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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Arteriosklerose

Herzkreislauferkrankungen zahlen in Industrielandern zu den haufigsten Todesursachen.
Es sind jedoch nur einige wenige Risikofaktoren bekannt, die zur Genese und Progression
der kardiovaskularen Erkrankungen beitragen. Ein bekannter Risikofaktor ist die Arterio-
sklerose. Die Arteriosklerose beginnt in Form einer vaskuldren Kalzifizierung und kommt
haufig bei Hypertonie-, chronisch nierenerkrankten und arteriosklerotischen Patienten vor?.
Die arteriosklerotischen GefalRe dieser Patientengruppen zeigen charakteristische Kalzifi-
zierungsmerkmale wie Gefalisteifigkeit, verminderte Dehnbarkeitsfahigkeit und verminder-
te Elastizitat auf, verursacht durch die GefalRverkalkung. Die Erkrankung entwickelt sich in
der Regel schleichend und verlauft haufig jahrelang unbemerkt, bis sie durch einen Herzin-
farkt, Schlaganfall, Nierenschaden, Angina pectoris, Thrombose und Ischéamie manifest
wird. Die Hyperphosphatamie und Hyperkalzamie foérdern und beschleunigen den Kalzifi-

zierungsprozess der Gefalle und damit das Voranschreiten der Arteriosklerose.

1.2. Pathogenese der Arteriosklerose

Es existieren zwei Theorien zur Entwicklung der Arteriosklerose:

1) die ,response to injury hypothesis®, die sich aus der Lipidhypothese von Virchow

und der Hypothese des chronischen Endothelschadens zusammen setzt

2) die ,lipoprotein induced arteriosclerosis hypothesis”
Russel Ross entwickelte die response to injury hypothesis, die die Verletzung und den
Entzindungsprozess des Endothels in den GefalRen voraussetzt. Die Schadigung des En-
dothels kann durch verschiedene Faktoren wie erhohte LDL Werte, freie Radikale (bei
Rauchern), Diabetes mellitus und virale Infektionen verursacht werden. Unabhangig von
der Schadigungsursache ist die Antwort auf die endotheliale Dysfunktion Gefaliverkalkung
und Arteriosklerose® *. Im Gegensatz zur antikoagulanten Eigenschaften des gesunden
Endothels, fuhrt die Endotheldysfunktion zu Kompensationsmechanismen, die zur erhéh-
ten Haftung der Leukozyten und Thrombozyten und zur Erhéhung der prokoagulanten Ei-

genschaften des Endothels fihren. Wenn der Entziindungsprozess nicht gestoppt werden
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kann, wird die Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen in das Inflammationsge-
biet stimuliert, sodass eine Teillasion des Gefalles entsteht. Im Weiteren kommt es zur
Verdickung der GefalRwand. Diese kann anfangs durch abgestufte Gefalidilatation kom-
pensiert werden, so dass die Gefassverengung sich nicht klinisch bemerkbar macht®. Die-
ses Phanomen, vermittelt durch von Monozyten abgeleitete Makrophagen und spezielle T-
Lymphozyten®, wird als ,Remodulierung” bezeichnet. Bei fortbestehender Inflammation
wandern diese Makrophagen und Lymphozyten vermehrt aus dem Blut ein und vermehren
sich in der Lasion’. Dort aktiviert, setzen sie hydrolytische Enzyme, Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren frei®. Dieser sich wiederholende Zyklus fiihrt letztlich zur Vergré-
Rerung und Umbau der Lasion bis hin zur Plaquebildung, welche in das Lumen hineinreicht

und den Blutfluss stért®. Zeitlich begrenzte Verletzungen des Endothels sind reversibel.

Die lipoprotein induced arteriosclerosis hypothesis stammt von Joseph Leonard Goldstein®.
Nach Goldstein ist die Schadigung des Endothels nur ein Teilschritt in der Entstehung der
Arteriosklerose. Das Hauptaugenmerk liegt auf der Modifizierung der Lipoproteine niedriger
Dichte, der ,Jow Density Lipoproteins®, (LDL-Lipide). Es sind verschiedene Modifikationen
des LDL bekannt, z.B. durch Oxidation oder Glykosilierung bei Diabetes®'%; ''. Das LDL-
Lipid ist eine wesentliche Ursache fur die Verletzung des Endothels und die darunterlie-
gende glatte Muskelschicht; dabei wird das oxidierte LDL-Lipid als schadlicher angesehen
als das unmodifizierte LDL-Lipid. Das oxidierte LDL wird mittels sogenannter Scavengerre-
zeptoren internalisiert, die sich auf der Oberflache der Makrophagen befinden'® ' 3. Das
fuhrt zur Bildung von Lipidperoxid und erleichtert die Ablagerung von Cholesterolester in
den Lasionen'. Dieser Prozess bedingt die Bildung von Schaumzellen, die Erhéhung der

Genexpression, die fur die Bildung der Makrophagenkolonienw; 16, 17

und das Monozyten
chemotaktische Protein'® verantwortlich sind. Die zunehmende Entziindungsreaktion &u-
Rert sich in Stimulation der Makrophagenreplikation und dem Einwandern dieser in die La-
sionen. Durch den Inflammationsprozess wird die Bindung des LDL-Lipids an das Endothel
und die glatten Muskelzellen erhdht und die Transkription des LDL-Rezeptor Gens gestei-
gert' 2% 21 Nach Bindung an Makrophagen durch die Scavengerrezeptoren induziert das
modifizierte LDL seinerseits die Freisetzung der Entziindungsmediatoren. Der circulus vici-

osus zwischen diesen Mechanismen entsteht und treibt das Auftreten der Lasion voran.
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Das oxidierte LDL konnte direkt in humanen Plaque-Lasionen nachgewiesen werden®.
Antioxidanzien wirken diesem Prozess vornehmlich durch Inhibieren der LDL Oxidation

oder Adhasion der Monozyten entgegen?.

1.3. Lokalisation der Arteriosklerose

Die GefalRkalzifizierung wird in zwei Arten unterteilt. Die Intimakalzifizierung, haufig verur-
sacht durch Entziindungsreaktionen und Endothelverletzungen®* und die Mediakalzifizie-
rung, die dem Ossifikationsprozess in den Knochen sehr dhnelt?® 2 2" Fiir das bessere
Verstandnis der Lokalisation der Gefalischichten wird im Folgenden der Gefalaufbau er-
klart. Die arteriellen GefalRe bestehen aus drei Schichten; der Tunica intima, die das Gefal
von innen auskleidet und aus Endothelzellen besteht mit der membarana elastica interna,
der Tunica media, die sich aus glatten Muskellzellen und elastischen Kollagenfasern zu-
sammensetzt mit der membarana elstica externa und der Adventitia, die aus Bindegewebe
besteht und in die kleine Blutgefale und Gefalinerven zur Blutversorgung und Innervation

der grol3en Gefalde eingebettet sind.

= Tunica intima
— Membrana elastica interna
— Tunica media

- Membrana elastica externa

— Blutgefésse in der Adventitia

= Adventitia

Abbildung 1: Schichtenaufzeichnung der Blutgefdl3e

Bei der Arteriosklerose entwickeln sich Veranderungen vornehmlich in den ersten beiden
Schichten: der Intima und der Media. Beiden Prozessen liegt eine unterschiedliche Pa-

thophysiologie zugrunde?®.
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Die klassische Atherosklerose ist definiert als Lipideinlagerung in der Intima oder Subinti-
ma. Dies fuhrt zur Plaquebildung und folglich zur Einengung des Lumens und Ausdinnung
der darunterliegenden Media®® *°.

Die Kalzifizierung der Media findet primar in den elastischen Lamina und den glatten Mus-
kelnzellen der Mediaschicht statt®" 3% 3. Bezeichnend fiir die Mediakalzifizierung ist, dass
sie sich entweder im spateren Stadium der Intimakalzifizierung als Folgeerscheinung durch
den Ubergriff des Kalzifizierungsprozesses auf die glatte Muskulatur manifestiert oder aber
unabhangig von der Anwesenheit der inflammatorischer Zellen und Lipidzellen, die fur die

Entwicklung der Intimakalzifizierung unentbehrlich sind, fiir sich alleine auftritt?.

1.4. Risikofaktoren der Arteriosklerose

Obwohl die Pathogenese der Arteriosklerose bislang nicht ganzlich bekannt ist, sind jedoch
Risikofaktoren, die zur Entstehung der Arteriosklerose wesentlich beitragen, bekannt. Die-

se werden im Folgenden naher beschrieben.

1.4.1. Adipositas, Hyperlipidamie, Hypercholesterindmie

Adipositas ist ein Risikofaktor fur die Entwicklung vieler Krankheiten wie Diabetes mellitus
und kardiovaskuldre Erkrankungen®*. Vor allem zwischen der abdominellen Fettleibigkeit
und der Arteriosklerose besteht ein starker Zusammenhang®. Dies ist zuriickzufiihren auf
den hohen Triglycerid-, erhdhte Apolipoprotein B- und low-density lipoproteins (LDL)—, er-
niedrigte high-density lipoproteins (HDL)- und Adeponektin-Spiegel®® *®. Aktuellen Studien
zeigen, dass erniedrigte HDL-Cholesterol-Spiegel das Fortschreiten der Arteriosklerose
durch das Foérdern des Entziindungsprozesses begiinstigen®. Erhdhte Triglyceridwerte
weisen einen signifikanten Zusammenhang mit der Entwicklung von Arteriosklerose auf®.
Ein niedriger HDL-Cholesterin Spiegel ist der wichtigste Risikofaktor fur Schlaganfall; auch
bei gut eingestelltem LDL-Cholesterinspiegel*’. LDL-Cholesterin ist notwendig fiir die all-
gemeine Zellfunktion, zu hohe LDL-Cholesterin Spiegel jedoch fuhren zur Atheromenbil-
dung®. Der erste Schritt der Initierung der Atheromabildung durch endothelialer Dysfunk-
tion wird durch das oxidierte LDL-Cholesterin verursacht®. Apolipoprotein B (Apo B) ist ein
valider Biomarker der Arteriosklerose, da jedes atherogene Partikel ein apoB-Molekul be-

t40

inhaltet™. Hohe Apolipoprotein-B-Spiegel zeigen folglich ein fortgeschrittenes Stadium der
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Arteriosklerose an. Eine erhdohte abdominale Fettmenge erhoht die Synthese des Angio-
tensinogens und Angiotensin Il, reduziert die Adiponektinkonzentration und aktiviert Ent-
zundungsprozesse, die zur Entwicklung von Hypertonie und infolge zu Arteriosklerose fuh-
ren®. Adiponectin steht als Gegenspieler den proinflammatorischen Adipokinen gegenuber
und ist bekannt flr seine protektiven Eigenschaften in der Inhibition der Entwicklung der
Arteriosklerose*"" *2. Erniedrigte Adiponectinspiegel scheinen fiir die erhdhte Arteriosklero-
seentwicklung bei den adipésen Patienten verantwortlich zu sein®>°. Eine erhéhte Kon-
zentration von Angiotensin Il stimuliert die Expression proinflammatorischer Gene und er-
hoht dadurch die Entziindungsreaktion und den oxidativen Stress in den GefaRwanden®

4344 \was zur Entwicklung der Arteriosklerose beitragt.

1.4.2. Maéannliches Geschlecht, Alter, Lebensweise

Das méannliche Geschlecht*®, hohes Alter*® verbunden mit erhdhtem Stress, wenig Bewe-
gung und Nikotinkonsum, zahlen zu den klassischen Risikofaktoren zur Entwicklung der
Arteriosklerose*’. Zu diesem Zweck wurde der mittlere Wert der Wanddicke der Aorta in
verschiedenen Personengruppen mit den oben genannten Risikofaktoren mittels MRT ge-
messen. Die Wanddicke der Aorta korreliert mit dem Stadium der Arteriosklerose und ist
ein heute ibliches klinisches Verfahren zur Detektion der Arteriosklerose*®. Das Ergebnis
dieser Studie zeigt, dass eine lineare Korrelation zwischen der mittleren Wanddicke der
Aorta und dem Alter vorliegt*® 4% %% 3 Bei Mannern ist die Wanddicke der Aorta gegen-
{iber den Frauen erhoht*® 4% %% 51 Nikotinkonsum fiihrt durch Beeinflussung diverser Fak-
toren, wie die Erniedrigung der HDL-Cholesterinwerte und Erhdéhung der Fibrinogenkon-
zentration®?, zum schnelleren und aggressiveren Progression der Arteriosklerose. Zusatz-
lich ist der Nikotinkonsum, verbunden mit viel Stress und mangelnder Bewegung, stark

assoziiert mit der Entwicklung der Arteriosklerose®.

1.4.3. Genetische Faktoren

Die Familienanamnese hat einen grof3en Einfluss in der Vorhersage vaskularer Erkrankun-
gen wie der Arteriosklerose. Neue Studien zeigen, dass dies an der Genexpression liegen
konnte, die folgende Systeme kontrollieren: das Renin-Angiotensin-Aldesteron-System und

die Endothelin- und NO-Synthase®. Weitere Studien belegen, das die Patienten mit famili-
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arer Pradisposition zur Entwicklung von Hypertonie, einem hoheren Risiko Arteriosklerose
zu entwickeln unterliegen®, als Patienten mit negativer Anamnese betreffend die Hyperto-

nie.

1.4.4. Arterielle Hypertonie
Als Hypertonie wird ein chronisch erhohter Blutdruck im arteriellen System bezeichnet™.
Nach der Definition der World Health Organisation (WHO)57 liegt Hypertonie vor, wenn der
systolische Blutdruck hoher als 139 mmHg und der diastolische Druck hoher als 89 mmHg
ist und wenn diese Werte bei mehr als zwei Messungen in Ruhe bestimmt werden. Stadi-
um | liegt vor bei Werten fur den systolischen Druck 139-179 mmHg und bei diastolischen
Werten von 89-109 mmHg, Stadium Il liegt vor bei systolischem Druck = 180 mmHg und
diastolischem Druck = 110 mmHg. Wenn der systolische und diastolische Druck in ver-
schiedene Stadien fallen, ist der Druck, der in das hohere Stadium fallt, ausschlagge-
bend”’. Die Hypertonie wird in zwei Formen unterteilt: in die primare und sekundare Hyper-
tonie. An der sekundaren Form der Hypertonie leiden 2% bis 5% der Hypertoniker. Als Ur-
sache liegen hier Grundkrankheiten vor wie Nieren- oder Nebennierenerkrankungen®®,
welche den prozentuell groften Anteil der Erkrankung bedingen, oder endokrine und kar-
diovaskuldre Erkrankungen®. Primare Hypertonie liegt vor, wenn sekundare Hypertonie
ausgeschlossen werden konnte, hierfir mussen als Ursache obengenannte vorliegende

Grundleiden ausgeschlossen werden.

1.4.4.1. Renin-Angiotensin-System

Der Tonus der Gefalde wird vorwiegend durch die Balance zwischen Herzauswurfvolumen
und peripherem Widerstand bestimmt. Bei Patienten mit essentieller Hypertonie ist Uber-
wiegend das Herzauswurfvolumen regulér, jedoch ist der periphere Widerstand erhdht™.
Der periphere Widerstand wird durch Arteriolen, die in ihren Wanden glatte Muskulatur
enthalten, bestimmt®®. Die Konstriktion der glatten Muskulatur steht mit der intrazelluléren
Kalziumkonzentration Zusammenhang. Chronische Konstriktion jedoch scheint die Struktur
der GefalRwande zu verandern, was zu irreversibler Steigerung des peripheren Widerstan-
des filhrt und dadurch die Entwicklung der Hypertonie®® begiinstigt. Die Folge ist GefaR-

wandumbau und Arteriosklerose.
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Jungste Studien zeigen, dass Hypertonie der potenteste Faktor in der Entwicklung der
vaskularen Kalzifizierung ist. Hierbei haben zwei Faktoren eine Funktion: zum einen die
mechanische Stimulation durch die Vasokonstriktion, zum anderen die humorale Stimulati-
on®. Dabei spielt vor allem Angiotensin |l als einer der potentesten Vasokonstriktoren eine
grol’e Bedeutung. Der mechanische Stress, der auf die Gefallwande ausgeubt wird,

61; 62; 63

scheint die Expression der Entzindungsmediatoren zu induzieren und somit zur

Umwandlung der Gefaldstruktur beizutragen; der zugrunde liegende Mechanismus ist je-

t%°. Dieser Effekt, verursacht durch den mechanischen Stress, kommt

doch nicht bekann
durch alle Vasokonstriktoren zustande. Die humorale Stimulation des Angiotensin Il ist hin-
gegen speziell und in dieser Hinsicht viel wichtiger; es kommt zur vermehrten Produktion
der reaktiven Sauerstoffradikale sowie zu erhdhten Expression der Entzindungsmediato-
ren’4 65
So wichtig das Renin-Angiotensin-System fir die Hypertonie und die Gefalmodulierung
ist, da Patienten mit hohem Renin-Spiegel ein erhdhtes Risiko tragen, an kardiovaskularen

Erkrankungen zu versterben®®: 67 ©8: 69 70: 71

, haben Hypertoniker auch niedrige Renin-
Blutspiegel®®. Somit kommt dem lokalen Renin-Angiotensin-System, das parakrin wirkt und
in der Niere, dem Herzen und dem arteriellen GefaRsystem aktiv ist, wichtige Bedeutung in

56; 67; 68,69, 70: 1 nd der Arteriosklerose zu. Da Patienten oh-

der Regulation des Blutdruckes
ne erhohten Reninspiegel verstarkt vaskulare Kalzifizierung entwickeln, scheint auch hier
einer der zugrundeliegenden Mechanismen der von Angiotensin Il zu sein’®. Dabei muss
das systemische Angiotensin Il gar nicht erhoht sein; lokal vermehrt expremiertes Angio-
tensin Il reicht, um einen pathologischen Effekt auf die Entwicklung der vaskularen Kalzifi-

zierung zu haben®.

1.4.5. Diabetes mellitus

Diabetiker haben ein erhdhtes Risiko kardiovaskulare Erkrankungen zu entwickeln; dazu
gehort auch die vaskulare Kalzifizierung”. Vor allem die Mediakalzifizierung gilt als cha-
rackteristisch fur Diabetis. Diabetes ist mit mikro- und makro-vaskularen Veranderungen
verbunden™. Einer der Griinde fiir diese Verdnderungen konnte die dem manifesten Dia-
betes vorangehende Phase der Hyperinsulinamie sein. Erhdhte Plasmainsulinspiegel er-

hohen das Risiko der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen sowohl durch die direkte
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Einwirkung auf die GefaRwande’®, als auch durch den Beitrag zur Entwicklung der Hyper-
tonie’® und Hyperlipiddmie’’, welche zu den wesentlichen Risikofaktoren der Arteriosklero-

se gehoren’®.

