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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Bluthochdruck als Volkskrankheit

Das Morbiditats- und Mortalitatsgeschehen in dedustrielandern wird durch Herz-Kreislauf-

Krankheiten dominiert (Elliott, 2008). Der Bluthatruck ist dabei die Hauptursache fir Folgeer-
krankungen der Herz-Kreislauf-Krankheiten wie Sghlafall (Mancia, 2004), Herzinsuffizienz

(Kannal, 1994), koronare Herzkrankheit einschl@ililes Myokardinfarktes, Niereninsuffizienz

und Tod (Bazzano, 2003) und ist daher von groR3eiakoedizinischer Bedeutung (Lewington,

2002). Ca. 25% der Erdbevoilkerung und tber dietelaéer tber 50-jahrigen Bevolkerung der
Industrielander entwickeln einen Bluthochdruck (Ban2002).

Ein normaler Blutdruck ist definiert als ein Blutidk unter 120 mmHg systolisch und 80 mmHg
diastolisch.Tabelle 1zeigt die aktuelle Klassifikation des Bluthochdtes der European Society

of Hypertension (ESH, 2007, Leitlinien der HypergnArbeitsgemeinschaft der Wissenschaft-

lichen Medizinischen Fachgesellschaften):

Tabelle 1: Klassifikation von Blutdruckbereichen in mmHg (Bpean Society of Hypertension,

2007)

Klassifikation systolischer Blutdruck diastolischer Blutdruck
(mmHg) (mmHgQ)

optimal <120 <80

normal 120-129 80-84

noch normal 130-139 85-89

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

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

schwere Hypertonie (Schweregrad Il1) > 180 >110

isolierte systolische Hypertonie > 140 <110
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Das Lebensalter wird in der WHO-Definition nichtrideksichtigt. Die ,Deutsche Liga zur Be-
kampfung des hohen Blutdrucks” definiert hingeglsnobere Normgrenze des Blutdrucks bei Er-
wachsenen fir den systolischen Blutdruck 140 mmidgzbm 40. Lebensjahr, 150 mmHg vom
40. bis zum 60. Lebensjahr und 160 mmHg ab deniéPBensjahr. Fir den diastolischen Blut-
druck gilt in jedem Lebensjahr 90 mmHg als oberemNyrenze (Osterhues, 2000).

Der Blutdruck steigt an, wenn die Relation zwiscluatvolumen und peripherem Gefallwider-
stand sich durch Verminderung des Gefal3lumens dddrartung der GefalRwand andert. Vaso-
konstriktive Substanzen verandern den Gefa3tondsdamit das Lumen sowie die Struktur und
den Widerstand. Sie beeinflussen die Proliferatienglatten Muskelzellen der Geféal3e, Apoptose,
Thrombozytenaggregation, Monozyten- und Leukozytdhé&sion sowie die Gerinnung (Heitzer,
2001). Eine Erhohung der Proliferationsrate gla@efalRmuskelzellen fuhrt zur Erhéhung des
peripheren Widerstandes (Touyz, 2000). Bluthochdfiibrt letztendlich zu einer arterioskleroti-
schen Schadigung der Gefalie. Der Verlust an aelhstisFasern und die Zunahme von Kollagen-
fasern bewirkt eine verstarkte Rigiditat der GefdBadurch kommt es zu einem weiteren Anstieg
des Blutdruckes. Zusétzlich ist die Durchblutung kleinsten Gefal3e der Arteriolen vermindert,
mit Folge einer Ischamie von Organen (Suresh, 2008) den Risiken des Schlaganfalls, des
Herzinfarktes, der Niereninsuffizienz und peripmdBairchblutungsstérungen. Das Risiko, einen
Herzinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden, steigt zanehmendem Blutdruck (Stamler, 1993). An
diesen Erkrankungen versterben mehr als 400.00Gdhem pro Jahr in den Industrielandern, da-
von sind 43% Manner und 57% Frauen (OesingmannLanapert, 1998). Nur 5-10% der Blut-
hochdruckerkrankungen haben eine erkennbare Ursaddieeine zugrunde liegende diagnosti-
zierbare Erkrankung. Diese Bluthochdruckfalle werdés sekundérer Bluthochdruck bezeichnet.
Primarer (essentieller) Bluthochdruck liegt bei 984 Bluthochdruckerkrankungen vor. Hier ist
die Ursache des Bluthochdruckes nicht bekannt (8¥dff2000). Da der Bluthochdruck eine der

