 
 ___________:   UV-Absorption 
 ----------------:   Leitfähigkeit 
   :  Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio- 

nierungen gesammelt wurde   
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4.4. Affinitäts-Chromatographie 

Das Eluat der Größenausschluss-Chromatographie wurde der Affinitätschromatographie zuge-

führt. Bei dieser Chromatographie werden Substanzen mit 2 cis-diol-Gruppen retendiert. Abbil-

dung 4 zeigt das resultierende Chromatogramm. Im Bereich der hohen UV-Absorption zwischen 

4,4 und 5,1 Stunden, gekennzeichnet mit dem Balken, wurde das Eluat gesammelt und weiter 

fraktioniert. 
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Abbildung 4: Affinitätschromatographie 

 Probe:     Eluat aus der Größenausschlusschromatographie   
     mit Balken gekennzeichnet 
 Chromatographie-Gel: m-Amino-Phenylboronsäure (Acrylmatrix, 
     Korngröße 70-150 µm, Hersteller: Biorad, Deutschland) 
 Laufmittel A:   1 M Ammoniumazetat in Wasser 
 Laufmittel B    10 mM HCl in Wasser 
 Fluss:    2 ml/min 
 UV-Detektion:   254 nm 
  :   UV-Absorption 
  :   Leitfähigkeit 
  :   Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio 

nierungen gesammelt wurde  
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4.5. Displacement-Chromatographie 

Das Eluat der Affinitätschromatographie wurde auf zwei in Serie geschalteten Reversed-Phase 

Chromatographiesäulen im Displacement-Modus weiter fraktioniert. Abbildung 5 zeigt das resul-

tierende Chromatogramm. In dem Chromatogramm ist das UV-Absorptionsmaximum dargestellt. 

In der Zeit von 6 Stunden und 20Minuten bis bis 7 Stunden und 5 Minuten wurde das Eluat 

gesammelt. 
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Abbildung 5: Displacement-Chromatographie 

 Probe:     Eluat der Affinitäts-Chromatographie 
 Säule:     zwei in Serie geschaltete Reversed Phase  
     Chromatographien (Merck, Deutschland) 
 Laufmittel:    40 mM TEAA-Wasser 
 Displacer:   160 mM n-Butanol in 40 mM TEAA in Wasser 
 Flussrate:    0,1ml/min 
 UV-Detektion:  254 nm 
 ____________:  UV-Absorption 
   :  Leitfähigkeit 
  : :  Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio 
     nierungen gesammelt wurde  
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4.6. Analytische Anionenaustausch-Chromatographie 

Das Eluat der Displacement-Chromatographie wurde gesammelt und mittels einer Anionenaus-

tausch-Chromatographie über eine Anionenaustauscher-Säule chromatographiert. Die Fraktionie-

rung erfolgte hierbei durch die unterschiedlich starke anionische Ladung. Abbildung 6 zeigt das 

resultierende Chromatogramm. Im Absorptionsmaximum zwischen der 58. und der 82. Minute 

wurde das Eluat gesammelt, im Chromatogramm gekennzeichnet durch einen Balken. 
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Abbildung 6 Analytische Anionenaustausch-Chromatographie 
 Probe:     Eluat der Displacement-Chromatographie 
 Säule:     Anionenaustauscher Uno-Q-1 (Pharmacia, Schweden) 
 Laufmittel A:   10 mM K2HPO4 in Wasser, pH 8 
 Laufmittel B:   50 mM K2HPO4 und 1M NaCl-Lösung in    
     Wasser; 0 min: 0% B; 0-10 min:0-5% B; 10-100   
     min: 5-35% B; 100-105 min: 35-40% B; 105-  
     115 min: 40-100% B  
 Fluss:    0,5 ml/min 
 UV-Detektion:   254 nm 
   :  UV-Absorption 
   :  Leitfähigkeit 

:  Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio- 
nierungen gesammelt wurde  
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4.7. Analytische Reversed-Phase-Chromatographie 

Die Fraktionen Anionenaustausch-Chromatographie, gekennzeichnet durch den Balken, wurden 

mittels einer analytischen Reversed-Phase-Chromatographie weiter fraktioniert. Das resultierende 

Reversed-Phase-Chromatogramm ist in Abbildung 7 gezeigt. In dem Chromatogramm sind in der 

79. und 87. Minute Absorptionsmaxima. Im Chromatogramm, gekennzeichnet durch einen 

Balken, wurden die den Absorbtionsmaxima zugrunde liegenden Substanzen pur isoliert 

gesammelt. 
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Abbildung 7: Analytische Reversed-Phase-Chromatographie 
 
 Probe:    Eluat der Anionenaustausch-Chromatographie gesammelt in 
 Säule:    analytische Reversed-Phase-Chromatographie 
     (Superspher 100 C18 endc., 250 mm x 4 mm, Merck,  
     Deutschland) 
 Laufmittel A:   40 mM TEAA-Wasser 
 Laufmittel B:   100%iges Azetonitril 
     0 min: 0% B; 0-4 min:0-2% B; 4-79 min:2-7% B; 80-85 min: 
     7-60%  B; 86-90 min: 60-80% B; 90-100 min: 80% B 
 Fluss:    0,5 ml/min 
 UV-Detektion:  254 nm 
 __________:   UV-Absorption 
 -------------- :   Leitfähigkeit 
   :  Retentionszeitbereich, in dem das Eluat für weitere Fraktio- 

nierungen gesammelt wurde 
Die Retentionszeit der in der Abbildung 7 markierten Fraktion entsprach der Retentionszeit syn-

thetisch hergestellten Ap3G. 
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4.8. Matrix-Assisted-Laser-Desorbtion/Ionisation-Massen-Spektrometrie 

Das lyophilisierte Eluat der Reversed-Phase-Chromatographie, in Abbildung 7 gekennzeichnet 

mit dem Balken, wurde mit Hydroxypicolinsäure auf einen MALDI-Probenteller pipettiert und in 

der Matrix-Assistierte-Laser-Desorbtions-/Ionisations-Massenspektrometrie analysiert. Abbildung 

8 zeigt das resultierende MALDI-Massenspektrum der isolierten Substanz. 