1.4.6. Chronische Niereninsuffizienz

Chronisch niereninsuffiziente Patienten haben ein erhdhtes Risiko kardiovaskulare Erkran-
kungen, verursacht durch voranschreitende Arteriosklerose, zu entwickeln’®. Von Nierenin-
suffizienz wird gesprochen, wenn eine Nierenschadigung mehr als drei Monate bestehen
bleibt und wenn die GFR < 60 ml/min/1,73m? vorliegt oder Anomalien, wie Proteinurie,
Veranderung der Nierenstruktur bzw. veranderte Blutwerte nachgewiesen werden kon-
nen®® 8. In Tabelle 1 werden die unterschiedlichen Stadien aufgezeigt und naher erklart.
Bei den chronisch niereninsuffizienten Patienten ist die vaskulare Kalzifizierung eine sehr
haufige Begleiterscheinung, die in dieser Patientengruppe vermehrt zu kardiovaskularen
Erkrankungen und erhohter Sterblichkeit fuhrt. Die Ablagerung von Kalzium und Phosphat
findet in Form von Hydroxyapatite statt und wird in Form von Mikrokalzifizierungen sicht-
bar®2. Die Intimakalzifizierung ist bei den CKD-Patienten im friilhen Stadium zu detektieren,

wogegen die Mediakalzifizierung eher in dem fortgeschrittenen Stadium pravalent ist?*

Tabelle 1: Einteilung der Stadien der Niereninsuffizienz nach ,Kidney Disease Outcomes Quality Initiative™™

Stadium GFR Erklarung
(ml/min/1,73m?)

2 60-89 leichte Nierenfunktionseinschrankung mit milder Abnah-
me der GFR

3 30-59 mittlere Nierenfunktionseinschrankung mit moderater
Abnahme der GFR

4 15-29 schwere Nierenfunktionseinschrankung mit massiver Ab-
nahme der GFR

5 <15 dialysepflichtiges Nierenversagen
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1.4.7. Nebenniere als endokrines Organ

Der Nebenniere, als Hormondruse, kommt eine besondere Bedeutung fur die Entwicklung
und Regulierung der Arteriosklerose zu. Im Folgenden wird der Aufbau der Nebenniere
beschrieben. Die Nebenniere ist eine paarige Hormondruse, die sich auf dem oberen Pol
beider Nieren befindet. Sie besteht aus zwei Teilen, dem Nebennierenmark und der Ne-
bennierenrinde. Die Rinde besteht aus drei Schichten (Abbildung 2).

In der Zona arcuata/glomerulosa wird Aldosteron als Reaktion auf erhohte Kalium- oder
erniedrigte Natriumspiegel im Blut oder eine Minderdurchblutung der Niere gebildet. Al-
dosteron ist Teil des Renin-Angiotensin-Systems und reguliert die Kalium- und Natrium-
konzentration. Stérungen in diesem Bereich der Nebenniere fihren zu Krankheitsbildern
wie Hyperaldestoronismus® 8.

In der Zona fasciculata werden Uberwiegend Glukokortikoide (Kortisol) gebildet. Das adre-
nokortikotrope Hormon (ACTH), das in der Hypophyse gebildet wird, steuert die Bildung
der Kortikoide; somit unterliegt die Hormonproduktion einem Regelkreislauf. Stérungen in
diesem Bereich der Nebenniere fiihren zur Krankheitsbildern wie Morbus Cushing®®.

Die Zona reticularis bildet vorwiegend Androgene. Die Androgene werden im Korper in das
Geschlechtshormon Testosteron umgewandelt. Storungen in diesem Bereich der Neben-
niere filhren zu den Krankheitsbildern wie demAdreno-Genitales-Syndrom?”.

Das Nebennierenmark besteht zum Teil aus modifizierten Nervenzellen und ist der Bil-
dungsort fur Adrenalin und Noradrenalin aus den Vorstufen L-Tyrosin und Dopamin. Diese

Katecholamine werden bei Bedarf in das Blut sezerniert®.
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= Nebennierenkapsel

— Zona glomerulosa

= Z0na fasciculata

= Z0na reticularis

= Nebennierenmark

Abbildung 2: Schichtenaufzeichnung der Nebennierenrinde 89

Zu den Grundleiden zahlen einige Erkrankungen, die im Folgenden erlautert werden.

»Hyperaldosteronismus® (Conn-Syndrom) ist durch vermehrte Ausschuttung des Aldoste-
rons unabhangig vom Renin-Angiotensin-System definiert. Die dadurch resultierende ver-
mehrte Salz- und Wasserretention ist fiir die Erhéhung des Blutdrucks ursachlich®. Hype-
raldosteronismus ist charakterisiert durch Hypokaliamie und Hypernatriamie. Die haufigste
Ursache des primaren Hyperaldosteronismus ist ein einseitiges Adenom der Niere®', in
selteneren Fallen ist eine Nebennierenrindenhyperplasie die Ursache®. In einigen Fallen
ist das Conn-Syndrom auf ein Nebennierenrindenkarzinom zuriickzufiihren®® 8°. Erhéhte
Aldosteronwerte aktivieren die Mineralokortikoidrezeptoren®* %°. Dieser Prozess aktiviert
die Initiierung der Expression von Osteopontin, Osteocalcin und Cbfa1-RUNX2%, was zur
Mineralisierung und Kalzifizierung der Gefallwand fuhrt. Somit begunstigen erhohte Al-

dosteronwerte die Entwicklung der Arteriosklerose.

Bei renovaskularer Hypertonie wird eine erhohte Reninausschuttung der ischamischen
Niere ausgeldst. Da die renalen Gefalde in 65% der Falle durch Arteriosklerose beschadigt
sind und die Niere in Folge nicht mehr ausreichend mit Blut perfundiert wird, kommt es zur

erhdhten Reninausschiittung® . Es kommt zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems,
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das zur Blutdrucksteigerung und verbesserten Durchblutung der Niere fiihrt”” *8. Die Folge
ist die Entstehung der vaskularen Kalzifizierung, wie unter Abschnitt 1.4.5.1 beschrieben.

Beim ,Morbus Cushing“ spielt die Disbalance der Kortikoide eine wesentliche Rolle fur den
Blutdruckanstieg. Die Hypophyse produziert vermehrt Adenocorticotropes Hormon (ACTH),
dadurch wird die Nebennierenrinde angeregt vermehrt Kortison zu produzieren. Die Sym-
ptome dieser Erkrankung sind unter anderem Gewichtszunahme, Osteoporose und Hyper-
tonie®. Osteoporose ist mit GefaRkalzifizierung vergesellschaftet'®. Aktuelle Daten bele-
gen, dass in den Kalzifizierungsprozess inhibierende und induzierende Biomolekule invol-
viert sind''. Stérungen der Balance zwischen kalzifizierungsinduzierenden und -
inhibierenden Biomolekllen kdnnen durch Verletzungen oder Erkrankungen verursacht
werden und filhren als Folge zur Kalzifizierungseinlagerungen in der GefaRwand'®'. Syn-
thetische Glukokortikoide wirken als induzierende Biomolekile fir die osteogenetische Dif-

ferenzierung, und erhdhen die vaskulare Kalzifizierung'%.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die Uber- oder Unterfunktion der Nebenniere haben eine wesentliche Bedeutung fiir die
Entwicklung der Arteriosklerose. Daher liegt die Vermutung nahe, dass bis jetzt nicht iden-
tifizierte Ursachen und Faktoren der Arteriosklerose ihren Ursprung in der Nebenniere ha-
ben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese entwickelt, dass noch nicht
bekannte Faktoren in der Nebenniere gebildet werden, welche fur die Entwicklung der Ar-
teriosklerose, entweder durch fordernde oder inhibierende Eigenschaften, von essentieller

Bedeutung sind.

Im ersten Schritt wurden unbekannte Biomolekile aus der bovinen Nebenniere, die vaso-
modulierend oder —regulierend wirken, mittels HPLC-Methoden isoliert. Dafur notwendige
Bioassays, wie die Inkubation der Aortenringe und die isolierte perfundierte Niere zum
Nachweis der gesuchten Wirkung, wurden in Pilotversuchen etabliert.

Die vasoregulierend oder —modulierend wirkenden Biomoleklle wurden unter Anwendung
der unterschiedlichen massenspektrometrischen Methoden identifiziert. Im Weiteren wur-
den diese Biomolekile synthetisch hergestellt und weiter immunhistologisch untersucht.
Als Abschluss wurden im Rahmen einer klinischen Studie Patienten rekrutiert und die neu-
en Biomolekile im humanen Plasma mittels HPLC-Methoden und Massenspektrometrie
nachgewiesen und quantifiziert. Als letztes wurden in vivo Versuche am Tiermodel durch-
gefuhrt.

Das ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, einen wissenschaftlichen Beitrag zu leisten,

der zu neuen Erkenntnissen in der Pathogenese der Arteriosklerose fuhren kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Gerite

Analysewaage, AS120, Ohaus, USA

Aufarbeitungsanlage fur HPLC-H,O, Milli-Q, Water purification system, Millipore, Deutsch-
land

Bad-/Umwalzthermostat, E 103, Lauda, Deutschland

Bruckenverstarker TAM-D Typ 705/2 TM, Hugo Sachs, Deutschland

Beheizte Feuchtkammer, Typ 834/8 mit Luftblasenfalle, Hugo Sachs, Deutschland
Chromolith RP-18e, 100 mm x 4,6 mm, Firma Merck, Deutschland

Druckabnehmer ATP 300 TM, Hugo Sachs, Deutschland

Handgetridemuhle

HPLC-Pumpe, BioLogic DuoFlow, Biorad, USA

Kraftaufnehmer, Fort25, World Precision Instruments, USA

Leitfahigkeitsmessgerat, LF 39, WTW, Deutschland

LiChroprep RP C18, 310 mm x 25 mm, Korngrésse 40-63 um, Firma Merck
MALDI-Probentrager, MTP AnchorChip 400/384, Bruker Daltonics, Deutschland
Massenspektrometer, Bruker Ultraflex TOF/TOF, Bruker Daltonics, Deutschland
Mikroskop

Nierenperfusionssystem, Hugo Sachs Elektronik (HSE) — Havard Apparatus, Deutschland
pH-Meter, inoLab pH720, WTW, Deutschland

Photometer, Multiskan Ascent, Thermo Electron, Deutschland

Prazisionswaage, Delta Range PC 440, Mettler-Toledo, Deutschland

Praparierbesteck, Rat Surgical Kit, Havard Apparatus, USA

Reinstwasseranalge, Seralpur DELTA UF, ELGA LabWater, Deutschland
Registrierungseinheit, HSE-USB Data Acquisition Hardware, Hugo Sachs, Deutschland
Schlauchpumpe, REGLO Digital ISM 834/230 V, Ismatec, Deutschland

Superformance 16 Saule von 150 ml der Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm,
gestopft mit Fractogel EMP TMAE (M)
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Superformance 16 Saule von 150 ml der Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm,
gestopft mit Fractogel EMP SO3(M)

(Superdex™ Peptide,10 mm x 300mm, Firma GE Healthcare Bio-Sciences AB, Schweden
UV-Detektor, Econo UV-Monitor, Biorad, USA

Ultra-Turrax 25 Ruhrstab

Vakuumzentrifuge, SVC 100 H, Savant, USA

Zentrifuge, 3-E, Sigma-Aldrich, USA

Zentrifuge, 3200, Eppendorf, Deutschland

3.2. Puffer und Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsru-
he) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen, sofern nicht anders angegeben.

Alkalische Phosphatase (Promega)

Angiotensin Il

a,3-Methyleneadenosin 5'-triphosphat

Acetonitril (Merck),

Beta Glycerolphosphat

Dihydroxybenzoesaure (DHB)

DMEM-Medium mit 1,8 mM Ca** und 0,9 mM PO,*

Glucose (Merck),

Heparin-Natrium 5.000 U/ml (Biochrom, Deutschland),

H3PO4

HCL

KCI (Roth),

KOH

Ko2HPO4

KH2PO4

Krebs-Henseleit-Losung (137 mM NacCl, 1,1 mM, MgCls, 12 mM NaHCO3, 2,7 mM KClI, 5,6
mM Glucose, 0,4 mM NaH2PO4, 2,4 mM CacCl,),

Isofluran (FORENE®, Abbott GmbH & Co. KG)
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L-ascorbic acid

L-NAME

MgCl,

NaOH

NaCl

NaHCOs;

NaH,PO4

Nuclear fast red solution

Perchlorsaure, 70%

Phentolamin

Reagent A fur den Kalzium Kit: (aus O-Phthalic Acid, Polyvinyl Pyrrolidone, Methylthymol
Blue, Hydroxyquinoline)

Reagent B den Kalzium Kit: (aus Sodium Sulfite, Monoethanolamine)
Saralasin

Sodium Thiosulfat

Suramin

Trifluoressigsaure

Urethan

3.3. Versuchstiere

In dem Bioassays wurden zur Organentnahme mannliche, normotensive, vier bis sechs
Monate alte Wistar-Kyoto Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 300 bis 500
Gramm verwendet. Die Tierversuchsgenehmigungsnummer des Landesamtes fur Ge-
sundheit und Soziales Berlin lautet: O 0075/08.
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3.4. Methodik, allgemeiner Teil

3.4.1. Chromatographische Methoden

Chromatographische Methoden stellen physikalisch-chemische Trennmethoden dar, bei
denen Substanzgemische durch Gleichgewichtsstellungen zwischen zwei Phasen getrennt
werden'®. Dabei wird zwischen der stationaren (fest oder fliissig) und der mobilen (fliissig
oder gasformig) Phase unterschieden. Die mobile Phase enthalt das zu trennende Sub-
stanzgemisch. Die Trennung des Substanzgemisches basiert auf physikalisch-chemischen
Wechselwirkungen zwischen den beiden Phasen. Unterschiedliche Substanzen werden
unterschiedlich stark an die stationare Phase gebunden. Es resultiert eine unterschiedliche
Verweildauer auf der stationaren Phase, wodurch die zeitlich unterschiedliche Elution statt-
findet. Bei der stationaren Phase wird zwischen der Normal- und Umkehrphase (Reversed-
Phase) unterschieden.

Bei der Normalphase ist die stationdre Phase polarer als die mobile Phase, bei der Um-
kehrphase hingegen ist die mobile Phase polarer als die stationare. Unterschiedliche Me-
thoden kdnnen zur Elution der retendierten Substanzen verwendet werden. Eine dieser
Methoden ist die Gradientenelution, mit der eine hohe Auflésung/Trennleistung erzielt wer-
den kann. Hierbei wird die Zusammensetzung der mobilen Phase wahrend der chroma-
tographischen Trennung stetig verandert. Die Auftrennung beginnt mit Substanzen gerin-
ger Bindungskraft zur stationaren Phase und endet mit Substanzen mit starker Bindungs-
kraft zur stationaren Phase, d. h. dass im Verlauf der Chromatographie die Elutionskraft
der mobilen Phase kontinuierlich gesteigert wird. Dadurch ist es madglich, Substanzen nach
dem Grad ihrer Affinitat zur stationaren Phase differenziert zu trennen.

Im Gegensatz zur Gradientenelution bleibt die Zusammensetzung der mobilen Phase bei
isokratischer Elution unverandert. Da nur eine geringe Aufldsung des Substanzgemisches
bei einer breiten und flachen Elution erfolgt, ist die Trennung komplexer Substanzgemische
nicht maoglich.

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Formen der chromatographischen Methoden

beschrieben.
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3.4.1.1. lonenaustausch-Chromatographie

Die Grundlage der lonenaustausch-Chromatographie ist die kompetitive Wechselwirkung
geladener lonen: die Probemolekule konkurrieren mit Salzionen um die geladene Adsorpti-
onstelle der jeweiligen Matrix. Es wird zwischen der (a) Anionenaustausch-

Chromatographie und (b) Kationenaustausch-Chromatographie unterschieden.

3.4.1.1.a. Anionenaustausch-Chromatographie

Bei der Anionenaustausch-Chromatographie sind kationische funktionelle Gruppen an po-
lymeren Matrizes einer stationaren Phase gebunden. Diese binden anionische Substanzen
der mobilen Phase an das Gelmaterial der Matrix. Die Probemolekile werden auf die Mat-
rix aufgetragen, die anionischen Probemolekile verdrangen dabei die anionischen Sub-
stanzen von der Matrix. Bei der Elution werden gebundene Probemolekule durch die Erho-
hung der Anionenstarke in der mobilen Phase und durch den dadurch entstehenden Anio-
nenuberschuss von der stationaren Phase verdrangt. Dabei eluieren zuerst Substanzen
mit geringerer Affinitdt zu den kationischen Gruppen der stationaren Phase und anschlie-

Rend die mit der starksten Affinitat zur Matrix.

3.4.1.1.b. Kationenaustausch-Chromatographie

Bei der Kationenaustausch-Chromatographie sind anionische Gruppen an die polymere
Matrix der stationaren Phase immobilisiert. Die kationischen Substanzen der mobilen Pha-
se binden an den ionischen Gruppen des Gelmaterials. Die Probemolekile werden auf die
Matrix aufgetragen, kationische Probemolekile verdrangen dabei kationische Substanzen
von der Matrix.

Bei der Elution der Probemolekule werden diese durch die Erhdhung der Kationenstarke in
der mobilen Phase und durch den dadurch entstehenden Kationentberschuss von der sta-
tionaren Phase verdrangt. Dabei eluieren zunachst Substanzen mit geringerer Affinitat zu
den anionischen Gruppen der stationaren Phase, zuletzt die mit der héchsten Affinitat, da

sie am starksten an die Matrix binden.
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3.4.1.2. Reversed-Phase-Chromatographie

Die Reversed-Phase-Chromatographie beruht auf hydrophoben Wechselwirkungen des
Analyten mit der unpolaren stationaren Phase im polaren wassrigen Lbsungsmittel1°4. Da-
bei retendieren apolare und damit hydrophobe Substanzen an der stationaren Phase, wah-
rend hydrophile, stark polare Substanzen im Durchbruch eluieren. lonische Probemolekiile
konnen mit dem gegensatzlich geladenen organischen lonen eines lonenpaar-Reagenz,
ein nach aulien neutral geladenes lonenpaar bilden, das an der stationaren Phase reten-
diert. Als lonenpaarreagenz kann bei der Peptid-Analytik Triflouressigsauere (TFA) einge-
setzt werden. Je hydrophober die Substanz ist, desto Ianger wird sie von der stationaren
Phase retendiert. Dadurch entsteht je nach der Verweildauer auf der stationaren Phase
eine Abtrennung des Probenmaterials. Zur Elution hydrophober Substanzen wird haufig

das organische Lésungsmittel Acetonitril eingesetzt.