Haupttodesursachen der westlichen Welt darststltseine Untersuchung beztglich Genese und

der moglichen Ursachenbekdmpfung mittels einensiten Forschung essentiell
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Tabelle 2: Hypertonieformen und ihre Ursachen (Karow; Lari)%)

Hypertonieform Ursache

Primarer (essentieller) Bluthochdruck unbekannt
(> 90% aller Falle)

Sekundarer Bluthochdruck bekannt
(5 - 10% aller Falle) renal: renoparenchymat@sovaskular
endokrin: Cushing-, Conn-Syndrom,
Phaochromozytom,
Akromegalie,
orale Kontrazeptiva

Aortenisthmusstenose

1.2. Sekundarer Bluthochdruck

Der sekundéare Bluthochdruck ist Folge einer Erkuaigk die kardiovaskular, renal, endokrin oder
neurogen bedingt sein kann. Dabei ist an allenfBlehdruckerkrankungen der renale Bluthoch-
druck zu 5% beteiligt, 3% entstehen durch endokomische Stérungen und 1% ist kardiovasku-
lar und/oder neurogen bedingt (August, 2004). @eale Bluthochdruck ist mit 5% aller Blut-
hochdruckfélle nach dem priméaren Bluthochdruckzaveithaufigste Bluthochdruckform.
Sekundére Bluthochdruckformen haben eine oft bedlbace Ursache. Allerdings beginnt der
Bluthochdruck meist schleichend, macht zunachsiek&eschwerden und bleibt daher lange un-
erkannt. Eine frihe Diagnose und Feststellung dsathe fur den erhdhten Blutdruck ist bedeut-
sam, da eine effektive und meistens auch durchéibrbherapie moglich ist (Harrisons, 2008).

So bewirkt die Nierenarterienstenose oder eine @talanephritis eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems (RAS-Systems), bei der verméhgiotensin ausgeschittet wird. Angio-

tensin ist ein Hormon, das eine Vasokonstriktiowibd. Zuséatzlich kommt es zu einer vermehr-



1. Einleitung 4

ten Wasserretention. Beide Mechanismen bewirkem ErhOhung des Blutdruckes. Die Behebung
der Nierenarterienstenose im Fruhstadium fuhrtizeréNormalisierung des Blutdruckes.
Stérungen im Hormonstoffwechsel kdnnen zu einenmedérten Ausschitten von Kortikoiden
oder Katecholaminen (John, 2004) fihren, die Uloex ¥/asserretention (Freel, 2004) und ver-
mehrte Vasokonstriktion eine Blutdruckerh6hung lsken. Eine Verminderung von Kalzium im
Blut und aktives Vitamin D sowie eine erhthte Kamzation von Phosphat stimulieren die Frei-
setzung des vasokonstriktorisch wirkenden Paratbosn{PTH) mit konsekutivem Anstieg des
Blutdruckes. Eine blutdrucksenkende Therapie mindi@s kardiovaskuléare Risiko und verlangert
die Lebenserwartung (ESH, 2007). Weitere Faktodendas kardiovaskulare Risiko potenzieren,
aber therapeutisch beeinflusst werden kdénnen, esihdhte Serum-Cholesterin- bzw. LDL-Cho-
lesterin-Konzentration und erniedrigte HDL-Chol@std&onzentration, Diabetes mellitus sowie
exogene Faktoren wie Nikotinkonsum, hoher Salzkonsubergewicht, Bewegungsmangel und
Stress (Schoen, 1999).