In der isolierten Fraktion wurde in der MALDI-Massenspektrometrie eine Masse von 772,9 Da 

bestimmt. Auf Grund bekannter Massenspektrometriedaten von synthetisch hergestelltem 

Adenosin-Guanosin-Triphosphat, die zum Vergleich verwendet wurden, konnte die zugrunde 

liegende Substanz als Adenosin-Guanosin-Triphosphat identifiziert werden. 
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Abbildung 8: Massenspektrum der Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie  

 Probe:    lyophilisierte Fraktion der Reversed-Phase-   
     Chromatographie 
 Matrix:    Hydroxypicolinsäure, 50mg/ml 
 Abszisse:   Masse 
 Ordinate:   relative Intensität 
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4.9. Post-Source-Decay-Maldi-MS 

Zur exakten Identifizierung der untersuchten Substanz folgte im Anschluss eine Post-Source-De-

cay-MALDI-MS von dem Eluat, das in Abbildung 7 mit dem Balken gekennzeichnet ist. In der 

rechten Spalte sind die Fragment-Massen der PSD-MALDI-Massenspektrometrie aufgeführt In 

der linken Spalte sind die Massen den entsprechenden Fragment-Ionen zugeordnet.  

 

Tabelle 7: Molekulare PSD-Fragment-Massen der isolierten Substanz Adenosin-Guanosin- 
triphosphat. Abkürzungen: M+ = Mutterion; G´= Guanin; G=Guanosin; 
A´= Adenin; A = Adenosin; p = Phosphatgruppe, z. B. Ap1 = AMP 

 

Fragment-Ionen 
 

Ap3G 
(Da) 

A´ 136 

G´ 152 

A – 2 H2O 235 

G - 2 H2O 252 

Gp1 357 

Ap2 – H2O 409 

Ap2 428 

Gp2 447 

M - Gp2 330 

M - Gp1 410 

M- G + H2O 609 

M - G´ 622 

M- A´ 635 

M 773 

 

4.10.  Retentionszeitenvergleich mittels Analytischer Reversed-Phase-   

  Chromatographie 

Die Retentionszeit der isolierten Substanz aus der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie 

wurde mit Retentionszeiten von synthetisch hergeselltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat 
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verglichen. Die Retentionszeit der isolierten Substanz entsprach der Retentionszeit von synthetisch 

hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat. 

4.11.  UV-Spektroskopie 

Zur weiteren Klärung ob es sich bei der isolierten Substanz um Adenosin-Guanosin-Triphosphat 

handelt, wurden UV-spektroskopische Untersuchungen bei einem Absorbtionsmaximum von 200 

bis 300 nm und einem pH von 3, 7 und 9 zur Bestimmung der Substanzklassen der isolierten Sub-

stanz durchgeführt. Die entsprechenden Absorptionsspektren wurden aufgenommen. Verwendet 

wurden die Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie, gekennzeichnet mit einem Balken in 

Abbildung 7. Zur Kontrolle wurde unter identischen Bedingungen eine UV-Spektrometrie von 

synthetisch hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat durchgeführt, die ein identisches 

Ergebnis wie die Fraktion der Reversed-Phase-Chromatographie erbrachte. 

 
Tabelle 8: Maxima und Minima der UV-Absorption der isolierten Substanz  

      (Abbildung 7) bei unterschiedlichen pH-Werten. 
 

 pH 3 pH 7 pH 9 

 λmin / nm λmax / nm λmin / nm λmax / nm λmin / nm λmax / nm 

Ap3G 230.1 256.8 227.8 255.1 226.9 255.0 

 

4.12. Enzymatische Spaltungen 

 
Aus Ergebnissen mit synthetisch hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat und Vergleichen 

mit der isolierten Substanz der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie, wurde die aufge-

reinigte Substanz als Adenosin-Guanosin-Triphosphat identifiziert. Die Proben aus der 

analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wurden aufgereinigt, entsalzt und lyophilisiert. 

Anschließend erfolgte die massenspektrometrische Untersuchung vor und nach Inkubation mit 

alkalischer Phosphatase, 3´-Phosphodiesterase und 5´-Phosphodiesterase. 
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Abbildung 9:  Massenspektren der isolierten Substanz vor (A) und nach (B) Inkubation mit  

alkalischer Phosphatase  
 

Nach Inkubation mit alkalischer Phosphatase wurde die gleiche Massenzahl ermittelt die vor der 

Inkubation mit der alkalischen Phosphatase detektiert wurde. Eine Spaltung der Probenmoleküle 
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mit der alkalischen Phosphatase war also nicht erfolgt. Daraus lässt sich folgern, dass die Phos-

phatgruppen nicht endständig an der Ribose gebunden sind, sondern zwischen zwei Ribosen als 

Kette im Innern des Moleküls vorliegen müssen. 
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Abbildung 10: Massenspektren der isolierten Substanz vor (A) und nach (B) Inkubation mit  