3.4.2. Molekulare Massenbestimmung mittels MALDI-
Massenspektrometrie

Die Methode der matrixunterstitzten Laser Desorptions/lonisations-Massen-Spektrometrie
(MALDI-TOF-MS) ermdoglicht die molekulare Massenbestimmung von Biomolekilen in ei-
nem Massenbereich von 500—4500 Da mit hoher Selektivitat und hoher Sensitivitat'®. Der
Analyt wird mit einer UV-absorbierenden Matrix (beispielsweise Benzoesaurederivate wie
Dihydroxybenzoesaure oder Zimtsaurederivate) auf einen Metalltarget aufgetragen und bis
zum Trocknen eingedampft. Mittels Laserlicht wird die Matrix und die Analytionen in die
Gasphase uberfuhrt. Hierbei werden die Analyten gleichzeitig durch die Saurefunktion der
Matrix ionisiert. Die lonen werden durch ein elektrisches Feld beschleunigt und fliegen in
Abhangigkeit zur Masse und Ladungszahl in die Richtung des lonendetektors. Der Detek-
tor wandelt die auftreffenden lonen in elektrische Signale um, die registriert werden. Uber
die Flugzeit wird die molekulare Masse des Analyten (iber Kalibrierfunktionen identifiziert'*®
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schema des MALDI-TOF

3.4.2.1. MALDI-LIFT-TOF/TOF-Tandem-Massenspektrometrie

Die MALDI-Time-of-Flight/-Time-of-Flight Tandem-Massenspektrometrie (MALDI-LIFT-
TOF/TOF-MS/MS) stellt die Weiterentwicklung der Matrix-assocciated Laser Desorpti-
ons/lonisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) da. Diese Methode ist durch hohe
Sensitivitat gekennzeichnet '’. Bei den MALDI-TOF/TOF-Instrumenten sind zwei TOF-
Massenanalysatoren kolinear angeordnet. Um die Beschleunigung und Fokussierung der
lonen zur ermdglichen, sind die TOF-Massenanalysatoren mit einer lonen-Quelle ausges-
tattet. Im ersten TOF erfolgt die Beschleunigung der zur analysierenden lonen und die
Auswahl und Fragmentierung der Vorlauferionen. Im zweiten TOF werden die Fragmentio-
nen dann beschleunigt und ihre Masse analysiert. Bei der Lift-Methode wird die Strom-
spannung zwischen den Gittern angehoben. Dieser Teil des Gerates setzt sich aus drei
Zellen zusammen, die zwischen vier Gittern platziert sind. Die Spannung zwischen den
beiden ersten Gittern, die die erste Zelle begrenzen, wird auf 19 kV verstarkt, sobald die
lonen diese erreichen. Die zweite Zelle besteht aus Fokussierungselementen, die die Ge-

schwindigkeit der lonen gestalten. Am dritten Gitter wird die Spannung um 2-3 kV redu-
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ziert, wodurch die lonen gegen die dritte Zelle beschleunigt werden. In der dritten Zelle
kommt es zur vollen Beschleunigung der lonen und zur deren Einstellung auf den Detek-

tor'%”

3.4.2.2. Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie

Elektrospray-lonisationstechnik ist ein lonisationsverfahren zur Analyse von Biomolekulen,
die im flissigen Zustand vorliegen. Das Verfahren ist schonend, so dass es kaum zur
spontanen Fragmentation des Analyten kommt, da die lonisation unter Atmospharendruck
stattfindet. Der Elektrospray-lonisation Massenspektrometer eignet sich zur exakten Be-
stimmung der Molekiilmasse und/oder, zur Analyse und Fragmentierung des Analyten'®.
Die Analytldsung wird bei der Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-
Massenspektrometrie) durch eine Metallkapillare geleitet. An der Spitze der Metallkapillare
liegt eine Spannung an, die ein elektrisches Feld zwischen der Kapillare und der Gegen-
elektrode induziert. Das elektrische Feld bedingt eine Bewegung der lonen aus der Analyt-
l6sung in die Richtung der Gegenelektrode. Da die lonen gleiche Ladung haben, sto3en
sie einander ab, so dass sie als feines Aerosol aus der Kapillare rausspruhen. Zur Verne-
belung des Ldsungsmittelflusses und zur Verdampfung des Losungsmittels wird als neutra-
les Tragergas Stickstoff gewahlt. Durch die Verdampfung verkleinert sich der Radius der
Tropfchen und die Dichte des elektrischen Feldes nimmt zu. Aufgrund der Abstof3ung
gleichartiger Ladung der lonen in kleinere Tropfchen (Coulomb-Explosion) zerfallen die
Tropfchen, so dass sich freie lonen in der Gasphase bilden. Die Spannung der Kapillare
bedingt die Ladung der lonen. Die lonen werden in die lonenfalle geleitet. Mit der Ande-
rung des elektrischen Feldes kann reguliert werden, welche lonen, entsprechend ihrem
Masse zu Ladungsverhaltnisses sequentiell aus der Falle katapultiert werden und am De-
tektor ankommend in elektrische Signale umgewandelt und computergesteuert zur einem

Massenspektrum zusammengefiigt werden'®.

3.4.2.3. Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz-
Massenspektrometrie
Im Vergleich zu anderen Massenspektrometriemethoden liefert die Hochauflosungs-

Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-MS) eine

bis zu 100-fach hdohere Massenaufldésung der Proteine als die obengenannten mas-
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senspektrometischen Methoden. Bei FT-ICR-MS befindet sich die lonenfalle in einem
Magnetfeld. Aufgrund der Kombination des Magnetfeldes und eines elektrischen Feldes
werden die lonen auf eine Kreisbahn gebracht, wobei die Umlauffrequenz einzelner lonen
massenabhangig ist. Mit Hilfe eines elektrischen Wechselfeldes, das senkrecht zum Mag-
netfeld angelegt wird, vergroRert sich der Umlaufradius des betreffenden lons durch Auf-
nahme der Energie aus dem Wechselfeld. Die Anderung des Cyclotronradius fiihrt zu
messbaren Signalen an den Detektoren. Durch Variationen des Wechselfeldes kdnnen
lonen unterschiedlicher Masse erfasst werden. Die Signale werden durch die Fourier-
Transformation in Messwerte umgewandelt. Durch diesen Prozess werden die lonen nicht
zerstort, sodass die Messung beliebig wiederholt werden kann um die Messergebnisse zu
verbessern. Je hoher die Kraft und Homogenitat des Magnetfeldes, desto héhere Auflo-
sungskapazitat der Massen wird mit dem FT-ICR-MS Gerat erreicht. Die gebrauchte Feld-

starke von ca. funfzehn Tesla wird durch Einsatz supraleitender Magnete erreicht.

3.5. Spezieller Teil 1

3.5.1. Ubersicht

Die Abbildung 4 zeigt die Ubersicht tiber die angewandten Arbeitsschritte und Methoden,
die im Rahmen dieser Arbeit zur Isolierung und ldentifizierung des vasoaktiven Peptides
aus der bovinen Nebenniere (Abbildung.4a) und aus humanem Plasma (Abbildung 4b)

angewandt wurden.
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Abbildung 4a: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung der Peptide mit einem Effekt auf die vaskula-
re Kalzifizierung aus bovinen Nebennieren.
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Abbildung 4b: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung des Peptids mit einem Effekt auf die vaskulé-
re Kalzifizierung aus humanem Plasma.

3.5.2. Mechanische Desintegration

Im Schlachthof Perleberg (Brandenburg) wurden die Nebennieren den Rindern rausprapa-
riert, in 1 cm® groRe Stiicke geschnitten und unter Eiskihlung transportiert. Im néchsten
Schritt wurden die Nebennierenwdirfel in flissigem Stickstoff tief gefroren und bei -80°C flr
mindestens 12 h gelagert. Im Anschluss wurden die Nebennieren in der Lyophilisationsan-
lage gefriergetrocknet. Nach der Lyophilisation wurde das Gewebe unter Kiihlung mit Hilfe

einer Handgetreidemuhle bei +4°C Temperatur pulverisiert.
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3.5.3. Extraktion

700 g Nebennierenpulver wurden zu 7.000 ml 0,6 mM kalter Perchlorsaure (PCA) gege-
ben. Das Gemisch wurde mit einem Ultra-Turrax fur 30 s bei maximaler Geschwindigkeit
von 24.000 Umdrehungen/min geruhrt und 1 min mit Eis gekuhlt. Dieser Vorgang wurde
zehnmal wiederholt. Nach dieser Aufarbeitung wurden die Proben bei 4°C und bei 4.000
U/min fir 1 h zentrifugiert. Der Uberstand der Probe wurde abgenommen. Der pH-Wert
des Uberstandes wurde mit konzentrierter KOH auf den Wert 9 eingestellt und zur voll-
standigen Ausfallung des KCIO4 bei -80°C eingefroren. Nach Auftauen der Proben bei
Raumtemperatur, wurden diese in Zentrifugenrohrchen gefullt und 30 min bei 4.000 U/min

zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen.

3.5.4. Praparative Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Entsalzung und Konzentrierung der Proben wurde eine praparative Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Es wurde die Reversed-Phase-Saule (LiChroprep RP C18,
310 mm x 25 mm, Korngrosse 40-63 um, der Firma Merck) verwendet. Die Saule wurde
mit 200 ml 80% Acetonitril (ACN) in H,O konditioniert und mit 200 ml wassriger 0,01%
Triflouressigsaure (TFA) aquilibriert.

Nach Auftauen wurde der Probe 1% Triflouressigsauere (TFA) zugegeben. AnschlieRend
folgte die pH-Wert Einstellung der Proben mit 25% HCI und NaOH auf einen Wert von 6,5.
Das Auftragen der Proben auf die Chromatographiesaule erfolgte bei 4°C. Im Anschluss
wurde die Saule mit 70ml wassriger 0,1% Triflouressigsauerelosung (TFA) entsalzt. Im
nachsten Schritt wurden die aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen an die stationa-
re Phase gebundenen Substanzen in einem funfstufigen Gradienten von 20% ACN-, 40%
ACN-, 60% ACN-, 80% ACN-H2O und 100% ACN- Ldsung, bei einer Flussrate von 3
ml/min eluiert. Die eluierten Fraktionen wurden gesammelt.

Die Chromatographie wurde mit einer Bio-Rad BioLogic DuoFlow HPLC-Anlage unter UV-
Detektion bei 280 nm durchgefuhrt. Die Eluate wurden bei -80°C gelagert und lyophilisiert.
Die jeweils entsprechenden eluierten Fraktionen aus den Chromatographielaufen wurden
vereinigt. Die 80% ACN-Stufen- und 100% ACN-Stufen-Eluate wurden vereinigt. Die ly-

ophilisierten Proben wurden bei -20°C gelagert.
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3.5.5. Anionenaustausch-Chromatographie

Fur die Anionenaustausch-Chromatographie wurde eine Superformance 16 Saule von 150
ml der Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm, mit Fractogel EMP TMAE (M) be-
fullt, verwendet. Puffer A (20 mM Ky;HPO4-L6sung) und Puffer B (20 mM K;HPO4in 1 M
NaCl-Lésung) wurden mit NaOH auf einen pH-Wert von 8 eingestellt. Nach der Aquilibrie-
rung der Saule mit Puffer A wurden die zuvor mit NaOH auf einen pH-Wert von 8 einge-
stellten Proben bei einem Fluss von 1ml/min auf die Saule aufgetragen und in einem flnf-
stufigen Gradienten von 20% Puffer B, 40% Puffer B, 60% Puffer B, 100% Puffer B bei ei-
nem Fluss von 3 ml/min eluiert und nach Stufen getrennt gesammelt. Der Durchbruch wur-
de separat gesammelt und fur die Kationenaustausch-Chromatographie bereitgestellt. Die
Chromatographie wurde mit einer Bio-Rad BioLogic DuoFlow HPLC-Anlage durchgefihrt,

die UV-Absorption wurde bei 280 nm von einem UV-Detektor bestimmt.

Tabelle 2: Darstellung des angewendeten Stufengradienten

Stufendauer in min Konzentration von Puffer B in %
- — —  ———————————/ ———/—/—/—— |

40 0

40 20
40 40
25 60
25 100

3.5.6. Kationenaustausch-Chromatographie

Zur Chromatographie wurde eine Superformance 16 Saule mit dem Volumen 150 ml der
Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm, mit Fractogel EMP SO3(M) gefiillt, ver-
wendet. Puffer A (20 mM KH,PO4-Lésung) und Puffer B (20 mM KH;PO4 in 1 M NaCl-
Lésung) wurden mit H3PO4 und NaOH auf den pH-Wert von 3,5 eingestellt. Die Saule wur-
de mit 20 mM KH,PO4-Lésung aquilibriert. Die jeweils nicht retendierten Substanzen aus
der Anionenaustausch-Chromatographie wurden mit NaOH und H3PO, auf einen pH-Wert
von 3,5 eingestellt und bei einem Fluss von 1ml/min auf die Saule aufgetragen. Die Proben

wurden mit einem Stufengradienten (Tabelle 3) mit einer wassrigen 20 mM KH,PO4 in 1 M
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NaCl-Losung bei einem Fluss von 3 ml/min eluiert und nach Stufen getrennt gesammelt.
Die nicht retendierten Substanzen wurden getrennt gesammelt. Entsprechend wurde mit
allen anderen nicht retendierten Substanzen der Anionenaustauschchromatographie ver-
fahren.

Die Chromatographie wurde mit einer Bio-Rad BioLogic DuoFlow HPLC-Anlage unter UV-
Detektion bei 280 nm durchgefuhrt. Die Eluate wurden bei -80°C gelagert und lyophilisiert.
Die jeweils entsprechenden eluierten Fraktionen aus den entsprechenden Laufen wurden

vereinigt. Die lyophilisierten Proben wurden bei -20°C gelagert.

Tabelle 3: Darstellung des angewendeten Stufengradienten

Stufendauer in min Konzentration von Puffer B in %
- 2 _ ________________ o
40 20
40 40
25 60
25 100

3.5.7. Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Entsalzung der lonen-Austauscher-Fraktionen wurde eine Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Es wurde eine Reversed-Phase-Saule (LiChroprep RP
C18, 310 mm x 25 mm, Korngrosse 40-63um, der Firma Merck) verwendet. Die Saule wur-
de mit 200 ml 80%-igem ACN in H>O konditioniert und mit 200 ml wassriger 40 mM Triflou-
ressigsauereldsung aquilibriert.

Nach dem Auftauen wurde zu den Fraktionen der Anionen- und Kationen-Austausch-
Chromatographie 1/10 des Probenvolumens 1% TFA-LO&sung zugegeben; die Proben wur-
den mit 25% HCI und NaOH auf den pH-Wert von 6,5 eingestellt. Die Proben wurden bei
einem Fluss von 1 ml/min auf die Saule aufgetragen. Anschliessend wurden die Proben
mit 70 ml wassriger 0,1% TFA-L6sung entsalzt. Im nachsten Schritt wurden die aufgrund
der hydrophoben Wechselwirkungen an die stationare Phase gebundenen Substanzen in
einem einstufigen Gradienten von unverdinntem ACN, bei einer Flussrate von 3 ml/min

eluiert und gesammelt. Die Entsalzung wurde getrennt fur jeweils unterschiedliche Fraktio-
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nen durchgefuhrt. Die Proben wurden auf -80°C gekuhlt und anschlie3end lyophilisiert. Die
Lagerung der Proben erfolgte dann bei -20°C. Die Chromatographie wurde an die Bio-Rad
BioLogic DuoFlow HPLC-Anlage mit einem UV-Detektor bei 280 nm durchgeflhrt.

3.5.8. Reversed-Phase-Chromatographie, Lineargradient

Zur weiteren Auftrennung der lonenaustauscher-Fraktionen wurde eine Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Es wurde die Reversed-Phase-Saule (Chromolith RP-18e,
100 mm x 4,6 mm, der Firma Merck) verwendet. Die Saule wurde mit 50 ml 80%-igem
Acetonitril (ACN) konditioniert und mit 100 ml wassriger 40 mM Triflouressigsauere—
Losung (TFA) aquilibriert, bei einem Fluss von 1 ml/min.

Nach dem Auftauen der jeweils in 15 ml H,O aufgeldst Proben der Anionen- und Kationen-
Austausch-Chromatographie, wurde den Proben 1/10 des Probenvolumens 1 M Trifloures-
sigsauere—Losung (TFA) zugegeben und die Proben wurden mit 25% HCL und NaOH auf
den pH-Wert zwischen 2 und 6,5 eingestellt. Die Proben wurden auf die Saule bei einem
Fluss von 1 ml/min aufgetragen und anschlieRend mit 10 ml wassriger 0,1% TFA-L6sung
entsalzt. Es wurden die aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen an die stationare
Phase gebundenen Substanzen in einem Lineargradienten von 1% ACN auf 100% ACN in
90 min, bei einer Flussrate von 3 ml/min eluiert. Der Entsalzungsschritt wurde jeweils ge-
trennt fUr die unterschiedlichen vorhergehenden Fraktionen durchgefuhrt.

Die Chromatographie wurde an der BioLogic DuoFlow HPLC-Anlage (Bio-Rad, Laborati-
ries, Inc.Minchen) mit einem UV-Detektor bei 280 nm durchgefuhrt. Die gesammelten
Proben wurden bei -80°C eingefroren und spater zur Verdampfung der TFA und des Ace-

tonitrils lyophilisiert und bei -20°C auf bewahrt.