1.3.  Primarer (essentieller) Bluthochdruck

Dem primaren Bluthochdruck liegen keine erkennbdtekrankungen zugrunde. Umfangreiche
Untersuchungen wurden durchgefihrt, um Ursachenudetken, die einen priméaren Bluthoch-
druck entwickeln. Der priméare Bluthochdruck isteeppolygenetische und heterogene Erkrankung,
die mdgliche Ursachen in genetischen und/oder den Bedingungen haben kann, die Herzmi-
nutenvolumen und GefalRwiderstand beeinflussen.cWiezdene synergistische Effekte oder Po-
lymorphismen an verschiedenen Genloci beeinfluseenBlutdruck (Hingorani, 1996). Es gilt als
sicher, dass genetische Faktoren mitverantwortliciden Bluthochdruck sind. Erkrankungen an
einzelnen Genen verursachen eher sehr seltene Fral@sepriméren Bluthochdruckes, z. B. Gen-
defekte in Enzymen, die den Aldosteronmetabolismeu&ndern oder Mutationen in Proteinen, die
die Salzadsorption verandern (James, 2002). Gemyerdngen bewirken eine Verédnderung des
Renin-Angiotensin-Systems am Angiotensinogenlocud des Angiotensin-lIl Typ 1 Rezeptors
(Barlassina, 2002).

Das Gefallendothel hat Einfluss auf die Blutdrudkiagon. Das GefalRendothel ist eines der
komplexesten Organe des Kérpers und ist eines rd@&ten Gewebe mit sekretorischer Funktion
(Gibbons, 1997; Bacchetti, 2000). Das Gefallenddiidét eine mechanische Barriere zwischen
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Blut und GefalRwand und wird als endokrines Orgageaehen mit einer grol3en Anzahl von Re-
gulationsmechanismen. Es stellt damit einen depkiagulationsfaktoren fur den Gefaldtonus dar.
Von Gefaldzellen stammende Mediatoren (endothelienveld mediators) haben eine wichtige
Funktion in der Gefal3regulation. So kann BluthoobHly Arteriosklerose und Herzinsuffizienz
durch eine Fehlfunktion von Gefal3struktur und Haamsxs entstehen, ausgeldst durch Substanzen,
die den Gefal3tonus regulieren (Gibbons, 1997).rEiee ersten Hinweise fir die Funktion des
GefaRRendothels in der Blutdruckregulation warenesuchungen von Furchgott und Zawadzki
(Furchgott, 1980). Sie wiesen einen GefalRendotiakierenden Faktor nach Stimulation von
Endothelzellen nach, der spéater als Stickstoffmah@O) identifiziert wurde (Furchgott, 1999).
Stickstoffmonoxid ist an der neuronalen UbertragdagIimmunreaktion und GefaRregulation ne-
ben seiner Wirkung in der Modulation der Funktiatdiligt. Stickstoffmonoxid dringt zum einen
in die Zelle ein, um sich dann im Zellinnern anzpke Rezeptoren zu binden. Es wurde nachge-
wiesen, dass Stickstoffmonoxid zum anderen speziR#zeptoren der Zellwand, eine l6sliche
Guanylcyclase, erreicht und seine Wirkung dort seér schneller entfalten kann, als tber den
Weg der l6slichen Rezeptoren in der Zelle (Zab@Q2). Veranderungen des Stickstoffmonoxid-
stoffwechsels konnten ein Grund fir komplexe dyrsaime und hamostatische Stérungen sein.
Stickstoffmonoxid wird synthetisiert durch einec&stoffmonoxidsynthetase. Drei unterschiedli-
che Isoenzyme sind bekannt. Zwei kalzium-/ calmuaih&angige Stickstoffmonoxidsynthetase-
Isoenzyme, hauptsachlich im Gehirn und Endothekamimend sowie eine kalziumunabhangige
Stickstoffmonoxidsynthetase, induziert durch Zyheki Stickstoffmonoxid inhibiert das Wachs-
tum glatter Muskelzellen der Gefal3e, die zytokiddrierte Endothelexpression von Adhasions-
molektlen und die Produktion von proinflammatoresctZytokinen. Eine gentigende Produktion
von Stickstoffmonoxid im Gefal3endothel ist essdintizr die Regelung eines normalen Blutdru-
ckes (Huang, 2003). Defekte in der Produktion uad\Wirkung von Stickstoffmonoxid sind nahe
liegend mitverantwortlich fur einen primaren Blutharuck (Aiello, 1998).