  3´-Phosphodiesterase  
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Nach der Inkubation mit 3´-Phosphodiesterase wurde das gleiche Massensignal wie vor der 

Inkubation mit 3´-Phosphodiesterase gemessen. Eine 3´-Verknüpfung mit der Ribose liegt also 

nicht vor. 
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Abbildung 11: Massenspektren der isolierten Substanz vor (A) und nach (B) Inkubation mit  

    5´-Phosphodiesterase  



4. Ergebnisse 

 

33 

Nach Inkubation mit der 5´-Phosphodiesterase wurden andere Massensignale als vor Inkubation 

gemessen. Die Massen entsprachen den Spaltungsprodukten AMP, ADP, GMP und GDP im Mas-

senspektrum. Es liegt also eine 5´-Bindung von Ribose mit der Phosphatgruppe vor. Dass es sich 

um Bruchstücke von RNA oder DNA handelt, kann ausgeschlossen werden, da diese auch nach 

Inkubation mit der 3´-Phosphodiesterase gemessen würden.  

 

5. Diskussion 

Die Ursachen des Bluthochdruckes, speziell des primären (essentiellen) Bluthochdruckes, sind 

weiterhin nicht vollständig aufgeklärt Die Untersuchung von Mediatoren, die einen Bluthochdruck 

durch vasokonstriktive Eigenschaften oder Wachstumsstimulation glatter Gefäßmuskelzellen 

bewirken oder modulieren, ist daher für die Entwicklung neuer Therapiekonzepte unerlässlich. In 

den letzten Jahren wurden hierbei Substanzen identifiziert, bei denen es sich um Diadenosin-

Polyphosphate handelt. Seit der ersten Beschreibung des Diadenosin-Triphosphat (Ap3A) in 

menschlichen Thrombozyten ist eine zunehmende Anzahl analoger Substanzen bei Säugetieren 

und Menschen beschrieben worden. In weiteren Analysen wurden diese Dinukleotid-

Polyphosphate auch in der Plazenta und in den Nebennieren isoliert (Schlüter et al, 1994 und 1996, 

Jankowski et al, 2001). Zuerst gelang es, Diadenosin-Polyphosphate mit 4, 5 oder 6 

Polyphosphatgruppen (ApnAs) in menschlichen Zellen nachzuweisen (Ralevic, 2001). In weiteren 

Untersuchungen wurden Dinukleotid-Polyphosphate mit Adenosin und Guanosin als Nukleotid 

identifiziert, die 2, 3, 4, 5 und 6 Polyphosphatgruppen enthalten (ApnGs).  

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung der Substanz Adenosin-Guanosin-Triphosphat 

(Ap3G) aus Nebennieren. Adenosin-Guanosin-Triphosphat ist eine Substanz, die stark 

vasokonstringierend wirkt und durch Wachstumstimulation glatter Gefäßmuskelzellen den 

Blutdruck beeinflusst (Hollah, 2001). Die Substanz kann nicht einfach nachgewiesen werden, 

daher war eine aufwendige Isolierung und Nachweis per Massenspektrumanalytik erforderlich. Die 

Isolierung der Substanz aus Nebennieren macht deren weiterführende Untersuchung zum 

Verständnis der Genese des Bluthochdruckes sowie die Entwicklung neuer Therapieoptionen zur 

Kontrolle des Bluthochdruckes möglich. Dinukleotid-Polyphosphate sind nicht durch eine 

Antikörper vermittelte Reaktion und Nachweis zu identifizieren. Um Dinukleotid-Polyphosphate 

in Zellen oder Geweben nachzuweisen, war es notwendig, dass diese Substanzen homogen 
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vorliegen, um sie dann mit physikalisch-chemischen Analysen zu identifizieren. Das frisch 

gewonnene Nebennierengewebe wurde zur Minimierung eines enzymatischen Abbaus vor der 

Analytik nach dem Verfahren nach Wheelock behandelt (Wheelock et al., 1991): Das 

Rindernebennierengewebe wurde in flüssigem Stickstoff bei -80 °C 12 Stunden tiefgefroren. 

Anschließend erfolgten Lyophilisation und Pulverisierung. Damit konnte eine Zersetzungsreaktion 

größtenteils verhindert werden und die zu untersuchende Substanz schonend freigesetzt werden. 

Zuerst wurde eine große Anzahl kleiner hydrophobischer und hydrophiler Substanzen wie Lipide 

und Kohlenhydrate mittels einer präparativen Reversed-Phase-Chromatographie von dem zu 

isolierenden Adenosin-Guanosin-Triphosphat getrennt (Abbildung 2). Die Reversed-Phase-

Chromatographie wurde verwendet, um wenig polare Stoffe wie Lipide und stark polare Stoffe wie 

Kohlenhydrate abzutrennen. Um die Anbindung der hydrophilen Substanz an die unpolare Säule 

zu ermöglichen, wurde das Ionenpaarreagenz Triethylammoniumacetat verwendet. 