Tabelle 4: Darstellung des angewandten Lineargradienten

Zeit in min Konzentration von Puffer B in %
- —  ——  — — —  — —— —— ————— — — —————— ———— |
1
2 2
weiter in 1 min. Schritten bis weiter in 1% Schritten bis
90 90
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3.5.9. Kalzifizierungsbioassay an den Aortensegmenten

Den mannlichen Wistar-Kyoto Ratten (300 g - 450 g Koérpergewicht) wurde die Brustaorta
entnommen. Die Adventitia wurde unter sterilen Bedingungen entfernt, ohne das Gefal} zu
verletzen. Das Gefald wurde in Segmente geschnitten (Lange: 3-4 mm) und in Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) tberfuhrt (5 Vol.-% CO,/ 95 Vol.-% O, bei 37°C). Die A-
ortasegmente wurden in DMEM mit 1,8 mM Ca®* und 0,9 mM PO, inkubiert. Der Versuch
wurde in Gegenwart von Penicillin und Streptomycin (1%) und bei 5 Vol.-% CO,/ 95 Vol.-
% O, bei 37°C durchgefuhrt. Der Phosphatspiegel im Medium wurde von 0,9 auf 3,8 mM
erhdht zum einen durch (A) Zugabe von 100 mM NaH,PO4, nach Equilibrierung des
DMEM Mediums bei 5% CO, oder zum anderen durch (B) Zugabe von 234 mg Betaglyce-
rolphosphat (BGP) zu 100 ml DMEM Medium (Endkonzentration 10 mM) und 100 pl As-
korbinsaure (Endkonzentration 0,1%). Askorbinsaure wirkt als Kofaktor fur alkalische
Phosphatase, die das Betaglycerolphosphat (BGP) zum anorganischen Phosphat umwan-
delt. Die Aortensegmente wurden in Abwesenheit und Anwesenheit der einzelnen Fraktio-
nen der Reversed-Phase-Chromatographie inkubiert, die aktiven Fraktionen wurden mas-
senspektrometrisch bestimmt. Im zweiten Schritt wurde dieselbe Prozedur jeweils in An-
wesenheit und Abwesenheit der identifizierten und synthetisierten Peptide (1 mM) durch-
gefuhrt. Das Medium wurde nach jeweils 3 Tagen gewechselt. AnschlieRend wurden die
Segmente in HEPES (Puffer aus physiologischer Salzlésung, bestehend aus 1,8 mM Ca?
und 0,9 mM PO,> (pH-Wert 7,4) gewaschen. Die gewaschenen Segmente wurden Uber
Nacht bei 4°C in 1 ml 4% Formaldehydldsung fixiert. Der Kalziumgehalt der Aortasegmen-

te wurde wie in folgendem beschrieben bestimmt.

3.5.10. Kalziumquantifizierung

Die Aortensegmente wurden an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet, gewogen und in
0,6 M HCI gelést. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von bendtigter Menge NaOH auf den
pH-Wert 7 eingestellt. Der Kalziumgehalt wurde mittels eines DICA-500-QuantiChrom™
Calcium Assay Kit quantifiziert. 200 pl des Reagents A aus O-phthalicsaure, Polyvinylpyr-
rolidon, Methylthymolblau, Hydroxyquinolin und 200 uyl aus dem Reagent B aus Natrium-

sulfit, Monoethanolamin wurden in eine 96-Wellplate gegeben. 5 pl der zu untersuchenden
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Proben wurden in die Wells dazugegeben und gerthrt. Die Konzentration des Kalziums

wurde photometrisch bei 612 nm qantifiziert.

3.5.11. MALDI-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der isolierten Peptide wurde mit der Matrix unter-
stitzenden Laserdesorptions-lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) durchge-
fuhrt. 1 yl Dihydroxybenzoesaure (DHB) diente als Matrix. Die Proben wurden nach der
Reversed-Phase-Chromatographie zu der Matrix zugegeben. Daraufhin wurden die Proben
an der Luft liegengelassen bis die Losungsmittel verdampft sind. Anschliel3end erfolgte die
massenspektrometrische Analyse der Proben. Die Probenionen desorbierten durch den
Beschuss mittels des Stickstofflasers mit einer Wellenlange von 337 nm und der Energie
von 10°%-10" W/cm?.

3.5.12. MALDI-LIFT-TOF/TOF-Tandem-Massenspektrometrie
Mit Hilfe der Technik der MALDI-Lift-TOF/TOF-MS/MS erfolgte die Fragmentierung der

isolierten Peptide. Die Probenvorbereitung entsprach der im Abschnitt 3.5.11. Mittels ei-
nes Lasers wurden die Proben mit der Wellenlange von 337nm ionisiert. Die Fragment-
spektren wurden unter Aufsummierung von ca. 200 Spektren mit der Lift-Option des Gera-

tes akkumuliert.

3.5.13. Peptidsynthese

Die identifizierten Peptide wurden automatisch durch die Festphasemethode mittels Fluo-
renylmethoxycarbonyl-Standardchemikalien (Fmoc) im durchgehenden Flussmodus syn-
thetisiert. TentaGel S Random-Access Memory (RAM) Resin 0,21 mmol g™ wurde fiir Pep-
tidamide und TentaGel S p-hydroxybenzoicsaure (PHB) Resin (Rapp Polymere, Tuebin-
gen, Deutschland) flur freie Sauren von Urokortin verwendet. O-benzotriazole-N,N,N’,N’-
tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphat (HBTU) diente als Kopplungsreagenz und dauert
20 min. Entblockt wurde mit 20% Piperidin in N,N-dimethyl formamide (DMF) fur 15 min,
die Endspaltung erfolgte mit 95% TFA/5% Wasser fur 3 h. Die Reinigung des Peptids wur-
de mittels praparativer HPLC an PolyEncap A300 (10 ym Partikelgrosse, 250 mm x 20
mm, Bischoff Analysentechnik, Leonberg, Deutschland) durchgefihrt. Ein Eluentengradient
von 5-70% ACN-L6sung in Wasser (0,1% TFA) dber 70 min mit einer Flussrate von 10
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ml/min wurde verwendet. Die chromatographisierten Peptide wurden im Anschluss lyophili-
siert. Die Peptide wurden mittels MALDI-Massenspektrometrie an der Voyager-DE STR
BioSpectrometrie charakterisiert. Als Matrix wurden R-cyano-4-hydroxycinnamic Saure und

Sinapinic Saure verwendet''°. Die Spektren zeigen die erwarteten Massen (M + H)*.

3.5.14. Histochemische und immunohistochemische Analyse

Der Bioassay an den Aortensegmenten und die Kalziumquantifizierung mit dem syntheti-
schen Peptid wurde wie im Abschnitt 3.5.9 und 3.5.10 beschrieben, durchgefiihrt. Fir die
histochemische und immunohistochemische Analyse wurden die Segmente gewaschen
und in Tml 4% Formaldehyd bei 4°C uber Nacht aufbewahrt, danach erfolgte die Paraffin-
einbettung. Die 3 um Schnitte wurden nach Standardprotokollen auf die Objekttrager auf-
gebracht und mit Hematoxylin und Eosin (HE) gefarbt. Zur Darstellung der Kalziumkristalle
wurde die von Kossa Farbung angewandt. Die Histoschnitte wurden fir 90 min. in 5%
(w/v.) AgNO3 inkubiert, wahrend sie mit intensivem Licht bestrahlt wurden. Danach wurden
sie sorgfaltig mit Wasser gewaschen und in 2,5% (w/v) Na;S,03. inkubiert. Nach der Far-
bung mit “Nuclear fast red” wurden die Schnitte dehydriert and in Entelan-Medium gelagert.
Die immunohistochemische Analyse wurde an Paraffinschnitten fir das polyklonale ,rabbit
anti-rat“ Osteocalcin (1:1000, Acris Antikorper, Herford, Deutschland), fur das polyklonale
»goat anti-rat® Osteopontin (1:50 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) und fir das
polyklonale ,goat anti-rat® FGF-23 (1:50, Sant Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
durchgefuhrt. Nach der Deparaffinierung wurden die Schnitte mit Zitrat 20 min bei 90°C
vorbehandelt (Zitratpuffer pH 7.2, 20 Minuten bei 90°C im Wasserbad), danach wurde en-
dogene Peroxidase mit 1% H,O, und das endogene Biotin mit TNB Blocking Kit (Perkin
Elmer, Rodgau-Jugesheim, Deutschland) geblockt. An dem nachfolgenden Tag wurden die
Schnitte mit dem primaren Antikérper bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Es folgte die In-
kubation mit dem biotinmarkierten sekundarem ,goat anti-rabbit® Antikorper / ,donkey anti-
goat” Antikorper (1:200, 30 Minuten, 37°C, Santa Cruz, USA).

3.5.15. Plasma-Aufbereitung

Es wurde einer Patientengruppe und Nierengesunden jeweils vendses Blut entnommen.

Den Blutproben wurde K,-EDTA und der Proteaseinhibitormix (CompleteMini; Roche) zu-
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gesetzt. Die Proben wurden bei 2100 rpm und bei Raumtemperatur fur 15 min zentrifugiert,
um das Plasma von den zelluldren Bestandteilen des Blutes abzutrennen. Das Pellet wur-
de verworfen. Die Deproteinierung des Uberstandes erfolgte unter Kiihlung mittels Perch-
lorsaure, indem auf 1ml Plasma 65 pl 70% Perchlorsaure zugegeben wurde. Anschlief3end
wurde die Probe ohne Verzdgerung gevortext bis die Proteine denaturiert und ausgeflockt
waren. Danach wurde die Probe bei 3000 U/min fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert, der Uber-
stand wurde abgenommen, das Pellet verworfen. Zur Ausfallung des Perchlorats wurde
der pH-Wert der Probe auf einen Wert Uber 9 eingestellt, das auskristallisierte Kalium-
perchlorat fiel unter Kiihlung auf -20°C aus, die Proben wurden Uber Nacht bei -20°C ein-
gefroren. Die Proben wurden langsam aufgetaut und bei 3000 U/min fir 15 min, bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet verworfen und der pH-Wert
der Probe auf einen Wert zwischen 2,5 und 6 eingestellt. Im Anschluss wurde die Rever-
sed-Phase-Chromatographie wie im Abschnitt 3.5.4 unter Verwendung einer Chromolith
RP-18e, 100 mm x 4,6 mm, derFirma Merck mit einem Fluss von 1 ml/min durchgefuhrt.

Der Kalzifizierungsassay erfolgte wie im Abschnitt 3.5.9 und 3.5.10 beschrieben.

3.5.16. Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie

Die MS und MS/MS lonenanalyse wurden mittels Flissig-Chromatographie/Elektrospray-
Massenspektrometrie (ESI) Technik durchgefuhrt. Zwei Kapillaren HPLC-Pumpe (G1376A,
Agilent, Boblingen, Germany) mit einem Mikrovakuum Degaser (G1379B, Agilent, Boblin-
gen, Germany), ein automatischer Mikrowell-Plattenautosampler (G1377A, Agilent, Boblin-
gen, Germany) und ein diodenarray multiwellenlangen Detektor (G1365D Agilent, Boblin-
gen, Germany) wurden fur die Chromatographie verwendet. Die Chromatographie wurde
mit einer Agilent Zorbax SB-C18 Saule (5 um, 150 x 0,5mm, Agilent, Boblingen, Germany)
durchgefuhrt, die Saulentemperatur wurde auf 25° C fixiert. 0,1% Ameisensaure (FA) in
Wasser wurde als Eluent A; 98 % Acetonitril in Wasser als Eluent B verwendet. Das inji-
zierte Volumen betrug 5 pl. Die Flussrate von 10 pl/min und ein Lineargradient (0 min: 1%
Eluent B; 30 min: 60% Eluent B) wurde fur die Elution der Retentionssubstanz von der
Saule verwendet. Die ESI-Massenspektrometrie wurde im positiven Modus und im Enhan-
ced Modus durchgefuhrt. Der Massenbereich betrug von 80 bis 2800 m/z. Die Scan-

geschwindigkeit von den gemessenen Massenspektren betrug 26000 m/z pro Sekunde.
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Es wurde eine Akkumulationszeit von 200 ms gewahlt. Die Flussrate des Nitrogengases
betrug 5 I/min. Die Temperatur der Transferkapillare wurde auf 300 °C eingestellt. Die Ka-
pillarspannung betrug 1,5 bis 4,5 kV. Die massenspektrometrische Daten wurden mittels
der Software HyStar 3.2 (Bruker-Daltonics, Bremen, Deutschland) akkumuliert und mittels
Data Analysis 4.0 (Bruker-Daltonics, Bremen, Deutschland) analysiert. Glutathion wurde
als interner Standard verwendet.

Die Peptidsynthese der identifizierten Peptide erfolgte wie im Abschnitt 3.5.13 beschrie-

ben.

3.6. Spezieller Teil 2

3.6.1.  Ubersicht
Die Abbildung 5 zeigt die Ubersicht tiber die angewandten Arbeitsschritte und Methoden,

die im Rahmen dieser Arbeit zur Isolierung und ldentifizierung des vasoregulierenden Pep-
tides aus der Nebenniere (Abbildung 5a) und aus humanem Plasma (Abbildung 5b) an-

gewandt wurden.
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Abbildung 5a: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung vasoregulierender Peptide aus bovinen Ne-
bennieren.
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Abbildung 5b: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung vasoregulierender Peptide aus humanem
Plasma.

3.6.2. Mechanische Desintegration und Extraktion

Die Probenvorbereitung erfolgte identisch zu der in den Abschnitten 3.5.2 und 3.5.3 be-

schriebenen Art und Weise.

3.6.3. Chromatographische Aufarbeitung

Die chromatographische Auftrennung erfolgte analog zu den in den Abschnitten 3.5.4,

3.5.5, 3.5.6, 3.5.7 und 3.5.8 genannten chromatographischen Aufbereitungsschritten.
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3.6.4. Bioassay der isoliert-perfundierten Rattenniere

Die Organentnahme erfolgte an mannlichen normotensiven Wister-Kyoto Ratten, deren
Korpergewicht durchschnittlich 300 bis 500 Gramm betrug. Die Tierversuchsgenehmigung
des Landesamtes fur Gesundheit und Soziales Berlin lauft unter der Nummer: O 0075/08.

Die entnommene Nieren wurden bereitgestellt.

3.6.5. Isolierung der Rattenniere

Es wurde eine 3 Minuten andauernde Inhalationsnarkose mit Isofluran (FORENE®, Abbott
GmbH & Co. KG) durchgefuhrt. Nach dem Einschlafen des Tieres wurde dieses mit intra-
peritonealer Urethan-Injektion (1,5 g pro kg Korpergewicht) anasthesiert. Nach negativ
ausgefallenem Testen der Schmerzreflexe wurde das Peritoneum vom Unterbauch bis
zum Zwerchfellansatz durch einen Y-Schnitt gedffnet. Im Folgenden wurde eine der beiden
Nieren, bevorzugt die linke, mit der jeweiligen Arteria renalis und die infrarenalen Aorta
stumpf freigelegt. An der infrarenalen Aorta abdominales und an der Arteria renalis wurden
nun Ligaturen angelegt. Nach Abklemmen der Aorta proximal der infrarenalen Ligatur wur-
de die infrarenale Aorta inzisiert. Ein Polyethylen-Katheter wurde in die Aorta eingeflhrt
und in die jeweilige Nierenarterie nach der Entfernung der Aortenklemme eingeschoben.
Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Unterbrechung der Zirkulation stattfand. 250 In-
sulin Einheiten Heparin-Natrium-Losung (Biochrom AG, Berlin) wurden in die Nierenarterie
injiziert. Die Ligaturen wurden verschlossen und die isolierte Niere wurde aus dem Retro-

peritonealraum rausgeholt und an das Perfusionssystem angeschlossen.

3.6.6. Bioassay der isoliert- perfundierten Rattenniere

Das Perfusionsverfahren wurde von Hofbauer et. al. beschrieben. Die Niere wurde mit Hilfe
einer Schlauchpumpe mit der Krebs-Henseleit-Losung perfundiert. Die Perfusionslosung,
setzt sich aus 137 mM NacCl, 1,1 mM MgCl,, 12 mM NaHCOs3;, 2,7 mM KClI, 5,6 mM Gluco-
se, 0,4 mM NaH2PO4, 2,4 mM CaCl, zusammen. Die Rattenniere wurde mit einer mit 95%
O, und 5% CO, begasten und auf 37°C aufgewarmten Krebs-Henseleit-Losung, bei einem
Fluss von 8 ml/min, &quilibriert. Zunachst erfolgte ca. 30 min die Aquilibratin der Niere bei
einem Basaldruck von 65 mmHg. Der Druck wurde mit Hilfe eines Druckabnehmers ATP

300 TM (Hugo Sachs) am Zufluss der Arteria renalis abgenommen und das Signal mit ei-
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nem Bruckenverstarker TAM-D Typ 705/2 TM (Hugo Sachs) an die Registriereinheit wei-
tergeleitet und aufgezeichnet (Abbildung 6). Mit Bolusinjektion von q,B-
Methylenadenosine 5'-triphosphate (a,8-MeATP) (10° M) und Angiotensin 1l (10° M) wird
die Vasokonstriktion der Niere getestet.

Das synthetisierte Peptid wurde im Anschluss mittels des Bioassays auf seine vasoaktiven
Eigenschaften analysiert. 2 mg des Peptids wurden jeweils in 500 ml Krebs-Henseleit-
Lésung aufgeldst, und mittels des Nierenperfusionstestes auf vasoregulatorische Effekte
getestet. Uber ein Injektionsventil, welches sich zwischen der Pumpe und dem Nierenpra-
parat befindet, wurden zuerst 100 pl des Angiotensin Il (10° M) in eine GefaRschlaufe am
Septum vorgelegt wovon 80 pl dann in das System injiziert wurden. Im zweiten Schritt wur-
de 100 pl des Angiotensin Il (10° M) in eine GefaRschlaufe am Septum eingegeben nach-

dem die Niere mindestens mit 50ml Peptidlosung perfundiert worden ist.
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Abbildung 6: Darstellung des Perfusionssystems
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3.6.7. Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse der Proben erfolgte wie unter den Abschnitten
3.5.11 und 3.5.12 beschrieben.

3.6.8. Peptidsynthese

Die synthetischen Peptide wurden automatisch durch die Festphasemethode synthetisiert,
wie im Abschnitt 3.5.13 beschrieben.

3.6.9. Plasma-Aufbereitung

Es wurde einer Gruppe von nierengesunden und CKD5 Patienten jeweils vendses Blut
entnommen versetzt mit K,-EDTA und dem Proteaseinhibitormix (CompleteMini; Roche.
Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie im Abschnitt 3.5.15 beschrieben. Im Anschluss wur-
den die Reversed Phase Chromatographie wie im Abschnitt 3.5.4, der Nierenperfusion-
sassay wie in den Abschnitt 3.6.5 und 3.6.6, die massenspektrometrische Identifikation
wie im Abschnitt 3.5.16 und die Peptidsynthese identisch wie im Abschnitt 3.5.13. be-

schrieben ausgefuhrt.

3.6.10. Bioassay der isoliert- perfundierten Rattenniere

Die Vasoaktivitat des Peptides wurde wie unter Abschnitt 3.6.6 an der isolierten perfun-

dierten Rattennieren getestet.

3.6.11. Untersuchungen des zugrunde liegenden Pathways

Zum Ausschluss der endothelabhangigen Stickstoffmonoxid (NO) Aktivitat wurde die Niere
mit 10° M L-NAME fiir 15 min perfundiert. Acetylcholin 10° M wurde als Kontrollsubstanz
benutzt. Bleibt bei Bolusinjektion von Acetylchilin 10° M die durch Freisetzung von NO
verursachte Vasodilatation aus, sind alle Rezeptoren ausreichend blockiert und der Ver-
such kann weitergefiihrt werden. 100 pl des Angiotensin Il (10° M) wurden in den Kreislauf
injiziert und die Druckveranderung beobachtet; identisch wurde vorgegangen unter der
Perfusion mit dem identifizierten Peptid. Ist der Druckanstieg in beiden Ansatzen gleich, ist
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nachgewiesen, dass der Effekt des Peptides Uber den endothelabhangigen NO-Pathway

hervorgerufen wird.