Das Gefaliendothel produziert einen weiteren Fakibstarken gefallerweiternden Eigenschaften
durch Hyperpolarisation glatter Gefalimuskelzel@ieser Faktor wird ,Endothel hyperpolarisie-
render Faktor* (EDHF) genannt (Feletou, 1999). WfeitSubstanzen, die aus dem Gefal3endothel
stammen, werden beschrieben. Hierzu gehort aucPRelaisd Endothelin (Yanagisawa, 1988), das
eine Rolle in der Endorganschadigung bei Herzkaafsrkrankungen spielen soll. Endothelin ist
ein 21-Aminopeptid mit starken vasokonstriktoristheigenschaften (Yanagisawa, 1988) und

wachstumsstimulierenden Eigenschaften (Bobik, 1988§othelin wird von den Gefaliendothel-
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zellen sezerniert (Quaschning, 2000) und gehérusden aus dem Gefal3endothel stammenden
kontraktilen Faktoren (Endothel-derived contradidetor (EDCF) (Lee, 2006). Es wird vermutet,
dass Endothelin ein endogener Modulator der ebttan spannungsabhangigen
Kalziumionenkandle ist. Es wird angenommen, dass Riegulation des Blutflusses in den
Mikrogefal3en durch die Produktion von Endotheliguleert wird (Bergler-Klein, 2002).
Endothelin-1 stimuliert die Freisetzung von StickBhonoxid, zum anderen wirkt es selber ge-
faRverengend (Quaschning, 2007). Endothelin-1 wircth Angiotensin Il und Vasopressin frei-
gesetzt. Endothelin vermittelt seine Effekte UbePi@tein-gekoppelte Rezeptoren (Huggins,
1993), die Endothelinrezeptoren. Derzeit sind 2 dRezrsubtypen des Endothelinrezeptors be-
kannt, die als ETA (Arai, 1990) und ETB (Sakura®9@) bezeichnet werden. ETA-Rezeptoren
konnen unter anderem in glatten Muskelzellen detggféalRe gefunden werden, wo sie fir die
durch Endothelin-1 verursachte Vasokonstriktionaméwortlich sind. ETB-Rezeptoren hingegen
sind auf Endothelzellen, Epithelzellen (ET}Bund glatten Muskelzellen (ET2B nachweisbar.
Eine Aktivierung endothelialer ETB-Rezeptoren duBrdothelin-1 oder Endothelin-2 kann so-
wohl eine Vasodilatation (ET-Biber eine Freisetzung von Stickstoffmonoxid (N&3)auch eine
Vasokonstriktion (ET-B), zur Folge haben. Vasokonstriktive Substanzen GED gehdren
unterschiedlichen Substanzklassen an, die im Hierehoch weiter untersucht werden (Dhein,
1997).

Neben der Endothelinfreisetzung kann auch eine kegog des Gefaldmuskeltonus durch die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffgruppen (MiWgu@004), Arachidonsaurederivate wie
Thromboxane oder Prostacyclin (Alanko, 2003) odeklbbtide wie Adenosintriphosphat (ATP),
erfolgen (Li, 2003). Angiotensin Il ist ein Oktapiep(Skurk, 2001) mit vasokonstriktorischen und
wachstumsstimulierenden Eigenschaften (Varagic2R@s ist das Endprodukt des Renin-Angio-
tensin-Systems (RAS) (Perros, 2008). Angiotensiwitd aus Angiotensin | gebildet durch das
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE), das sich anlderinalen Seite des GefalRendothels befin-
det. Angiotensin | wird durch Konvertierung von Aatgnsinogen, in der Leber, durch Renin ge-
bildet. Die Wirkungen des Angiotensin Il werden peséchlich durch den Angiotensin-1-Rezep-
tor (AT1-Rezeptor) vermittelt. Die Stimulierung da31-Rezeptors fihrt zu einer Erhdhung der
intrazellularen Kalziumkonzentration (Haller, 199Bgas RAS ist ein wichtiger Bestandteil in der
Regulation des Blutdruck-, Elektrolyt- und Volumenishaltes (Li, 2002). Hauptsachlicher Trig-