Triethylammoniumacetat maskierte anionische Anteile der Nukleotide, dadurch kann die 

hydrophile Substanz an die unpolare Säule binden. Durch hydrophobe Wechselwirkungen bei der 

Reversed-Phase-Chromatographie werden generell Probenmoleküle absorbiert. Verwendet wurde 

ein präparatives C18-Chromatographie-Gel. Eluiert wurden die Nukleotide mit einer dreißig 

prozentigen Azetonitrillösung, da sehr unpolare Stoffe stärker an die Säule binden und dann nur 

mit höheren Azetonitrillösungen eluiert werden können. Das Eluat wurde anschließend 

lyophilisiert, um störende Lösungsmittel zu entfernen. Anschließend wurde das Eluat der 

Reversed-Phase-Chromatographie mittels einer Größenausschluss-Chromatographie bezüglich der 

molekularen Größe weiter fraktioniert (Abbildung 3). Adenosin-Guanosin-Triphosphat gehört zu 

der Gruppe der Dinukleotid-Polyphosphate. Dinukleotid-Polyphosphate sind hauptsächlich an 

Proteine gebunden, daher ist zu vermuten, dass Adenosin-Guanosin-Triphosphat an Protein 

gebunden vorliegt. Um die Proteine aus dieser Bindung zu verdrängen, wurde entsprechend dem 

Massenwirkungsgesetz Adenosin-Triphosphat im Überschuss zur Probe gegeben. Das Adenosin-

Triphosphat konkurriert mit dem Adenosin-Guanosin-Triphosphat um die Proteinbindung, die 

Adenosyl-Polyphosphate werden dann von der Proteinbindung verdrängt. Darauf einsetzende 

enzymatische Abbaureaktionen werden durch zugeben von Ethylendiamintetraessigsäure 

verhindert. Ethylendiamintetraessigsäure bindet Calciumionen und kann so Calcium abhängige 

enzymatische Abbaureaktionen verhindern. Die Fraktionierung erfolgte hier aufgrund der 

unterschiedlichen Molekülgröße. Es wurde eine S-100-Trennsäule verwendet, die aus einem 

porösen Gel besteht. Das Gel besteht aus einem mit Acrylamid quervernetzten Dextrapolymer mit 
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einem Trennbereich von 1-100 k Da und einer hohen mechanischen Stabilität, wodurch 

reproduzierbare Resultate erzielt werden konnten. Im Gelmaterial befinden sich Poren. Die 

Substanzen der Probe, die kleiner sind als die in der Gelmatrix befindlichen Poren, diffundieren in 

die Poren hinein. Substanzen mit einem großen Molekulargewicht diffundieren nicht in die Poren 

des Gels und werden das System schneller durchlaufen. Dabei wurde Wasser als Laufmittel 

eingesetzt. Durch das ausgewählte Chromatographiegel mit negativer Ladung wurden die 

Moleküle gleichzeitig durch ihre elektrostatische Wechselwirkung, wie Ionenaustausch, 

Ionenausschlussmechanismus, hydrophobe Wechselwirkungen und p-π-p-π–Wechselwirkungen 

getrennt. Die ebenfalls negativ geladenen Nukleotide werden beim Ionenausschlussmechanismus 

von der Oberfläche des Gels abgestoßen und dringen nicht in die Poren des Gels ein. Die 

Nukleotide erfahren eine Repulsion und eluieren früher, als es ihrem Molekulargewicht entspricht. 

Positiv geladene Probenmoleküle werden durch Ionenaustauschkräfte verstärkt an die Oberfläche 

des Gels gebunden. Dadurch wird der Transport der positiv geladenen Moleküle durch die Säule 

verzögert. Es resultiert für positive Probensubstanzen eine verlängerte Retentionszeit. Der 

Ionenaustauschmechanismus und der Ionenausschlussmechanismus lassen sich durch Änderung 

des pH-Wertes in der mobilen Phase durch die Zugabe eines Puffers von 0,3-0,5 M NaCl 

ausschalten, da die Ladungen der Probenmoleküle reduziert werden. Neutrale Substanzen eluieren 

ihrem Molekulargewicht entsprechend.  

Im nächsten Schritt erfolgte eine selektive Konzentrierung von Nukleotiden, die zwei oder mehr 

1,2-cis-diol Gruppen enthalten, mit der Affinitäts-Chromatographie (Abbildung 4). In diesem 

Schritt wurden Dinukleotid-Polyphosphate von Mononukleotid-Polyphosphaten getrennt. Hierbei 

wurde eine PBA-Säule verwendet. An den Kationenaustauscher Bio-Rex-70-Gel wurde Phenyl-

boronsäure angelagert. Aufgrund der negativen Ladung werden Diadenosin-Polyphosphate von 

den alkalischen Austauschgruppen des Kationenaustauschers abgestoßen. Nukleotide wie ATP mit 

weniger als zwei cis-diol-Gruppen binden nicht an das Boronsäuregel in Anwesenheit einer 1 M 

Ammoniumacetatlösung aufgrund von ladungsabhängigen Abstoßungsreaktionen zwischen den 

negativen Phosphatgruppen und den funktionellen Gruppen des Kationenaustauschgels. In einer 

Borylesterformation der zwei cis-diol Gruppen der Dinukleotid-Polyphosphate sind die 

Bindungskräfte stärker als die Abstoßungskräfte. Moleküle mit zwei cis-diol-Gruppen binden 

kovalent oder komplex mit der Gelmatrix. Adenosin-Guanosin-Triphosphat bindet auf Grund der 

cis-Diol-Gruppen der beiden Basen an die Phenylboronsäure, da die Bindungskraft der 

Phenylboronsäure größer als die Abstoßungskraft des Kationenaustauschers war. Die Bindung der 
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Diadenosyl-Polyphosphate an die Phenylboronsäure ist abhängig vom pH-Wert und der 

Salzkonzentration. Ein pH-Wert von unter 9,5 bewirkte eine hydrolytische Spaltung der cis-diol-

Gruppen. Dadurch werden die Abstoßungskräfte durch den Puffer nicht mehr kompensiert. Es 

resultiert eine verstärkte Abstoßungskraft. Die Elution erfolgte daher mit 10 mM HCl. HCl bewirkt 

eine Senkung des pH-Wertes und die gebundenen Substanzen der Probe eluieren. Das Eluat 

enthielt mindestens 2 cis-Diol-Gruppen.  