3.7. Spezieller Teil 3

Die identifizierten synthetischen Peptide wurden mittels der angewendeten Bioassays
kreuzgetestet. Das zuvor mit dem Kalzifizierungsbioassay getestete Peptid wurde mit dem
Nierenperfusionstest auf vasoaktive Eigenschaften wie unter Abschnitt 3.6.6 beschrieben
untersucht. Und das zuvor auf Vasoaktivitat getestete Peptid wurde auf kalzifizierende Ei-
genschaften mittels des Kalzifizierungsbioassays an den Aortensegmenten, wie in den
Abschnitten 3.5.9 und 3.5.10 beschrieben, untersucht. Die anschlieRende Kalziumquanti-
fizierung und histochemische und immunohistochemische Analyse wurden analog zu dem
Abschnitt 3.5.14 durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1.  Ergebnisse, Teil 1

4.1.1. Probenaufbereitung aus der bovinen Nebenniere

Nach der mechanischen Desintegration und Extraktion der Nebennieren wurde die chro-

matographische Aufarbeitung durchgefihrt.

4.1.2. Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Entsalzung und Konzentrierung der Proben wurde eine praparative Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Die Proben wurden auf eine LiChroprepSaule aufgetragen.
Aufgrund der unterschiedlichen hydrophoben Wechselwirkungen an der stationaren Phase
eluierten die gebundenen Substanzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Alle Fraktionen
wurden mit dem Kalzifizierungsbioassay, wie in dem Methodenteil unter den Abschnitten
3.5.9 und 3.5.10 beschrieben, auf ihre Kalzifizierungswirkung getestet. Die Fraktion mit
deutlichem inhibitorischen Effekt im Kalzifizierungsbioassay ist in Abbildung 7 mit dem

Pfeil markiert.
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Abbildung 7: Reversed-Phase-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Séule: LiChroprep RP
C18, 310 mm x 25 mm, Korngrésse 40-63 um, Firma Merck; Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussge-
schwindigkeit: 3 ml/min; X-Achse: Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative
Einheiten) Y-Achse rechts Leitféhigkeit (ms/min ); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitféhigkeit (-)
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4.1.3. Kalzifizierungsbioassay an den Aortensegmenten

Die Aortasegmente wurden in DMEM fur maximal 7 Tage in Gegenwart von Penicillin und
Streptomycin inkubiert. Der Phosphatgehalt wurde auf entweder durch (A) Zugabe von
NaH,PO4 oder durch (B) Zugabe von BGP und Askorbinsaure auf 3,8 mM erhoht, als
Phosphatlieferanten. Die Aortasegmente wurden in Abwesenheit und Anwesenheit der
einzelnen Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie inkubiert. Die gewaschenen
Segmente wurden Uber Nacht in Formaldehyd gelegt. Kalziumgehalt der Aortasegmente

wurde wie folgt bestimmt.

4.1.4. Kalzifizierungsbestimmung

Die Aortensegmente wurden an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet, gewogen und in
HCI geldst. Der Kalziumgehalt im Gewebe wurde mittels des QuantiChrom™-Calcium-
Assay-Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll quantifiziert. Die inkubierten Aortaseg-
mente im Kalzifizierungsmedium unter Zugabe von BGP und NaH;PO,4 haben eine hohere
Ca**-Konzentration im Gewebe ergeben verglichen mit den Aortasegmenten, die unter
Kontrollkonditionen inkubierten worden waren.

Die Ca?*-Konzentration, im Kalzifizierungsmedium (Zugabe von BGP und NaH,POy,) inku-
bierter Aortasegmente, ist signifikant gesunken in Anwesenheit der in Abbildung 7 mar-
kierten Fraktion, im Vergleich zu den im Kalzifizierungsmedium inkubierter Aortasegmente

ohne die Zugabe der isolierten Fraktionen.

4.1.5. Anionenaustausch-Chromatographie

Die in Abbildung 7 markierte Fraktion wurde anschliellend einer Anionenaustausch-
Chromatographie unterzogen. Die Probe wurde auf eine Superformance 16 Saulengehau-
se mit dem Volumen von 150 ml gegeben. Zur Entsalzung der lonen-Austauscher-
Fraktionen wurde eine einstufige Reversed-Phase-Chromatographie durchgefuhrt. Die
Entsalzung wurde flir jeweils unterschiedliche Fraktionen der Anionenaustausch-
Chromatographie getrennt durchgefuhrt. Die Fraktionen wurden auf ihre Effekte auf die
Kalzifizierung mit dem Kalzifizierungsbioassay getestet. Die eine Fraktion mit deutlichem

inhibitorischen Effekt im Kalzifizierungsbioassay ist in Abbildung 8 mit dem Pfeil markiert.
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Abbildung 8: Anionenaustausch-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Séule: Superformance
16 Séule von 150 ml der Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm, gefiillt mit Fractogel EMP TMAE
(M); Puffer A (20 mM K-HPO ,-Lésung) und Puffer B (20 mM K,HPO,in 1 M NaCl-Lésung) wurden mit NaOH
auf einen pH-Wert von 8 eingestellt; Flussgeschwindigkeit: 3 ml/min; X-Achse: Retentionszeit (min); Y-Achse
links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten) Y-Achse rechts: Leitfahigkeit (ms/min ); Kurvenlegende:
UV-Absorbtion (-), Leitféhigkeit (-)

4.1.6. Reversed-Phase-Chromatographie, Lineargradient

Zur weiteren Auftrennung der in Abbildung 8 markierten lonen-Austauscher-Fraktionen
wurde eine Reversed-Phase-Chromatographie als Lineargradient durchgefuhrt. Es wurde
die Reversed-Phase-Saule verwendet. Die Fraktionen wurden mittels des Lineargradienten
fraktioniert. Die einzelnen Fraktionen wurden auf ihre kalzifizierenden Effekte mit dem Kal-
zifizierungsbioassay uberpruft. Die eine Fraktion mit der deutlichen inhibitorischen Funktion
ist in der Abbildung 9 mit dem Pfeil markiert.
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Abbildung 9: Reversed-Phase-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Sédule: Chromolith RP-
18e, 100 mm x 4,6 mm, Firma Merck; Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min;
X-Achse: Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten); Y-Achse rechts:
Leitfahigkeit (ms/min); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitféhigkeit (-)
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4.1.7. MALDI-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Proben ist durch Matrix unterstutzende Laserde-
sorptions-lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) durchgefuhrt worden. Ein
Aliquot der Probe wurde auf das MALDI-Probentarget aufgetragen und massenspektro-
metrisch analysiert. Die Analyse ergab ein Signal, das nur in der Fraktion mit der deutli-
chen inhibitorischen Funktion im Kalzifizierungsbioassay nachweisbar war; dargestellt in

Abbildung 10.
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Abbildung 10: MALDI-TOF-Massenspektrum der Fraktion mit der deutlichen inhibitorischen Funktion im
Kalzifizierungsbioassay. Es wurde ein Signal detektiert mit der Masse 2297 Da.

Im weiteren Schritt wurde dieses Signal fragmentiert und mittels RapiDeNovo-3.0.1-

Sequenzierung (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) identifiziert; dargestellt in Tabelle

5.

Tabelle 5: Fragmentdarstellung des identifizierten Peptides aus der bovinen Nebenniere

b-Fragmente Masse in Da y-Fragmente Masse in Da
ot | 1ssr |y

b2 143,23 y18 2183,74

b3 300,06 y17 2054,67

b4 428,96 y16 1997,66

b5 558,07 y15
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b6 y14 1739,90
b7 y13
b8 945,39 y12 1481,69
b9 1074,19 y11
b10 1189,24 y10 1223,81
b11 y9 1108,78
b12 y8
b13 1557,67 y7 653,55
b14 y6 740,15
b15 1775,73 y5
b16 1931,86 y4 522,18
b17 y3
b18 y2 253,12
b19 y1

18y17 yl6 14 12 10 y9 6 y5 4 2

LAE{G{E{E1E-E1E1E1D1P-D-RtStM{RHLAS-F

bl b2 b3 b4 b5 b7 b8 b9 blO b13

Abbildung 11: Die identifizierte Peptidsequenz der Fraktion mit der inhibitorischen Funktion im Kalzifizie-
rungsbioassay mit der molekularen Massen 2297 mittels RapidDeNovo-Sequenzierung ermittelt, markiert in
der Abbildung 9

Durch ein Datenabgleich mit der Mascot-Datenbank ergaben sich ein noch unbekanntes
Peptid aus dem Mutterprotein Chromogranin A, dargestellt in Abbildung 12. Das Peptid
mit der Masse 2297 (M + H)" und der Sequenz: LEGEEEEEEDPDRSMRLSF wurde Calci-
fication Bloking Factor (CBF) genannt.
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L ECGEEEEEEDP
DRSMRL SF

Abbildung 12: Die Peptidsequenzen des detektierten Peptides nach dem Datenabgleich mit der Mascot
Datenbank aus dem bovinen Protein Chromogranin A.

4.1.8. Peptidsynthese

Das bovine CBF wurde durch die Festphasemethode mittels Standard Fmoc Chemie im
durchgehenden Flussmodus hergestellt. Die Reinigung des Peptids wurde mittels prepara-
tiver HPLC durchgefuhrt. Das gereinigte Peptid wurde lyophilisiert. Das Peptid wurde mit-
tels MALDI Massenspektrometrie charakterisiert'’®. Das Spektrum zeigte die erwartete
Masse (M + H").

4.1.9. Kalzifizierungsbioassay an den Aortensegmenten

Das Bioassay wurde in Anwesenheit und Abwesenheit des identifizierten Peptides CBF
wie im Abschnitt 4.2.1 durchgefuhrt. Die gereinigten Segmente wurden Uber Nacht in

Formaldehyd gelegt. Der Kalziumgehalt der Aortasegmente wurde wie folgt bestimmt.

4.1.10. Kalzifizierungsbestimmung

Die Kalziumbestimmung erfolgte wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben. Die inkubierten Aor-
tensegmente im Kalzifizierungsmedium (unter Zugabe von BGP und NaH;PQO,) haben eine
héhere Ca?*-Konzentration im Gewebe ergeben verglichen mit den Aortasegmenten, die

unter Kontrollkonditionen inkubierten worden waren (BGP: 145 + 8 vs. 95 + 10; NaH,POy:
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108 + 11 vs. 95 + 10; in nmol Ca?*/gGewebe; n=3). Die Ca?* Konzentration im Kalzifizie-
rungsmedium (Zugabe von BGP und NaH,PO,) inkubierter Aortasegmente ist signifikant
gesunken in Anwesenheit des isolierten Peptides im Vergleich zu den im Kalzifizierungs-
medium inkubierter Aortasegmente ohne die Zugabe des isolierten Peptides CBF (BGP:
145,7 + 8,3 vs. 81,73 + 5,6; NaH,PO,: 108 + 10,6 vs. 74 +5; in nmol Ca®*/gGewebe; n=6).
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Abbildung 13: Ca”*-Konzentration der Aortasegmente (in nmol/g Aorta), inkubiert im Kalzifizierungsmedium
mit Betaglycerolphosphat (BGP) oder NaH,PQ, in Abwesenheit und Anwesenheit des CBF-Peptides. p*<
0,05; p**< 0,001; p***< 0,0001

4.1.11. Histochemische und immunohistochemische Analyses

Fur die histochemische und immunohistochemische Analyse wurden die Schnitte zum ei-
nen mit von Kossa Staining gefarbt zum anderen mit Antikorpern behandelt. In Abbildung
14 sind die Farbungen dargestellt.
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Abbildung 14: Representative immunohistochemische Abbildungen der Aortasegmente, die, A) von Kossa-
Féarbung B) FGF-23-Anféarbung, C) Osteopontin-Anfarbung, D) Osteocalcin-Anférbung nach der Inkubation in
Abwesenheit des CBF (linkes Bild), und in Anwesenheit von CBF (rechtes Bild).

In dem von Kossa Staining farben sich Kalziumablagerungen schwarz, die Zellkerne rot.
Die von Kossa Farbung zeigt in der Abbildung 14 A schwarze Kalziumeinlagerungen in
den Kalzifizierungskontrollen, markiert mit Pfeilen; daneben zeigen die Schnitte mit dem

Zusatz des Peptides CBF keine sichtbaren Kalziumeinlagerungen. Die Antikdrper Farbung
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zeigt in der Abbildung 14 B-D, linkes Bild, deutliche Fluoreszenssignale fur Kalzifizie-
rungsmarker wie FGF23, Osteopontin und Osteocalcin in den Kalzifizierungskontrollen. Die
Segmente, denen das Peptid CBF zugegeben wurden, weisen eine deutlich geringere Flu-

oreszensintensitat auf (Abbildung 14 B-D, rechtes Bild).

4.2. Extraktion aus dem humanen Plasma

Vollblut wurde CKD5-Patienten und nierengesunden Probanden entnommen und mit ei-
nem Proteinaseinhibitor versetzt. Die Proben wurden deproteiniert und durch Zentrifugation
von dem Pellet befreit. Der Uberstand der Probe wurde fiir weitere chromatographische

Aufarbeitung bereit gestellt.

4.2.1. Reversed-Phase-Chromatographie

Zur weiteren Auftrennung der Proben wurde eine Reversed-Phase-Chromatographie als
Stufengradient durchgefuhrt. Es wurde eine Reversed-Phase-Saule mit Cqg Ketten ver-
wendet. Die Fraktionen wurden mittels des Stufengradienten aufgetrennt. Die Fraktion wur-
de nach der bei der Nebennierenauftrennung bestimmten Retentionszeit bestimmt und ge-
sammelt; analog zur Nebennierenauftrennung eluierte sie in der 40% Fraktion und ist mit

dem Pfeil markiert.

1.5+ 10
= | L —
=) [ o
< 8 =
S 1.01 [ S
S 6 <
2 ] : 3
o | L =
@ L4 =
é’:.: 0.5+ ) g
Y . I W s W

0.0 \ T T f T T T T IA- 0

0 10 20 30
Zeit (min)

Abbildung 15: Reversed-Phase-Chromatogramm von humanem Plasma (S&ule: Chromolith RP-18e, 100
mm x 4,6 mm, Firma Merck; Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min; X-Achse:
Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten) Y-Achse rechts: Leitfahig-
keit (ms/min); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitfahigkeit (-)
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4.2.2. Elektrospray-lonisations-Massenpektrometrie

Das MS-Signal wurde mittels Flussig-Chromatographie/Elektrospray-Massenspektrometrie
(ESI) Technik aufgenommen. Die Analyse ergab ein Signal mit der Masse 2243 Da (M +
H)*, dargestellt in Abbildung 16.

2243

rel.Massensignal-
intensitat(AU)
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Abbildung 16: ESI-Massenspektrum der relevanten Fraktion nach der Reversed-Phase-Chromatographie
mit der Masse 2243 Da.

Im weiteren Schritt wurden dieses Signal fragmentiert und mittels RapiDeNovo-3.0.1-
Sequenzierung (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) identifiziert; dargestellt in Tabel-
le 6.

Tabelle 6: Fragmentdarstellung des identifizierten Peptides aus humanem Plasma

b-Fragmente Masse in Da y-Fragmente Masse in Da
o1 |14 [yt 22429 |

b2 243,00 y18

b3 y17

b4 427,98 y16 1944,05

b5 556,81 y15

b6 y14 1687,17

b7 815,03 y13 1557,28

b8 y12
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b9

b10
b11
b12
b13
b14
b15
b16
b17
b18
b19

1531,77

1749,44
1877,49

y11
y10
y9
y8
y7
y6
y5
y4
y3
y2
y1

1184,40
1070,61
914,65

712,29
625,16

165,79

Durch ein Datenabgleich mit der Mascot-Datenbank ergab sich das entsprechende Peptid

aus dem Mutterprotein humanes Chromogranin A, dargestellt in Abbildung 17. Das Peptid
mit der Masse 2243 (M + H") und der Sequenz: LEGQEEEEDNRDSMKLSF entspricht
dem humanen Calcification Bloking Factor (CBF).

MRSAAVLALL
RGDERI LS| L
AHQQKKHSGF
VEEPSSKDVM
PQALPEPVMQE
TNTHPPASLP
VDREKGLSAE
EEAVPEEEGP
RSEALAVDGA
QQKEEEEEMA
RL SKEWEDSK
QEEEEDNRDS
RRGWRPSSRE
EEGSANRRPE
LQALRRC

LCAGQVTALP  VNSPMNKGDT
RHONLLKELQ  DLALQGAKER
EDELSEVLEN  QSSQAELKEA
EKREDSKEAE ~ KSGEATDGAR
SKAEGNNQAP  GEEEEEEEEA
SQKYPGPQAE  GDSEQ.SQGL
PONQAKREEE ~ EEEEEEAEAG
TWLNPHPSL  GYKEI RKGES
GKPGAEEAQD  PEGKGEQEHS
WPQALFRGG  KSGELEQEEE
RVEKMDQLAK  ELTAEKRLEG
SMKLSFRARA  YCGFRCPGPOL
DSLEAGLPLQ  VRGYPEEKKE
DCQELESLSAI  EAELEKVAHQ

Abbildung 17: Die Peptidsequenz der detektierten Substanz nach dem Datenabgleich mit der Mascot Da-
tenbank aus dem humanem Protein Chromogranin A.
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4.2.3. Peptidsynthese

Das humane CBF wurden durch die Festphasemethode mittels Standard Fmoc Chemie im
durchgehenden Modus hergestellt. Die Aufreinigung des Peptids wurde mittels preparativer
HPLC durchgefuhrt. Das aufgereinigte Peptid wurde lyophilisiert. Anschlielend wurde das
Peptid mittels MALDI Masspektroskopie charakterisiert''°. Das Massenspektrum zeigte die

erwartete Masse (M + H).

4.2.4. Plasmakonzentrationsuntersuchungen des CBF

Im weiteren Schritt wurde die Plasmakonzentration des neuen identifizierten Peptides CBF
mittels der Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie Technick bei chronisch nierenin-
sufizienten im Stadium 5 und nierengesunden Patienten gemessen und quantifiziert. Die
Konzentration des Peptides wurde mittels Erstellung der Kalibrierkurven bestimmt und zwi-
schen den CKD5 Patienten und Nierengesunden verglichen. Die klinischen Daten der Pa-

tienten sind in der Tabelle 7 aufgeflhrt.

Tabelle 7: Klinische Daten der nierengesunden Kontrollpersonen und chronisch niereninsufizienten CKD5
Probanden, die flir die Bestimmung der CBF Plasmakonzentrationen verwendet wurden

Variablen CKD-Patienten nierengesunde Signifikanz
Gewicht 73,18 £ 3,5 64,4 +4,9 n.s.

BMI 2477 £1,2 23,31+14 n.s.
Blutdruck (mmHg)

systolisch 155,5 £ 5,1 135,0£6,5 p>0,05 *
diastolisch 85,9 £ 3,91 75,0+£3,3 p>0,05 *
Kreatinin 6,72 £ 0,66 0,67 £ 0,04 p>0,001 ***
Hamoglobin 10,67 + 0,59 11,76 + 0,66 n.s.
Albumin 3,48 £ 0,14 3,17 £ 0,33 n.s.
Hamatokrit 0,33 £ 0,02 0,35+0,02 n.s
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Die Abbildung 18 zeigt, dass chronisch nierenkranke Patienten eine signifiqant niedrigere

Plasmakonzentration von CBF aufweisen als die nierengesunden Patienten.
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Abbildung 18: Die CBF-Konzentration in dem Plasma nierengesunder Kontrollpersonen und CKD-5 Pro-
banden (in nM, p<0,05, Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, n=10); p*<0,05; p**<0,001; p***<0,0001

4.3. Ergebnisse, Teil 2

4.3.1. Nebenniere
Nach der mechanischen Desintegration und Extraktion der Nebennieren wurde die chro-
matographische Aufarbeitung analog zum ersten Teil durchgeflhrt; beschrieben im Ab-

schnitt 4.3.

4.3.2. Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Entsalzung und Konzentrierung der Proben wurde eine praparative Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Die Proben wurden auf eine LiChroprepSaule aufgetragen.
Alle Fraktionen wurden mit dem Nierenperfusionstest, wie in dem Methodenteil unter Ab-
schnitt 3.5.6 beschrieben, auf ihre vasoregulierende Wirkung getestet. Die vasoregulie-

rende Fraktion ist in der Abbildung 19 mit dem Pfeil markiert.
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Abbildung19: Reversed-Phase-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Séule: LiChroprep RP
C18, 310 mm x 25 mm, Korngrésse 40-63 um, Firma Merck; Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussge-
schwindigkeit: 3 ml/min; X-Achse: Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative
Einheiten) Y-Achse rechts Leitféhigkeit (ms/min); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitféhigkeit (-)

4.3.3. Bioassay an der isoliert-perfundierten Rattenniere

Nach der Entnahme der Rattenniere aus dem Retroperitonealraum und dem Anschluss an
das perfusionssystem wurden die Fraktionen an der isolierten perfundierten Rattenniere
auf ihre vasoaktiven Eigenschaften analysiert. Die Fraktionen, die eine deutliche Verminde-
rung der Vasokonstriktion des Angiotensin |l bewirkten, wurden weiter chromatographisch

aufgetrennt.

4.3.4. Anionenaustausch-Chromatographie

Die vasoregulative Fraktion wurde nun einer weiteren Auftrennung durch die Anionenaus-
tausch-Chromatographie unterzogen. Die Probe wurde auf eine Superformance 16 Saule
mit dem Volumen von 150 ml gegeben.

Zur Entsalzung der lonen-Austauscher-Fraktionen wurde eine einstufige Reversed-Phase-
Chromatographie durchgefuhrt. Die Entsalzung wurde fur jeweils unterschiedliche Fraktio-
nen der Anionenaustausch-Chromatographie getrennt durchgefuhrt. Die Fraktionen wur-
den auf ihre Aktivitat mit dem Nierenperfusionstest untersucht. Die vasoregulative Sub-
stanz in der Anionenaustausch-Chromatographie ist in der Abbildung 20 gezeigt und mit

einem Pfeil markiert.
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Abbildung 20: Anionenaustausch-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Séule: Superformance
16 Séule, von 150 mi, der Firma Merck, Innendurchmesser 30 cm x 1,6 cm, gestopft mit Fractogel EMP
TMAE (M); Puffer A (20 mM K,HPO ,-Lésung) und Puffer B (20 mM K,HPO,in 1 M NaCl-Lésung) wurden mit
NaOH auf einen pH-Wert von 8 eingestellt; Flussgeschwindigkeit: 3 ml/min; X-Achse: Retentionszeit (min); Y-
Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten) Y-Achse rechts Leitfahigkeit (ms/min ); Kurvenle-
gende: UV-Absorbtion (-), Leitfdhigkeit (-)

4.3.5. Reversed-Phase-Chromatographie, Lineargradient

Zur weiteren Auftrennung der vasoregulativen Fraktionen wurde eine Reversed-Phase-
Chromatographie als Lineargradient durchgefuhrt. Dabei wurde eine Chromatographiesau-
le mit C4g Ketten verwendet. Die Fraktionen wurden mittels des Lineargradients weiter auf-

getrennt. Die aktive Fraktion ist in der Abbildung 21 gezeigt und mit dem Pfeil markiert.
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Abbildung 21: Reversed-Phase-Chromatogramm von dem Nebennierenkonzentrat (Sdule: Chromolith RP-
18e, 100 mm x 4,6 mm, Firma Merck), Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min;
X-Achse: Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten) Y-Achse rechts:
Leitféhigkeit (ms/min ); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitfdhigkeit (-)

4.3.6. Massenspektrometrie

4.3.6.1. MALDI - Massenspektrometrie
Die massenspektrometrische Analyse der Proben ist durch (MALDI-TOF-MS) durchgefuhrt

worden. Ein Aliquot der Probe wurde auf den MALDI-Target aufgetragen und mas-
senspektrometrisch analysiert. Die Analyse ergab ein intensives Signal, welches so inten-
siv nur in der vasoregulativ wirksamen Fraktion detektiert werden konnte; dargestellt in
Abbildung 22.
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Abbildung 22: MALDI-TOF-Massenspektrum der vasoregulativen Fraktion der Reversed-Phase-
Chromatographie als Lineargradient. Es wurde ein intensives Signal detektiert; mit der Masse 3901 Da.

Im weiteren Schritt wurde dieses Signal fragmentiert und mittels RapiDeNovo-3.0.1-
Sequenzierung (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) identifiziert, beschrieben in Ta-
belle 8 und dargestellt in Abbildung 23. Die Aminosauere Serin wurde dehydrolysiert de-
tektiert. Dadurch ergab sich die Masse des gesamten Peptides von 3901 Da, die tatsachli-

che Masse des identifizierten Peptides betragt 3919 Da.

Tabelle 8: Fragmentdarstellung des identifizierten Peptides aus dem Nebennierenkonzentrat

b-Fragmente Masse in Da y-Fragmente Masse in Da
o 1w _______ |s0r

b2 y34 3763,72

b3 y33

b4 y32

b5 586,22 y31 3444.,60

b6 701,25 y30

b7 830,29 y29 3200,53

b8 943,38 y28 3071,49
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b9

b10
b11
b12
b13
b14
b15
b16
b17
b18
b19
b20
b21
b22
b23
b24
b25
b26
b27
b28
b29
b30
b31
b32
b33
b34
b35

1030,41
1159,45
1258,55
1371,61
1500,65
1628,74

2082,90
2153,96
2283,00

2637,20

2966,35
3095,40
3194,46
3281,49
3368,53

3611,65
3682,69
3753,72
3882,76

y27
y26
y25
y24
y23
y22
y21
y20
y19
y18
y17
y16
y15
y14
y13
y12
y11
y10
y9
y8
y7
y6
y5
y4
y3
y2
y1

2742,33
2643,26
2637,20
2401,13
2273,04
2175,99

1818,86
1747,83
1618,78
1521,72
1393,64
1264,59
1165,52
1064,48
935,46
806,39
707,32
620,29
533,25
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y34 y29 y25y23 y21 yl6 yl4 yl2 yl0 y8 y6
y35_  y31 T y28 o y24 y22 y20 Y17 ylSyl3 yll y9 y7 y3

HSSY|EDELSEVILIEKPIND QA EPKEVIEEVSSKDAARE
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Abbildung 23: Mittels RapiDeNovo-Sequenzierung identifizierte Peptidsequenz der Fraktion mit der vasoak-
tiven Funktion im Nierenperfusionstest mit der detektierten molekularen Masse 3901 Da, markiert in der Ab-
bildung 22, und der tatsdchlichen molekularen Masse von 3919 Da.

Durch ein Datenabgleich mit der Mascot-Datenbank ergaben sich ein noch unbekanntes
Peptid aus dem Mutterprotein Chromogranin A, dargestellt in Abbildung 24. Das Peptid
mit der Masse 3919 Da (M+H)" und der Sequenz HSSYEDELSEVLEKPNDQAEPKEV-
TEEVSSKDAAE wurde Vasoconstriction Inhibiting Factor (VIF) genannt.

HSSY EDELSEMLEK  PNDQAEPKEV
TEEVSSKDAA E

Abbildung 24: Die Peptidsequenzen der detektierten Substanz aus dem bovinen Protein Chromogranin A
nach dem Datenabgleich mit der Mascot-Datenbank.
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4.3.6.2. Elektrospray-lonisations-Massenpektrometrie

Das MS-Signal wurde mittels FlUssig-Chromatography/Elektrospray-Massenpektrometrie
(ESI) Technik aufgenommen. Das Massensignal von 3901Da (M+H") (Abbildung 22) wies
ein dehydrolysiertes Serin auf, ein Phanomen, das wahrscheinlich durch die Probenvorbe-
reitung fur die Matrix unterstitzende Laserdesorptions-lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) aufgetretten ist. Durch die Messung mit der Elektrospray-lonisation-
Masspektrometrie konnte dieses Problem umgangen werden und die korrekte Masse des

Peptides von 3919 Da detektiert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: MS-ESI-Massenspektrum der vasoaktiven Fraktion mit der Masse 3919 Da, die in dem MAL-
DI-TOF-Massenspektrum mit dem Massensignal von 3901 Da detektiert worden ist.

4.3.7. Peptidsynthese
Das bovine VIF wurde automatisch durch die Festphasemethode mittels Standard Fmoc
Chemie im durchgehenden Flussmodus hergestellt. Die Reinigung des Peptids wurde mit-
tels preparativer HPLC durchgefihrt. Das aufgereinigte Peptid wurde lyophilisiert. Das
Peptid wurde mittels MALDI Massenpektrometrie charakterisiert'’®. Das Spektrum zeigte

die erwartete Masse (M + H").
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4.3.8. Bioassay an der isoliert- perfundierten Rattenniere

Die Abbildung 26 zeigt, dass das humane VIF-Peptid die Wirkung des Angiotensin Il
merklich mindert. Die obere Kurve stellt den Druckanstieg in der arteria renalis dar, der
durch die steigende Konzentration des eingespritzten Angiotensin Il sich verstarkt. Die
Kurve zeigt einen sigmoidalen Verlauf. Die untere Kurve zeigt die Dosiswirkungskurve des
Angiotensin Il in Gegenwart von VIF (10° mol/l), das vorab in die Perfusionsldsung gege-
ben worden war. Die Zugabe des VIF bedingt eine deutliche Verminderung der Vaso-

konstriktion des Angiotensin Il bei gleicher Konzentration.

—~ 200+

[@)]

T

£ 150

N

C

© 1001

Q

%

< 50

=~

(@) 04
-14

Konzentration (log M)

Abbildung 26: Die Vasokonstriktion durch das Angiotensin Il Peptid in Abwesenheit (o) und Anwesenheit (m)
des isolierte Peptides; Y-Achse: Perfusionsdruckanstieg in mmHg; X-Achse: Ansteigende Konzentration von
Angiotensin Il in log M; n=3

Im Anschluss wurde die stark vasokonstriktorisch wirkenden Substanz, Epinephrin getes-
tet, in Anwesenheit und Abwesenheit des VIF (Abbildung 27). Die Perfusion der isolierten
perfundierten Niere mit VIF bedingte, dass die vasokonstriktorische Eigenschaft des Epi-

nephrin ebenfalls deutlich gemindert wurde.
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Abbildung 27: Die Vasokonstriktion durch Epinephrin in Abwesenheit (o) und Anwesenheit (m) des VIF-
Peptides; Y-Achse:Perfusionsdruckanstieg in mmHg; X-Achse: Ansteigende Konzentration von Epinephrin in

log M; n=3

4.3.9. Extraktion aus dem humanen Plasma

Vollblut wurde CKD5-Patienten und gesunden Probanden entnommen und mit einem Pro-
teinaseinhibitor versetzt. Die Proben wurden deproteiniert und durch Zentrifugation von
dem Pellet befreit. Die Probenvorbereitung erfolgte wie im Abschnitt 3.5.15 beschrieben.

Der Uberstand der Probe wurde fiir weitere chromatographische Aufarbeitung bereitge-

stellt.

4.3.10. Reversed-Phase-Chromatographie

Zur weiteren Auftrennung der Proben wurde eine Reversed-Phase-Chromatographie als
Stufengradient durchgefihrt. Es wurde eine Chromatographiesaule mit C4g Ketten verwen-
det. Die Fraktionen wurden mittels eines Stufengradienten aufgetrennt. Die vasoregulative
Substanz wurde Anhand der Retentionszeit der Fraktion aus dem bovinen Nebennieren-

konzentrat bestimmt und gesammelt; gezeigt in der Abbildung 28 und mit dem Pfeil mar-

kiert.
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Abbildung 28: Reversed-Phase-Chromatogramm des humanen Plasmas (Séule: Chromolith RP-18e, 100
mm x 4,6 mm, Firma Merck; Eluent: 80% Acetonitril (ACN) in H,O; Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min; X-Achse:
Retentionszeit (min); Y-Achse links: UV-Absorption bei 280 nm (relative Einheiten), Y-Achse rechts: Leitfa-
higkeit (ms/min); Kurvenlegende: UV-Absorbtion (-), Leitfdhigkeit (-)

4.3.11. Elektrospray-lonisations-Massenpektrometrie

Das MS-Signal wurde mittels Flussig-Chromatographie/Elektrospray-Massenspektrometrie
(ESI) Technik aufgenommen. Die Analyse ergab ein Signal mit der Masse 3907 Da
(M+H)", dargestellt in Abbildung 29.
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Abbildung 29: ESI-Massenspektrum der Fraktion mit einem Effekt am Nierenperfusionstest nach der Rever-
sed-Phase-Chromatographie. Es wurde ein Signal detektiert; mit der Masse 3907 Da.
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In einem weiteren Schritt wurde das isolierte Peptid fragmentiert und mittels RapiDeNovo-

3.0.1- Sequenzierung (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) identifiziert, dargestellt in

Tabelle 9.

Tabelle 9: Klinische Daten der nierengesunder Kontrollpersonen und dialysepflichtiger Probanden, die fiir die
Bestimmung der CBF Plasmakonzentrationen verwendet wurden

b-Fragmente

b1
b2
b3
b4
b5
b6
b7
b8
b9
b10
b11
b12
b13
b14
b15
b16
b17
b18
b19
b20
b21
b22
b23
b24
b25

Masse in Da

673,15
802,15

1002,19
1131,64

1472,45
1586,43
1714,76

1888,64
2017,29
2087,44
2216,95

y-Fragmente

y35
y34
y33
y32
y31
y30
y29
y28
y27
y26
y25
y24
y23
y22
y21
y20
y19
y18
y17
y16
y15
y14
y13
y12
y11

Masse in Da

3350,04

2905,35

2677,19
2564,15

2192,87
2106,38
2019,23
1890,97

1449,47
1320,72
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b26
b27
b28
b29
b30
b31
b32
b33
b34
b35

3628,69

y10
y9
y8
y7
y6
y5
y4
y3
y2
y1

1150,06
1021,19

Durch ein Datenabgleich mit der Mascot-Datenbank ergab sich das entsprechende Peptid

aus dem Mutterprotein humanes Chromogranin A, dargestellt in Abbildung 30. Das Peptid
mit der Masse 3907 (M + H)" und der Sequenz HSGFEDELSEVLENQSSQAELKEA-

VEEPSSKDVME entspricht dem humanem Vasoconstriction Inhibiting Factor (VIF).

MRSAAVLALL
RGDERI LSI L
AHOOKKHSGR
VEEPSSKDVM
PQALPEPVMQE
TNTHPPASLP
VDREKGLSAE
EEAVPEEEGP
RSEALAVDGA
QOKEEEEEMA
RL SKEWEDSK
(EEEEDNRDS
RRGWRPSSRE
EEGSANRRPE
LQALRRC

LCAGQVTALP  VNSPMNKGT
RHONLLKELQ  DLALQGAKER
EDELSEVLEN  QSSQAELKEA
EKREDSKEAE ~ KSGEATDGAR
SKAEG\NQAP  GEEEEEEEEA
SQKYPGPQAE  GDSEQ_SQGL
PONQAKREEE ~ EEEEEEAEAG
TWLNPHPSL  GYKEI RKGES
GKPGAEEAQD  PEGKGEQEHS
WPQA.FRGG  KSGELEQEEE
RVWBKMDQLAK  ELTAEKRLEG
SMKLSFRARA  YGFRGPGPQL
DSLEAGLPLQ VRGYPEEKKE
DQELESLSAI  EAELEKVAHQ

Abbildung 30: Die Peptidsequenzen des identifizierten Peptides nach dem Datenabgleich mit der Mascot
Datenbank aus dem humanen Protein Chromogranin A.
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4.3.12. Peptidsynthese

Das humane VIF wurde automatisch durch die Festphasemethode mittels Standard Fmoc
Chemie im durchgehenden hergestellt. Die Reinigung des Peptids wurde mittels preparati-
ver HPLC durchgefuhrt. Das gereinigte Peptid wurde lyophilisiert. Das Peptid wurde mittels
MALDI-Masspektroskopie charakterisiert'’®. Das Spektrum zeigte die erwartete Masse

(M+H").