In der folgenden Displacement-Chromatographie wurde das Eluat der Affinitätschromatographie 

weiter fraktioniert (Abbildung 5). Substanzen, die auf der stationären Phase gebunden sind, 

werden durch eine Substanz (Displacer), deren Affinität zum Säulengel höher ist, von ihren Bin-

dungsstellen verdrängt. Die Trennleistung erfolgt auf Grund hydrophober Effekte bei steigender 

Affinität der Substanzen zu einer mit C18-Ketten modifizierten Silicagel-Säule. Dadurch werden 

irreversible Proteinbindungen verhindert. Die Oberfläche besteht aus einer unpolaren stationären 

Phase. Je unpolarer die Substanzen der mobilen Phase sind, um so mehr binden sie an die statio-

näre Phase des Chromatographiegels. Dinukleotid-Polyphosphate sind polar, um sie zu retendieren 

musste dem entsprechend Triethylammoniumazetat als Ionenpaarreagenz zugegeben werden. Als 

Displacerlösung diente Butanol. Der Alkohol Butanol hat eine höhere Affinität zu den absorptiven 

Bindungszentren der stationären Phase als die Probenbestandteile, die daher von den 

Bindungszentren verdrängt werden. Während des Trennvorgangs bildete sich entlang der Säule ein 

Displacementtrain aus. Es handelt sich um einzelne Rechteckbanden mit hoher Reinheit und 

Konzentration der Probensubstanzen. Im Chromatogramm erscheinen sie als stufenartige UV-

Peaks, da sie in Reihenfolge ihrer Ausbildung eluieren. Mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge wurde 

das Triethylammoniumacetat und Lösungsmittel vom Eluat getrennt. 

Anschließend wurde das Eluat in der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie (Abbil-

dung 6) nach Ladung und Hydrophobizität auf Grund steigender Affinität zum Anionenaustau-

scher im Gradientenmodus fraktioniert. Ionenaustauschergele im Anionenaustauscher haben po-

sitiv geladene Gruppen (ein quartäres Amin), die kovalent an einer Polymermatrix gebunden sind. 

Wegen der elektrostatischen Wechselwirkungen mit der stationären Phase der Säule werden 

anionische Substanzen der mobilen Phase gebunden. Die retendierten anionischen Bestandteile der 

mobilen Phase werden durch Probenionen ersetzt. Im Gradientenmodus erfolgt die Elution der 

retendierten Substanzen. Dabei wird die Konzentration der Anionen der mobilen Phase 

kontinuierlich erhöht, wodurch die Probenmoleküle aus ihren Bindungen verdrängt werden. Ab-

hängig von der Anzahl der Phosphatgruppen haben die Nukleotide eine unterschiedliche Affinität 
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zum Austauschergel. Die Substanzen mit der geringsten Affinität zum Gelmaterial eluieren zuerst. 

Dies sind die Moleküle mit niedriger Anzahl negativer Ladungen. Die Bindungsstärke steigt mit 

Anzahl der negativen Ladungen im Probenmolekül, bei den Dinukleotid-Polyphosphaten mit der 

Anzahl der Phosphatgruppen. 

Durch die analytische Reversed-Phase-Chromatographie (Abbildung 7) erfolgte die Trennung 

hydrophober Nebenbestandteile vom Adenosin-Guanosin-Triphosphat von den anderen Nukleo-

tiden. Die Verwendung einer C18-Ketten-Säule als stationäre Phase sowie Triethylammoniuma-

cetat als Ionenpaar-Reagenz ist gegenüber anderen Methoden z.B. der Silica-Reversed-Phase-

Chromatographie und der Perfusions-Chromatographiesäule vorteilhaft. Vor den Untersuchungen 

von Jankowski et al. wurde Tetrabutylammonium-Hydrogensulfat als Ionenpaarreagenz 

verwendet. Der Vorteil des Triethylammoniumacetats als Ionenpaarreagenz ist der, dass eine 

anschließende MALDI-Massenspektrometrie kompatibel ist. Die C18-Ketten-Säule ermöglicht 

eine bessere Trennung der verschiedenen Dinukleotid-Polyphosphate sowie deren Isolierung, 

insbesondere bei geringeren Konzentrationen. Wegen des geringeren Widerstandes in der Säule ist 

die für die Trennung benötigte Perfusionszeit kürzer. Unpolare Substanzen der mobilen Phase 

binden an das unpolare Gelmaterial der stationären Phase der C18-Ketten-Säule. Durch die 

Verwendung des Triethylammoniumacetats als Ionenpaarreagenz ist es möglich, das sehr polare 

Adenosin-Guanosin-Triphosphat an die stationäre Phase der Reversed-Phase-Oberfläche zu 

binden. Bei Verwendung eines flachen Gradienten werden die eluierenden Substanzen im 

Vergleich zur isokratischen Elution besser aufgelöst. Anschließend wurden die Proben in einer 

Vakuumzentrifuge vom flüchtigen Triethylammoniumacetat getrennt, um die Matrix-Assistierte-

Laser-Desorptions-Massenspektro-metrie (MALDI-Massenspektrometrie) und die UV-

Spektrometrie anzuschließen.  