4.3.13. Bioassay an der isoliert-perfundierten Rattenniere

Das synthetisierte Peptid wurde nun an der isolierten und perfundierten Niere getestet.
Abbildung 31 zeigt, dass die Wirkung des Angiotensin Il merklich durch das humane VIF-
Peptid gemindert wurde. Die obere Kurve stellt den Perfusionsdruckanstieg in den Gefa-
Ren und damit den Grad der Vasokonstriktion dar, die durch die steigende Konzentration
des eingespritzten Angiotensin Il sich verstarkt. Die Kurve zeigt einen sigmoidalen Verlauf.
Die untere Kurve zeigt die Dosiswirkungskurve des Angiotensin Il in Gegenwart von huma-
nem VIF (10 mol/l), das vorab in die Perfusionslésung gegeben worden war. Die Zugabe
des VIF bedingt eine deutliche Verminderung der Vasokonstriktion des Angiotensin Il bei

der gleichen Konzentration.
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Abbildung 31: Die Vasokonstriktion durch das Angiotensin Il Peptid in Abwesenheit (o) und Anwesenheit (m)
des VIF-Peptides; Y-Achse: Perfusionsdruckanstieg in mmHg; X-Achse: Ansteigende Konzentration von An-
giotensin Il in log M; n=3
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Im Anschluss wurde die stark vasokonstriktorisch wirkenden Substanz, Epinephrin getestet
in Anwesenheit und Abwesenheit des humanen VIFs getestet (Abbildung 32). Die Perfu-
sion der isolierten perfundierten Niere mit VIF bedingte kein Unterschied in der vaso-

konstriktorischen Wirkung des Epinephrins. Alle weitere Versuche wurden aus diesem
Grund mit Angiotensin Il durchgefihrt.
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Abbildung 32: Die Vasokonstriktion durch Epinephrin in Abwesenheit (o) und Anwesenheit (m) des VIF-
Peptides; Y-Achse: Perfusionsdruckanstieg in mmHg; X-Achse: Ansteigende Konzentration von Epinephrin in

log M; n=3

4.3.14. Einfluss des L-NAME auf die Wirkung des VIF

Zum Ausschluss der VIF-Wirkung durch die endothelabhangige NO-Aktivitat, wurde die
Niere mit 10°> M L-NAME fiir 15 min perfundiert. L-NAME blockiert die endothelabhingige
NO-Freisetzung. Abbildung 33 zeigt eine starkere Vasokonstriktion durch Angiotensin Il in

Anwesenheit des L-NAME, als in seiner Abwesenheit.
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Abbildung 33: Die Vasokonstriktion des Angiotensin Il Peptides in Abwesenheit (o) und Anwesenheit (o) von

L-NAME; Y-Achse: Druckanstieg in mmHg; X-Achse: Ansteigende Konzentration von Angiotensin in log M;
n=3

Der Versuch wurde fortgesetzt, indem Angiotensin Il in den Kreislauf unter Perfusion mit L-
NAME injiziert wurde und die Druckveranderung beobachtet wurde; dasselbe wurde unter
der zusatzlichen Perfusion mit dem Peptid VIF wiederholt. Der Druckanstieg des Angioten-
sin Il mindert sich jedoch in Anwesenheit des VIF-Peptides trotz der Inhibition des NO-
Pathways. Die Abbildung 34 zeigt, dass die Dosiswirkungskurve des Angiotensin Il in An-
wesenheit des VIF in der Perfusionslosung deutlich unterhalb der Dosiswirkungskurve des
Angiotensin Il in Abwesenheit von VIF in der Perfusionslosung liegt; auch in Gegenwart
von L-NAME.
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Abbildung 34: Die Vasokonstriktion des Angiotensin Il Peptides in Anwesenheit des L-NAME und Abwesen-
heit (o) und Anwesenheit (m) des VIF-Peptides; Y-Achse: Perfusionsdruckanstieg in mmHg; X-Achse: Anstei-

gende Konzentration von Angiotensin in log M; n=3

4.3.15. Plasmakonzentrationsuntersuchungen des VIF

In einem weiteren Schritt wurde die Plasmakonzentration des neuen identifizierten Pepti-
des VIF mittels Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie Technick bei chronischen
niereninsufizienten Patienten im Stadium 5 und nierengesunden Patienten gemessen und
quantifiziert. Die Konzentration der Peptide wurde mittels Erstellung der Kalibrierkurven
bestimmt und zwischen den CKD 5 Patienten und Nierengesunden verglichen. Die klini-
schen Daten der Patienten sind in der Tabelle 7 aufgefuhrt. Abbildung 35 zeigt, dass die

Plasmakonzentration von VIF bei den chronisch nierenkranken Patienten tendenziell er-

hoht ist.
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Abbildung 35: Die VIF-Konzentration in dem Plasma nierengesunder Kontrollpersonen und CKD5 Patienten
(in uM, p<0,05, Mittelwertt Standardfehler des Mittelwertes, n=10); p*< 0,05; p**< 0,001; p***< 0,0001

44. Ergebnisse Teil 3

4.4.1. Bioassay an der isoliert-perfundierten Rattenniere

Die Versuche mit dem CBF-Peptid an der isolierten perfundierten Niere ergaben keine Er-

gebnisse.

4.4.2. Kalzifizierungsbioassay an den Aortensegmenten

Das Bioassay wurde in Abhangigkeit des identifizierten Peptides VIF wie im Abschnitt
4.2.1 durchgefuhrt.

4.4.3. Kalzifizierungsbioassay

Der Kalziumgehalt im Gewebe wurde mittels QuantiChrom™ Calcium Assay Kit entspre-
chend dem Herstellerprotokoll quantifiziert wie im Abschnitt 4.2.2 beschrieben. Die Ca**
Konzentration im Kalzifizierungsmedium (Zugabe von BGP und NaH,;PO,) inkubierter Aor-
tasegmente, ist signifikant in Anwesenheit der isolierten Peptides VIF gesunken im Ver-
gleich zu den im Kalzifizierungsmedium inkubierter Aortasegmente ohne die Zugabe des
isolierten Peptides. (BGP: 145,7 + 8,3 vs. BGP + VIF: 81,95 £ 10,3; NaH,PO4: 108 + 10,6
vs. NaH,PO, + VIF: 65,3 +0.006625; in nmol Ca**/gGewebe; n=6), (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Ca **_Konzentration der Aortasegmente (in nmol/g Aorta), inkubiert im Kalzifizierungsmedium
mit Betaglycerolphosphat (BGP)oder NaH.PO,, in Abwesenheit und Anwesenheit des VIF Peptides. p*<
0,05; p**< 0,001; p***< 0,0001

4.4.4. Histochemische und immunohistochemische Analyse

Fur die histochemische und immunohistochemische Analyse wurden die Schnitte zum ei-
nen mit von Kossa gefarbt, zum anderen mit Antikbrpern behandelt. In Abbildung 39 sind
die Farbungen dargestellt.

Die von Kossa Férbung zeigt in Abbildung 39 A schwarz gefarbte Kalziumeinlagerungen
in den Kalzifizierungskontrollen, markiert mit Pfeilen; daneben weisen die Schnitte mit dem
Zusatz des Peptides VIF keine sichtbaren Kalziumeinlagerungen auf. Die Antikorper-
Anarbung zeigt in Abbildung 39 B-D, linkes Bild deutliche Fluoreszenzsignale fur Kalzifi-
zierungsmarker wie FGF-23, Osteopontin und Osteocalcin in den Kalzifizierungskontrollen.
Die Segmente, denen das Peptid VIF zugegeben wurde, weisen eine deutlich geringere

Fluoreszenzintensitat auf (Abbildung 39 B-D, rechtes Bild).
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Osteopontin FGF23 von Kossa

Osteocalcin

Positivkontrolle in Anwesenheit
von VIF

Abbildung 37: Representative immuno- und histochemische Abbildungen der Aortasegmente: A)Von Kossa-
Farbung; B) FGF-23-Anfarbung; C)Osteopontin-Anfdrbung; D )Osteocalcin-Anférbung nach der Inkubation in
Abwesenheit des VIF (linkes Bild), und in Anwesenheit des VIF (rechtes Bild)
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5. Diskussion

5.1. Vaskuladre Kalzifizierung und kardiovaskulédre Mortalitét

Vaskulare Kalzifizierung ist ein essentieller Prozess fur das Fortschreiten der kardiovasku-
laren Erkrankungen mit Folge einer erhohter Mortalitat, sowohl in der Allgemeinbevolke-

rung als auch in den CKD-Patienten'""

. Studien belegen, dass sowohl inhibierende als
auch induzierende Mediatoren in den Prozess der vaskularen Kalzifizierung involviert
sind""".

Gleichgewichtstorungen zwischen diesen inhibierenden und induzierenden Mediatoren
konnen durch Verletzungen des Endothels oder diverse Krankheitsbilder verursacht wer-
den, die letzendlich zur Kalziumeinlagerungen in der GefaRwand fiihren'®'. Ein Beispiel
hierfur sind Glukokortikoide, welche die osteogenetische Differenzierung der vaskularen
glatten Muskelzellen induzieren und dadurch die vaskulédre Kalzifizierung vorantreiben'®.
Auch zeigen Studien, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Cushing Syndrom und

den kardiovaskularen Erkrankungen, unter anderem auch vaskularer Kalzifizierung, gibt'®.

Endogene Glukokortikoide werden von der Nebenniere freigesetzt'*.

In Anlehnung an diese Daten und der Tatsache, dass die Nebenniere ein bedeutsames
Drusenorgan ist, lag dieser Arbeit die Hypothese zugrunde, dass noch unbekannte Media-
toren, sowohl mit inhibierenden als auch mit induzierenden Eigenschaften aus der Neben-
niere sezerniert werden konnten. Die Kalzifizierung der Media ist unabhangig von den
artherosklerotischen Plaques und einer Inflammation des Endothels?®. Die genaue Pa-
thophysiologie der Mediakalzifizierung ist noch weitgehend unbekannt. Die Mediakalzifizie-
rung betrifft neben den grolien Gefalden, wie der Brustaorta, auch vorwiegend kleine Ge-
faRe und ist mit verminderter GefaRelastizitat assoziiert’” 2. Die Lokalisation der Kalzifi-
zierung ist vorwiegend in den elastischen Laminae und den glatten Muskelnzellen der Me-
diaschicht®'®. Bezeichnend fiir die Mediakalzifizierung ist, dass sie im spateren Stadium
der Intimakalzifizierung, durch den Ubergriff des Kalzifizierungsprozesses auf die glatte
Muskulatur oder aber auch unabhangig von der Anwesenheit von inflammatorischen Zellen
und Lipidzellen, die fur die Entwicklung der Intimakalzifizierung unentbehrlich sind, vor-

kommit.
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5.2. Diskussion der Methodik

Die Auswahl des bovinen Nebennierengewebes erfolgte aus ethischen Grinden, da es
unmaglich und ethisch nicht vertretbar war gentigend Aufarbeitungsmaterial aus humanem
Gewebe zu bekommen. Des Weiteren konnten die bovinen Nebennieren, fur die chroma-
tographische Aufreinigung unter idealen Bedingungen entnommen werden. Aulerdem war
das bovine Gewebe in ausreichend grof’en Mengen leicht in den Schlachthdfen zu be-
kommen, so dass genudgend Substanz fur die Aufarbeitung vorhanden war. Die chroma-
tographische Auftrennung richtete sich nach vorher stattgefundenen Pilotversuchen in de-
nen die optimale Kombination der unterschiedlichen Chromatographieschritte ermittelt wur-
de. Im ersten Schritt erfolgte die Reversed-Phase-Chromatographie. Da diese auf hydro-
phoben Wechselwirkungen basiert, wurde das Substanzgemisch mit einem lonenpaarrea-
genz (TFA) neutralisiert. Durch die Bildung der lonenpaare wurde eine gute Bindung an die
Reversed-Phase-Saule gewahrleistet. Acetonetril wurde zur Eluation verwendet. Durch die
nachfolgende Lyophilisierung wurden die Lésungsmittel verdampft, so dass keine stdren-
den Faktoren die Bioassays beeinflussen konnten, da z.B. Acetonetril auf die isolierte per-
fundierte Niere toxisch wirkt. Gleichzeitig erfolgt in diesem Chromatographieschritt eine
Entsalzung, was ebenso fur die physiologischen Bioassays von essentieller Bedeutung ist,
da hohe Salzkonzentrationen im Kalzifizierungsbioassay den Kalzifizierungsprozess stark
stimulieren. Dies wurde in Pilotversuchen bei Inkubationen der Aortasegmente mit NaCl
und MgCl, nachgewiesen''®. Auch am Nierenperfusionstest verfilschen hohe Salzkonzent-
rationen die Ergebnisse. Beide Peptide eluierten in der 40% Fraktion. Zu weiteren Aftren-
nung wurde die lonenaustauschchromatographie gewahlt, um die anionischen Substanzen
von den kationischen zu trennen. Sowohl das CBF als auch VIF erwiesen sich als anioni-
sche Substanzen. Da bei dieser Methode mit hohen Salzkonzentrationen gearbeitet wird
wurde im Anschluss eine Reversed-Phase-Chromatographie durchgefuhrt, um die Proben
fur den Test an den physiologischen Bioassays vorzubereiten. Da die Probe sich weiterhin
nicht als homogen erwiesen haben, wurde eine Reversed-Phase-Chromatographie mit ei-
nem langen Lineargradienten gewahlt. Da nach diesem Aufarbeitungsschritt die Proben
massenspektrometrisch gemessen wurden, war der erneute Entsalzungsschritt sehr nitz-

lich, da sogar geringe Salzmengen die lonisationsfahigkeit der Substanzen beeintrachtigen
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und zu verrauschten Spektren fuhren, sodass eine Detektion korrekter Signale und deren
Identifikation sehr erschwert wird.
Der Bioassay zur Kalzifizierung wurde im Rahmen der Studie zu den kalzifizierungsinhibie-

renden Eigenschaften des Magnesiums'*®

etabliert. Das Model der Aortasegmente wurde
dem der glatter Muskelzellen vorgezogen, weil die Gefalkarchitektur so erhalten bleibt und
der in vitro Versuch so weit wie moglich die physiologischen Gegebenheiten imitieren soll-
te. Auf die Zugabe des fetalen Serums wurde verzichtet, da es zu einer starken Proliferati-
on der glatten Muskulatur fiihrte''®. Der Assay an der isolierten und perfundierten Niere
wurde ebenso in Pilotversuchen etabliert und den physiologischen Gegebenheiten so weit
wie mdglich angeglichen. Nach dem die Substanzen getestet worden waren, wurden sie
Massenspektrometrisch untersucht und identifiziert. Im weiteren Schritt wurden die Bioas-
says mit den synthetischen Peptiden wiederholt, um sicherzustellen, dass das richtige Pep-
tid identifiziert wurde und es in der synthetischen Variante die gleichen Eigenschaften be-
sitz.

Um bei der massenspektrometrischen Untersuchung die Abweichungen zu detektieren und
den Substanzverlust berechnen zu kdénnen, wurden den Proben ein interner Standard,
Gluthation zugesetzt. Die ldentifizierung erfolgte mittels RapiDeNovo-3.0.1- Sequenzierung
(Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland). Hierbei wird die Aminosauerensequenz rein
rechnerisch anhand der vorhandenen Fragmente ermittelt, ohne eine Datenbankabfrage
durchzufuhren. Um das Ergebnis zu bestatigen wurde dadraufhin ein Datenabgleich mit

der Mascot-Datenbank (Matrix Science, UK) durchgefuhrt.

5.3. Chromogranin Peptide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Chromogranin A Peptide identifiziert: das CBF, wel-
ches eine inhibierende Wirkung im Prozess der vaskularen Kalzifizierung aufweist, und das
VIF, das aul3er der inhibierenden Wirkung im Prozess der vaskularen Kalzifizierung auch in
die Regulation des Vasotonus eingebunden ist und die Konstriktionspotenz des Vaso-
konstriktors Angiotensin Il deutlich mindert. Chromogranin wird aus sekretorischen Zellen
aus verschiedenem Gewebe, aus neuronalem, neuroendokrinem oder endokrinem Gewe-
be''* sezerniert. Dieses Protein ist als Tumormarker-Protein beschrieben'”®. Der Einfluss

auf kardiovaskulare Erkrankungen wie essentielle Hypertonie und Arteriosklerose ist nur
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ansatzweise bekannt''®. Chromogranin A ist das Vorlauferprotein fiir eine Anzahl von bio-
logisch aktiver Peptide, wie z.B. Vasostatin-l (humanes CHGA 1-97)"""""'° vasostatin-II
(humanes CHGA 1-113)"% 120 ynd Catestatin (humanes CHGA 352-372)""": 2! die eine
regulatorische Funktion in kardiovaskularen Erkrankungen haben. Sowohl Vasostatin | als
auch Vasostatin Il inhibieren die Vasokonstriktion in isolierten humanen GefaRen'?%. Va-
sostatin | ist ein Gegenregulator im adrenergvermittelten kardialen Inotropismus'?®. Wah-
rend die Chromogranin A Konzentration bei den Patienten mit essentieller Hypertonie hoch
ist, ist gleichzeitig die Catestatin Konzentration im Vergleich zu Kontrollgruppe erniedrigt'?.
Da schon in den frihen Stadien der Erkrankung die Patienten erniedrigte Catestatin-
Plasmaspiegel aufweisen, ist davon auszugehen, dass Catestatinmangel einen Einfluss

t'25. Weiterhin wirkt Catestatin als ein Inhibitor fiir die

auf die Genese der Hypertonie ha
Freisetzung der Katecholamine und ist ein potenter Vasodilatator'*® '?”. Sowohl Vasostatin
als auch Catestatin haben antimikrobiotische Eigenschaften gegen spezielle Mikroorga-
nismen'?®. Als Chromogranin A Peptide wurden erstmalig im Rahmen dieser Arbeit das
CBF und VIF Peptid aus der bovinen Nebenniere isoliert und identifiziert und zeigten einen
in-vitro inhibierenden Effekt auf die vaskulare Kalzifizierung bzw. das VIF auch auf die
vaskulare Konstriktionsregulation. Daruberhinaus haben wir mittels chromatographischer
und mass-spektrometrischer Methoden das humane CBF und VIF aus dem humanen
Plasma isoliert und identifiziert werden. Auch das humane CBF und VIF zeigten in-vitro
einen inhibierenden Effekt auf die vaskulare Kalzifizierung und das humane VIF auch auf
die vaskulare Konstriktionsregulation. Allerdings war die vasoregulatorische Wirkung des
humanen VIF nur auf die vasokonstriktive Potenz des Angiotensin |l beschrankt, wobei das

bovine VIF auch Epinephrins vasokonstriktive Potenz deutlich minderte.

5.4. Kalzifizierungsparameter

Der kalzifizierungsinhibierende Effekt der isolierten und identifizierten Chromogranin A
Peptide wird durch die erniedrigten Expressionen von FGF23, Osteopontin und Osteocal-
cin bestatigt. CBF und VIF vermindern die Transdifferenzierung der vaskularen glatten
Muskelzellen in Osteoblasten ahnliche Zellen. Der Transdifferenzierungsprozess ist eine
der Ursachen fur den Ummodulierungsprozess der vaskularen GefalRwand, welcher im

Phanotyp der GefaRkalzifiizierung sichtbar wird"?°.
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Die Funktion des FGF-23 dabei ist stark umstritten. Einerseits wird FGF-23 als eine sekun-
dare Erscheinung der Stérungen im metabolischen Knochen- und Mineralhaushalt, vor al-
lem bei CKD Patienten, diskutiert'*’. Allerdings zeigen andere Studien, dass FGF-23 als
zentraler Faktor in der vaskularen Kalzifizierung eine groRe Rolle spielt: FGF-23 inhibiert
die Calcitriolproduktion und erniedrigt die intestinale Phosphatabsorption™" 32, Weiterhin
ist FGF-23, durch Induktion von Phosphaturie und Blockade der tubuldren Phosphatresorb-
tion', in die physiologische Regulation des Phosphatserum-Levels eingebunden. FGF-23
unterdriickt aktiv die Sekretion von PTH™*, wodurch der Entwicklung des sekundaren Hy-
perparathyroidismus bei den CKD-Patienten entgegen gewirkt wird. Sekundarer Hyperpa-
rathyroidismus ist wesentlich fiir die Entwicklung der vaskularen Kalzifizierung'*. FGF-23
kompensiert offenbar durch die Regulierung des Serumphosphatlevel das Nierenversagen,
deshalb wird FGF-23 auch als ,neues phosphaturische Hormon“ genannt'®. Der vaskulére
Kalzifizierungsprozess ist mit dem Ossifikationsprozess des Knochen zu vergleichen, be-
ruhend auf der Umwandlung der vaskularen glatten Muskelzellen in Osteoblasten ahnliche

Zellen ™

® und die daraus folgende Ossifizierung der GefdRwand in Form von Kalzifizie-
rung. Da das FGF-23 auch in den Kalklasionen der Gefalde detektiert werden konnte, kann
vermutet werden, dass die Kalzifizierung der Gefalle dem Ossifikationsprozess im Kno-
chen ahnelt. In der vorliegenden Arbeit war die FGF-23 Detektion in den Aortensegmenten,
die in Anwesenheit von CBF und VIF behandelt wurden deutlich geringer als in den im Kal-
zifizierungsmedium inkubierten Positivkontrollen. Die FGF 23 Expression ist offenbar in die
Regulation des Knochen- und Mineralmetabolismus eingebunden, somit ist eine erniedrigte
FGF-23 Expression als Folge des verringerten Kalzifizierungsprozesses zu sehen.

Wahrend der Umwandlung der vaskularen glatten Muskelzellen in Osteochondrozyten- und
Osteoblasten-ahnliche Zellen werden Osteopontin und Osteocalcin exprimiert. Wahrend
nicht phosphoryliertes Osteopontin einen fordernden Einfluss auf den Kalzifizierungprozess
hat, wird phosphoryliertes Osteopontin als inhibitorisch angesehenm. Die erhdhte Osteo-
pontin- und Osteocalcinexpression ist ein Indikator fur die fortschreitende Umwandlung der
vaskularen glatten Muskelzellen in Osteoblasten ahnliche Zellen und damit fur vaskularer
Kalzifizierung™® ', Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Expres-

138; 139

sion des Osteopontins in Anwesenheit des CBF und VIF Peptides erheblich gemin-

dert ist, somit inhibieren offensichtlich diese Peptide die Entstehung der Hydroxyapatit-
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Kristalle. Ebenso ist auch Osteocalcin-Expression in Anwesenheit der beiden Peptide ge-
mindert. Diese Erkenntnisse lassen insgesamt die Schlussfolgerung zu, dass CBF und VIF
sowohl die Umwandlung der vaskularen glatten Muskelzellen in Osteoblasten ahnliche Zel-

len verhindern als auch die Formierung von Hydroxyapatit-Kristalle mindern.

5.5. Cbhfat

Core binding factor a 1 (Cbfa1) ist in den Umwandlungsprozess der vaskularen glatten

140 141 Cpfat ist vor allem in

Muskelzellen in Osteoblasten ahnliche Zellen eingebunden
Anwesenheit von Betaglycerolphosphat (BGP)*® und in der kalzifizierten Media und Intima
der Gefalle der CKD Patienten, die sich einer Nierentransplantation unterzogen haben,
hochreguliert anzutreffen*°.

Insgesamt ist Cbfat ein zentraler Faktor im Umwandlungsprozess der VSMC in Oste-
oblasten ahnliche Zellen. Cbfa1 ist in Erkrankungen wie Diabetes oder Arteriosklerose, die
stark mit vaskularer Kalzifizierung assoziiert sind, hochreguliert'*?. Die Bedeutung des
Cbfa1 fur den Kalzifizierungsprozess wird ersichtlich aus der betreffenden Tierstudien an
Mausen, die eine homozygote Mutation im Cbfa7-Lokus aufwiesen. Diese verstarben nach
der Geburt wegen des Fehlens der Ossifizierung des Skellettsystems'. In weiteren Stu-
dien wurde Cbfa1 als der Schlusselregulator fur die Osteoblastenreifung in in vitro und in
vivo Studien durch Behandlung der Knochenmarkstammzellen mit cbfa1/osf2 Genen be-
legt'**. Andere Studien zeigen eine Hochregulation des Cbfa? und Osteocalcins in kalzifi-
zierten Arterien von CKD Patienten, jedoch keine Hochregulation in nicht kalzifizierten Ge-
faBen'*. Zusammenfassend ist Cbfa? ein regulatorischer Faktor der vaskuldren Kalzifizie-
rung 4.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die neuen Chromograninpeptide
CBF und VIF die dem Cbfa1 nachgeschalteten Proteine Osteopontin und Osteocalcin her-
unter regulieren und somit dem Risiko der Entwicklung koronarer Herzerkrankungen ent-
gegen wirken. Es kann vermutet werden, dass die Peptide direkt in die Regulation des
Cbfa1 eingebunden sind und Core binding factor a 1 runterregulieren, wodurch der Kalzifi-

zierungsprozess gemindert wird.
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5.6. Bedeutung des Angiotensins

Die Mediakalzifizierung, friher als Monckebergsclerose bekannt, ist ein aktiver Umwand-
lungsprozess der glatten Muskelzellen zu Osteoblasten ahnlichen Zellen. Der Pathome-
chanismus ist jedoch nicht ganzlich bekannt'’. Es gibt jedoch Hinweise, dass vasoaktive
Substanzen wichtige Regulatoren in diesem Prozess sind. Physiologisch vorkommende
Peptide wie Endothelin-1 und Urotensin Il sind beispielsweise Promoter der vaskularen
Kalzifizierung, wahrend Adrenomedullin und ,C-type natriuretische Peptid“ die Kalzifizie-
rung inhibieren'*® 4% 150 Dje Bedeutung des potenten vasoaktiven Angiotensin Il Peptides
wurde bis jetzt in diesem Zusammenhang nicht hinreichend geklart. Eine neue Studie
zeigt, dass Angiotensin |l die NAD(P)H-oxidase Aktivitat induziert und dadurch zellulare
Sauerstoffradikale, reactive oxygene species, (ROS) erhoht™!, ROS seinerseits stimuliert
den im Abschnitt 5.4 beschriebene Osteoblasten Transkriptionfaktor Runx2/Cbfa1, was
zur Vasomodulierung in der glatten Muskulatur fiihrt'®2. Durch die Blockade des Renin—
Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) durch Pharmaka, konnte die kardiovaskulare
Mortalitat in Risikopatienten gesenkt werden, ohne dass der Blutdruck verandert wur-
de™®3 194155136 "\yas die Vermutung nahe legt, dass das RAAS nicht nur in der Blutdruck-
regulation von Bedeutung ist, sondern auf anderem Weg zur kardiovaskularen Mortalitat
Beitrag leistet, z.B. durch vermehrte Kalkablagerungen in der Media durch Hochregulie-
rung des Transkriptionfaktors Runx2/Cbfa1. Ebenso konnte gezeigt werden, dass in den
Kalkablagerungen der Media vermehrt, nach der Umwandlung der glatten Muskelzellen in
Osteoblasten, eine erhohte AT1-Rezeptoren Expression stattgefunden hat'"'>". AT1 Re-
zeptoren sind fur die Signalvermittlung des RAAS essentiell. Durch Angiotensin-Renin Blo-
cker ist es gelungen, die Mediakalzifizierung signifikant zu senken und damit die vaskulare
Modulierung zu beeinflussen'’. Das Renin-Angiotensin-System ist fiir die Entwicklung der
Arteriosklerose relevant. In dieser Hinsicht kann die Wirkung des VIF relevant sein, da es
ein potenter Kalzifizierungsinhibitor ist und selektiv die Wirkung des Vasokonstriktors Angi-
otensin Il mindert. Die Vermutung, dass VIF durch die Inhibierung der AT1 Rezeptoren
wirkt ware in weiteren Studien zu untersuchen. Auch die Rolle der AT2-Rezeptoren in die-
ser Hinsicht ware zu untersuchen. Es kann vermutet werden, dass VIF durch die partielle
Inhibierung der AT1- Rezeptoren und Stimulierung der AT2-Rezeptoren seine gefasspro-

tektive Wirkung entfaltet. Des Weiteren sollte in diesem Zusammenhang den in die Ent-
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wicklung der Hypertonie involvierter Faktoren mehr Beachtung geschenkt werden in Hin-
sicht auf GefalRschadigung und daraus entstehende vaskulare Kalzifizierung. Im Anfangs-
stadium der Hypertonie wurde bei Patienten ein erhohtes Herzauswurfvolumen, aber nor-
maler peripherer Widerstand gemessen, d.h. der erhdhte Blutdruck wird vor allem durch
sympathische Uberaktivitat verursacht. Die Erhéhung des peripheren Widerstandes wird
dann als Regulationsmechanismus vom Organismus eingesetzt, um dem steigenden Blut-
druck entgegen zu wirken. Halt dieser Zustand lange an, kommt es zur Remodulierung der
Arteriolenwande®. Damit ist der Prozess einer sich entwickelnden vaskularen Kalzifizie-
rung durch Vasokonstriktoren initiiert. Da es bei anhaltendem Stress zur sympathischen
Uberaktivierung des Organismus kommt, wird Stress als einer der Griinde genannt, der
diesen Mechanismus initiiert'*®. Bei erhéhtem andauernden Stress kommt es wiederum zur
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems. Es scheint eines der potentesten endokrinen
Systeme zu sein, das vom Organismus zur Kontrolle des Blutdruckes eingesetzt wird"®.
Renin wird aus dem juxtaglomerularen Apparat der Niere freigesetzt, wenn die Niere bei-
spielsweise mangelhaft durchblutet wird oder eine Ischamie vorliegt. Renin metabolisiert
Angiotensinogen in das nicht-vasoaktive Angiotensin |, das in der Lunge durch das Angio-
tensin-Konvertierungsenzym (ACE) in vasoaktives Angiotensin Il umgewandelt wird. Des
Weiteren begunstigt Angiotensin |l die Sezernierung von Aldosteron aus der Nebenniere,
welches die Salz- und Wasserretention regelt’®” '®". Die Studie von Weiss et al. zeigt, dass
apoE-defiziente Mause unter normaler Diat und Angiotensin Il Zufuhr signifikant starkere
Gefalkalzifizierungen aufwiesen als die Kontrollgruppe oder eine Gruppe mit atherogenen
Diat®. Mause mit atherogener Dit und Angiotensin Il entwickelten eine sehr aggressive
voranschreitende, starke Form der vaskularer Kalzifizierungeo. Parallel wurde eine Norepi-
nephrin induzierte Hypertonie untersucht. Die vaskulare Kalzifizierung war deutlich schwa-
cher ausgepragt als in den Angiotensin-ll-Induziert hypertonen Ratten. Die Entwicklung der
GefalRkalzifizierung ist somit nicht auf den mechanischen Effekt des Bluthochdruckes zu-
riick zufiihren, sondern primar auf spezifische humorale Effekte des Angiotensin 11'®2. Die
Aktivierung der NADPH-Oxidase glatter Muskelzellen spielt diesbezlglich eine besondere
Rolle®®. Da VIF vor allem den angiotensininduzierten Bluthochdruck vermindert und die
vaskulare Kalzifizierung mindert, konnte es in der Behandlung der betreffenden Patienten-

gruppen bedeutend sein.
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5.7. Klinische Bedeutung

Um die in vitro Ergebnisse zu validieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit die Plasma
Konzentration des CBF und VIF in nierengesunden und terminal niereninsuffizienten Pati-
enten bestimmt. Da Antikorper fur die zwei Peptide gegenwartig nicht zu Verfiugung stehen
wurden die betreffenden Plasmaspiegel mittels chromatographischer Aufreinigung und
massenspektrometrischer Messmethoden bestimmt. CKD Patienten hatten signifikant nied-
rigere Plasmalevel vom CBF Peptid als Nierengesunde (Abbildung 18). Die terminal Nie-
reninsuffiziente haben jedoch tendentiel hohere VIF Plasmaspiegel als die Nierengesun-
den (Abbildung 37). Da vaskulare Kalzifizierung eine der wichtigsten Ursachen fur die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen und die spatere Mortalitat in den betroffenen
Risikogruppen darstellt, konnte die Funktion der zwei Peptide CBF und VIF zur Verbesse-

rung der Lebenserwartung und -qualitat beitragen.
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6. Zusammenfassung

Vaskulare Kalzifizierung kommt bei den terminal niereninsuffizienten Patienten deutlich
haufiger als bei der Normalbevdlkerung vor. Einer der wichtigsten Risikofaktoren hierbei ist
die Hypertonie. Studien zeigen, dass vaskulare Kalzifizierung von inhibierenden Biomole-
kilen wie Pyrophosphat und den Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23) vermindert wird.
Auch Senkung des Bluthochdruckes wirkt praventiv in Hinsicht auf die Entwicklung der
vaskularen Kalzifizierung. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Isolierung und Identifizierung
zweier neuer unbekannter Peptide: des Calcification Blockung Factor (CBF) und des Va-
soconstriction Inhibiting Factor (VIF). Vorwiegend aus der Nebenniere sezerniert und als
ein Bestandteil des humanen Plasmas, weisen beide vasoprotektive Eigenschaften im
Ummodulierungsprozess der Gefallwand, typisch fir den durch erhdhte Phosphat und
Kalziumlevel induzierten Kalzifizierungsprozess, auf. Diese Form der Kalzifizierung ist be-
sonders haufig unter terminalen Niereninsuffizienten anzutreffen.

Die Peptide wurden aus den bovinen Nebennieren isoliert und mittels unterschiedlicher
chromatographischer Techniken bis zur Homogenitat aufgereinigt. Nach dem Screening
der Fraktionen durch den Kalzifizierungsbioassay, bzw. Nierenperfusionstest wurden die
relevanten Fraktionen mittels unterschiedlicher massenspektrometrischer Techniken identi-
fiziert. Mittels RapiDeNovo-Sequenzierung und nachfolgendem Mascot-Datenabgleich
wurde der ,Calcification Blockung Factor® (CBF) mit der bovinen Sequenz: LE-
GEEEEEEDPDRSMRLSF und der humanen Variante der Sequenz: LEG-
QEEEEDNRDSSMKLSF identifiziert. Der ,Vasokonstriktion Inhibiting Factor” (VIF) wurde
mittels Mascot Datenabgleich mit der bovinen Sequenz: HSSYEDELSEVLEKPNDQAEP-
KEVTEEVSSKDAAE und der humanen Sequenz: HSGFEDELSEVLENQSSQAELKE-
VEEPSSKDVME identifiziert.

Des Weiteren wurde die Wirkung der Peptide CBF und VIF auf den Kalzifizierungsprozess
mittels histologischer von Kossa Farbung des Gewebes qualitativ und mittels eines Kalzi-
umkits quantitativ nachgewiesen. Der Kalziumgehalt des Gewebes in Anwesenheit der
Peptide CBF und VIF war signifikant geringer als der Kalziumgehalt der Positivkontrollen.
Die Wirkung des VIF Peptides auf die Gefalikonstriktion wurde mittels des Nierenperfusi-

onstests gezeigt. Die Vasokonstriktion des potenten Vasokonstriktors Angiotensin Il wurde



Zusammenfassung 81

deutlich gemindert. Die massenspektrometrisch detektierte Plasmakonzentration des CBF
Peptides bei den CKD Kranken hat sich signifikant niedriger erwiesen als bei den Nieren-
gesunden: (0,14 £ 0,03 vs. 0,29 £ 0,04; in pM (n =10). Die massenspektrometrisch detek-
tierte Plasmakonzentration des VIF Peptides bei den CKD Kranken hat sich tendenziell
erhoht als bei den Nierengesunden erwiesen. Da CBF und VIF aus chrommafinen Granu-
lazellen der Nebennieren sezerniert werden und in effektiven Konzentrationen im humanen
Plasma nachweisbar sind, scheint die Regulationsfunktion der Peptide in der vaskularen
Kalzifizierung, der Regulation des Vasotonus und damit in der Entwicklung der koronaren

Herzkreislauferkrankungen sehr wahrscheinlich zu sein.

6.1. Ausblick

Um die Ergebnisse in vivo zu validieren, werden gegenwartig in Kooperation Versuche am
lebenden Tiermodel durchgefuhrt: Die Ratten wurden mittels Adeninzufuhr niereninsuffi-
zient gemacht. Die Halfte der Ratten wurde kontinuierlich das CBF Uber implantierte Pum-
pen zugefuhrt, der anderen Halfte wurde physiologische Salzldsung infundiert. Die ersten
Pilotversuche zeigen verminderte Kalzifizierung des Gewebes und bessere Uberlebensra-

ten bei den mit CBF behandelten niereninsuffizienten Ratten.

80- *

Ca®*-Konzentration
(nmol/gAorta)

ohne CBF Infusion mit CBFIInfusion

Abbildung 38: Die Ca”*-Konzentration der Aortasegmente (in nmol/mg Aorta) in Abwesenheit und Anwe-
senheit des CBF Peptides. p*< 0,05; p**< 0,001; p***< 0,0001
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Die Versuche mit dem VIF Peptid an hypertensiven Ratten stehen noch aus.

In Zukunft sollte der Grund fur die Plasmakonzentrationsanderung der CBF und VIF Pepti-
de bei gefahrdeten Patienten untersucht werden. Der physiologische und pathophysiologi-
sche Beitrag der Peptide und die zu Grunde liegende Pathways mussen naher untersucht
und im Detail dargestellt werden. Insbesondere dem Cbfa? und den AT1- und AT2- Rezep-
toren sollte in diesem Zusammenhang grosse Beachtung geschenkt werden

Die Herstellung der Pharmakomimetiker der zwei Peptide sollte in Angriff genommen und

in der Therapie der Herzkreislauferkrankungen untersucht werden.
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7.4. Lebenslauf

"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.”
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