Die Fraktionen der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wurden mit der MALDI-

Massenspektrometrie untersucht. Diese massenspektrometrische Methode ist eine einfache und 

schnelle Möglichkeit zur molekularen Massenbestimmung. Darüber hinaus können durch die 

selektive Verwendung von Enzymen stereochemische Fragestellungen beantwortet werden.  

Enzyme können beispielsweise durch kovalente Bindungen an Sepharosebeads immobilisert 

werden. Im Rahmen der Arbeit wurden so, alkalische Phosphatase, 3´-Phosphodiesterase und 5´-

Phosphodiesterase immobilisiert.  

Nach Lyophilisation wurden die Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie in H2O gelöst 

und mit den immobilisierten Enzymen inkubiert. Nach Inkubation wurde die jeweilige 
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Inkubationslösung wiederum massenspektrometrisch analysiert. Hierzu wurde der jeweilige 

Reaktionsansatz mit 3-Hydroxypicolinsäure als Matrix versetzt und direkt in das 

Massenspektrometer eingebracht (Jankowski, 2001). Es konnte eine Substanz mit einer 

molekularen Masse von 772,9 DA in der Massenspektrometrie detektiert werden (Abbildung 8). 

Anschließend erfolgte in der PSD-MALDI Massenspektrometrie die Messung der Massensignale 

(Tabelle 7). Zur Bestätigung dieser Annahme wurde die massenspektrometrische Untersuchung 

auch mit synthetisch hergestelltem, authentischem Adenosin-Guanosin-Triphosphat durchgeführt 

Aufgrund der vorliegenden Referenzdaten konnten die in der MALDI-Massenspektrometrie und 

PSD-MALDI-Massenspektrometrie gemessenen Massensignale Adenosin-Guanosin-Triphosphat 

zugeordnet werden.. Hierbei wurde die gleiche Masse ermittelt. Ein Vergleich der Retentionszeiten 

der Fraktionen der von authentischem Adenosin-Guanosin-Triphosphat unterstützte diese 

Annahme. Reversed-Phase-Chromatographie mit den entsprechenden Retentionszeiten  

Zur Identifizierung der absorptiven Eigenschaften der Substanzen der Reversed-Phase-Chroma-

tographie wurden UV-spektroskopische Methoden verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass in 

dem Wellenbereich von 200 bis 300 nm die isolierte Substanz, die für Adenosin beziehungsweise 

Guanosin charakteristische, pH-Wert abhängige UV-Maxima und UV-Minima aufweist (Tabelle 

8). 

Die Verknüpfung der Phosphate mit Ribosen könnte einerseits über die 5´-Position oder über die 

3´-Position der Ribose erfolgen. Die jeweiligen Isomeren wären massenspektrometrisch nicht 

unterscheidbar, da bei beiden Varianten die gleiche molekulare Masse nachgewiesen würde. Um 

die jeweilige Bindungsstellen der Phosphatgruppen an den Ribosen zu bestimmen, erfolgte die 

enzymatische Analytik der isolierten Substanz mit immobilisierter 3´-Phosphodiesterase, 5´-

Phosphodiesterase und alkalischer Phosphatase.  

Die 5´-Phosphodiesterase, spaltet Nukleotide mit einer 5´-Phosphoesterbindung. Diese finden sich 

nur an der 5´-Bindungsstelle der Ribose und innerhalb der Phosphatketten. Die 3’-Phospho-

diesterase spaltet Nukleotide mit einer 3’-Phosphoesterbingung, diese finden sich an der 3’-

Bindungsstelle der Ribose und innerhalb der Phosphatketten. Die alkalische Phosphatase hydro-

lisiert terminale Phosphoester. Nachdem die Proben mit alkalischer Phosphatase, 3´-Phospho-

diesterase und 5´-Phosphodiesterase inkubiert und in einer analytischen Anionen-austausch-

Chromatographie fraktioniert worden waren, erfolgte die MALDI-massen-spektrometrische 

Analyse. Die massenspektrometrischen Ergebnisse zeigten, dass sich die Substanz weder durch 

alkalische Phosphatase (Abbildung 9) noch 3´-Phosphodiesterase (Abbildung 10) metabolisieren 
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ließ. Nach Inkubation mit 5´-Phosphodiesterase konnte eine Metabolisierung eindeutig gezeigt 

werden (Abbildung 11). Es wurden zwei Massen für die jeweiligen Nukleotide erhalten, die 

Adenosin und Guanosin entsprachen, die über ein und zwei Phosphatgruppen an die Ribose 

gebunden waren. Diese waren Adenosin-Monophosphat und Guanosin-Diphosphat, sowie 

Guanosin-Monophosphat und Adenosin-Diphosphat. (AMP und GDP sowie GMP und ADP) Die 

Aufspaltung der Substanz in die Komponenten Adenosin mit Monophosphat bzw. Diphosphat und 

Guanosin mit Monophosphat bzw. Diphosphat zeigt, dass es sich bei der isolierten Substanz um 

Adenosin-Guanosin-Triphosphat handelt, wobei die Nukleotide über die 5´-Bindung der Ribose 

miteinander verbrückt sind. Somit konnte Adenosin-Guanosin-Triphosphat im Nebennieren-

gewebe nachgewiesen werden. 

Die Isolierung von Adenosin-Guanosin-Triphosphat ist von besonderem Interesse für die Genese 

der Hypertonie, da diese Substanz offensichtlich eine große Bedeutung für die Regulation des 

Blutdruckes hat. Dinukleotid-Polyphosphate sind sowohl als extrazelluläre als auch intrazelluläre 

Mediatoren an der Regulation von Gefäßtonus sowie an der Proliferation der glatten Muskulatur 

der Gefäße und der Mesangiumzellen beteiligt (Hoyle, 1990). Adenosin-Guanosin-Triphosphat 

gehört zu der Gruppe der Dinukleotid-Polyphosphate, die als starke purinerge Agonisten gelten 

(Jankowski, 2007). Seit der ersten Beschreibung von Diadenosin-Triphosphat in menschlichen 

Thrombozyten (Lüthje, Olgivie, 1983) wurde eine immer zunehmende Anzahl ähnlicher Dinu-

kleotid-Polyphosphate in Säugetieren und Menschen nachgewiesen, mit unterschiedlichen Purinen 

und unterschiedlicher Anzahl an Phosphatgruppen, die über Esterbindungen mit den Hydroxyl-

gruppen an den 5´-C-Atomen beider Riboseeinheiten verbunden sind. Es wurden verschiedene 

Zellen identifiziert, die ApnA offenbar synthetisieren: Thrombozyten (Olgivie, 1983), Erythro-

zyten (Forester, 1990), Herzzellen (Luo, 1999). Schlüter isolierte Diadenosin-Polyphos-phate 

(ApnA) mit 4, 5, und 6 Phosphatgruppen (Schlüter, 1994). Jankowski isolierte Uridin-Tetra-

phosphat (Up4A) nach einem Versuch mit Ratten (Jankowski, 2005). Der Überstand von stim-

uliertem menschlichen Gefäßendothel wurde in isoliert perfundierte Rattennieren injiziert, was 

eine Vasokonstriktion auslöste. Die vasokonstriktorisch aktive Substanz wurde isoliert und als 

Uridin-Adenosin-Tetraphosphat identifiziert. Erhöhte Konzentrationen von Uridin-Adenosin-Te-

traphosphat Up4A wurden im Plasma von hypertensiven Kindern gemessen und isoliert. Eine ge-

messene linksventrikuläre Hypertrophie und verdickte Intima media der A. carotis stand in Ko-

rrelation mit den erhöhten Plasmaspiegeln von Up4A dieser hypertensiven Kinder (Jankowski, 
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2007). Castillo, Castro und Pintor beschreiben, dass neben den Thrombozyten, Erythrozyten und 

dem Herzen auch die Nebennieren Diadenosin-Polyphosphate speichern können (Castillo, 1992). 

Diadenosin-Polyphosphate und Adenosin-Guanosin-Polyphosphate wirken vasokonstriktorisch 

und Wachstum stimulierend auf Gefäßmuskelzellen. Insbesondere der Effekt des Adenosin-

Guanosin-Triphosphats in der Vasokonstriktion von Nierengefäßen, und in der Proliferation von 

glatten Muskelzellen in Gefäßzellen (Schlüter 1998) ist von Bedeutung.  

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Isolierung des Adenosin-Guanosin-Triphosphat aus 

Rindernebennieren dargestellt. Mit dem Nachweis von Adenosin-Guanosin-Triphosphat in der 

Nebenniere können weitere Untersuchungen folgen. Als nächstes sollte untersucht werden, ob 

Adenosin-Guanosin-Triphosphat bei Menschen nachweisbar ist und ob Adenosin-Guanosin-

Triphosphat bei Bluthochdruckpatienten erhöht nachweisbar ist. Danach wäre zu klären, wann 

oder wie das Adenosin-Guanosin-Triphosphat in der Nebenniere erhöht produziert und/oder 

ausgeschieden wird. Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen können neue Ansätze zur 

Therapie des Bluthochdruckes gewonnen werden.  

 

6. Zusammenfassung 

 

Der essentielle Bluthochdruck ist in seiner Genese noch nicht hinreichend geklärt. Es gibt eine 

Vielzahl verschiedener Ansätze, die Ursachen des Bluthochdrucks zu erforschen und Mediatoren 

zu identifizieren, die den Blutdruck beeinflussen. In diesem Zusammenhang wurden Dinukleotid-

Polyphosphate und im besonderen Diadenosin-Polyphosphate beschrieben. In dieser Arbeit wird 

ein Verfahren vorgestellt, die Substanz Adenosin-Guanosin-Triphosphat aus Rindernebennieren-

gewebe zu isolieren. Im ersten Schritt wurde aus reinem Rindernebennierengewebe mit Hilfe eines 

anerkannten Verfahrens ein Homogenat hergestellt, das dann unterschiedlichen chemisch-physika-

lischen Aufbereitungsschritten unterzogen wurde. Zuerst erfolgte in der präparativen Reversed-

Phase-Chromatographie eine Abtrennung sehr hydrophiler und hydrophober Substanzen. An-

schließend wurde das Eluat in der Größenausschluss-Chromatographie bezüglich der molekularen 

Größe weiter fraktioniert. Im nächsten Schritt erfolgte eine Affinitäts-Chromatographie mit Phe-

nolboronsäure, wodurch Dinukleotid-Polyphosphate von Mononukleotid-Polyphosphaten getrennt 

werden konnten. Das Resultat der Affinitäts-Chromatographie wurde mittels einer Displacement-

Chromatographie weiter fraktioniert. In der analytischen Anionenaustausch-Chromatographie 

wurden die Nukleotide mit mehreren Phosphatgruppen isoliert. Abschließend erfolgte analytische 
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Reversed-Phase-Chromatographie zur weiteren Trennung der Probe von Nebenbestandteilen. Die 

Fraktionen der analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wurden mit MALDI-Mas-

senspektrometrie analysiert. Es wurde eine molekulare Masse von 772,9 DA detektiert. Ein Ver-

such mit synthetisch hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat und ein Vergleich der Reten-

tionszeiten in der Reversed-Phase-Säule mit Standardwerten bekannter Dinukleotide zeigte ein 

übereinstimmendes Ergebnis. Die in der PSD-MALDI-Massenspektrometrie gemessenen Massen-

signale konnten somit Adenosin-Guanosin-Triphosphat zugeordnet werden. Mittels enzymatischer 

Analytik und anschließender analytischer Anionenaustausch-Chromatographie wurde eine Spal-

tungsreaktion festgestellt. Die Massen der zwei Ribosen entsprachen denen von Adenosin und 

Guanosin. Diese waren durch jeweils 1 und 2 Phosphatbrücken miteinander verbunden, deren 

Phosphoester-Bindungsstellen an der 5´-Position der Ribosen nachgewiesen wurden. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass es sich um die Substanz Adenosin-Guanosin-Triphosphat handelt mit den 

Molekülen AMP und GDP sowie GMP und ADP. Wie bereits erwähnt, hat Adenosin-Guanosin-

Triphosphat Einfluss auf die Blutdruckregulation. Weitere Untersuchungen über das Vorkommen 

dieser Substanz in menschlichem Gewebe können Rückschlüsse auf die Genese des essentiellen 

Bluthochdrucks ermöglichen sowie zur Entwicklung neuer Therapieoptionen in der Behandlung 

des essentiellen Bluthochdruckes führen. 
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8. Anhang 

 

8.1. Chemikalien 

 
Azetonitril        Fa. Merck, Deutschland 

m-Aminophenyboronsäurehemisulfat   Fa. Bio-Rad, Deutschland 

Ammoniumacetat      Fa. Sigma, Deutschland 

Bio-Rex 70 Cation Exchange Resin    Fa. Bio-Rad, Deutschland 

HCL         Fa. Sigma, Deutschland 

K2HPO4        Fa. Sigma, Deutschland 

KOH         Fa. Sigma, Deutschland 

Natriumacetat       Fa. Sigma, Deutschland 

NaOH        Fa. Sigma, Deutschland 

Perchlorsäure       Fa. Sigma, Deutschland 

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat    Fa. Merck, Deutschland 

Triethylammoniumacetat 1 M    Fa. Fluka, Deutschland 

 

 

8.1.1. Geräte 

 

Anionenaustauschersäule: 

Bio-Rex-70-Gel (Acrylmatrix mit einer Korngröße von 70-150 µm, Bio-Rad) 

Uno-Q HR5/2, Amersham-Pharmacia, Schweden 

Tosohaas TSK DEAE 5 PW, 150 x 20mm, Japan 

 

 

Aufbereitungsanlage für HPLC-Wasser: 

Delta NF, Fa. Seralpur, Deutschland  
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Fraktionssammler: 

Frac-100, Fa. LBK, Deutschland 

 

 

HPLC-Pumpe: 

Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Fa. Merck, Deutschland 

 

 

Gradient Pump 229, Fa. Pharmacis, Schweden 

 

 

HPLC UV-Monitor: 

Lambda Max 81, Merck, Deutschland 

HPLC-Zubehör: 

Fa. Latek, Deutschland 

 

 

Leitfähigkeitmessgerät:  

LF 39, Fa. WTW, Deutschland 

LF 196, Microprocessor Conductivity Meter, Fa. WTW, Deutschland 

LF 42, Fa. WTW, Deutschland 

 

 

Lyophilisationsanlage: 

Freezemobil 12, Fa. Virtis, Deutschland 

 

 

Massenspektrometer: 

Bruker Reflex III, Fa. Bruker, Deutschland 
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pH-Meter: 

Typ 27, Fa. Knick, Deutschland 

 

 

Reversed Phase Säulen: 

LiChroPrep C18, 2 x 310 mm, Korngröße40-63 µm, Fa. Merck, Deutschland 

Superspher 100 RP C18 endc., 250 x 4mm, Korngröße 10 µm, Fa. Knauer, Deutschland 

 

 

Retentionszeitenvergleich: 

Poros R2/H-Säule, 100 mm x 2,1mm, Fa. Amersham-Pharmacia, Schweden 

 

 

Schlauchpumpe: 

Masterflex, Deutschland (Motor: IP 21, Steuergerät IP 53, Mehrkanalpumpenkopf: 751900 mit 

Aufsätzen. 751950) 

 

 

Schreiber: 

Thermodrucker C-R 3A Shimadzu, Korea 

2210 Recorder, Fa. Pharmacia/LBK, Deutschland 

UV-Spektrometer: 

DU 600, Fa. Beckmann, Deutschland 

 

 

UV-Detektor: 

Unicord S II, Fa. Pharmacia/LBK 

Econo UV-Monitor, Fa. Bio-rad, Deutschland 

 

 

Vakuumpumpe: 

Vacu. Brand R 6-A, Fa. Brand, Deutschland 
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Vakuumzentrifuge: 

Speed Vac Concentrator SVC 100 H, Fa. Savant 

 

Zentrifuge 3 E-1, Fa. Sigma, Deutschland 

Eppendorf 3200, Fa. Eppendorf, Deutschland 

101 M, Fa. Sigma, Deutschland 
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