ger ist hierbei das Renin, das im juxtaglomerul&pparat des Nephrons produziert wird. Patien-
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ten mit hdherem Reninspiegel im Blut haben ein letd®) Risiko, einen Schlaganfall oder Myo-
kardinfarkt zu erleiden, als die Patienten mit eingedrigen Reninspiegel (New, 2002).
Mononukleare Leukozyten tben ihre Hauptfunktionlmmunsystem aus. Sie haben aber auch
Einfluss auf Gefal3e durch ihre Aufgabe in der Ratjh von Entziindungsreaktionen. Die Leu-
kozyten differenzieren sich in Granulozyten (baslepreosinophile, neutrophile Granulozyten)
und in nicht granularhaltige Zellen, die Lymphozytend Monozyten. Untersuchungen zeigen
eine enge Beziehung zwischen EntziindungsreaktidrAuteriosklerose (Galle, 2004). Neben der
bekannten Funktion im Immunsystem mit der Freisggzvon Substanzen zur Antikorperbildung,
Modulation der Immunreaktion und Chemotaxis, werdeoh andere Substanzen von Leukozyten
freigesetzt, die offensichtlich vasokonstriktorisdeigenschaften haben. Die Pathophysiologie des
primaren Bluthochdruckes beinhaltet u. a. eine féghlation des Kreislaufes aufgrund verschie-
denster Faktoren, wie z.B. einer gesteigerten Altides Renin-Angiotensin-Systems, einer ver-
anderten Nierenfunktion, einer gesteigerten symgeten Aktivitat, Abnormitaten der Volumen-
regulation und endotheliale Dysfunktion mit verktar Vasokonstriktion. Dabei mehren sich die
Hinweise auf immunologische Verdnderungen bei Rlatidruck. Berichtet wird von erh6hten
Serum-Immunglobulinspiegeln, Alterationen der Zéien Immunfunktion und Abnormitaten des
Komplementsystems (Luther, 1997).

Autoimmune Mechanismen sind offensichtlich an dathBgenese des priméren Bluthochdruckes
beteiligt. Bei diastolischen Blutdruckwerten Gb&01lmmHg, der maligne Bluthochdruck, fand
Hilme spezifische Autoantikérper (Hilme, 1993). Agstische Autoantikdrper gegen den alpha-1-
adrenergen Rezeptor vom IgM Typ sind bei Patientgrprimarem, sekundarem sowie malignem
Bluthochdruck in héherem Prozentsatz beschriebenth@r, 1997). Wallukat und Homuth be-
schrieben Autoantikérper gegen den Angiotensindk&ptor Typ 1 im Serum von Patientinnen
mit Praeklampsie (Wallukat, 1999). Homuth und Flegten, dass diese Antikdrper auch bei Pati-
enten mit malignem Bluthochdruck nachweisbar siddnguth, 2001). AT1-AK stimulieren die
AT1-Rezeptoren und initiieren eine Signalkaskade zdr Expression von ,Tissue Factor” in den
glatten Muskelzellen von Koronararterien und aufnigoyten fiihrt (Dechend, 2000). Die zirkulie-
renden Antikdrper sind vom IgG Typ. Sie wirken aigtisch an den vaskularen AT1-Rezeptoren.
Dabei scheinen sie, durch Protein-Kinase-C vertpitbei Praeklampsie fur den Blutdruckanstieg
und die Endorganschaden verantwortlich zu sein l{Bed, 2006). Eine immunsuppressive Be-
handlung mit Glukokortikoiden vermindert die vasiein Schaden im Tiermodel (Homuth, 2001).

Um die Bedeutung dieser agonistischen Antikdrpeden Pathogenese des Bluthochdruckes zu
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verstehen, wurde ihr Einfluss auf die Adhasionskidke auf Monozyten untersucht. In einer Sub-
population von Ratten-Monozyten wurde die Expression Renin nachgewiesen, humane Mo-
nozyten arteriosklerotischer Plagues enthalteneghd@&gen von Angiotensin (Potter, 1998). Mo-
nozyten stellen somit ein potentielles ReservoirRé&nin und Angiotensin im Gewebe dar und
verfigen Uber AT1-Rezeptoren (Dorrfel, 2003), wiag éokale Bildung und Wirkung von Angio-
tensin ermdglicht (Lang, 2000). Die Identifizierudgr vasokonstriktorischen Substanzen, die von
Leukozyten freigesetzt werden, ist fur die Untehaung der Bluthochdruck-Genese von grol3er
Bedeutung.

Auch die Nebennieren sind Bestandteil der Blutdregklation. Die Nebennieren sind paarig an-
gelegt mit jeweils zwei endokrinen Drusen untersdhcher phylogenetischer Herkunft und ver-
schiedenartiger Funktion (Fritsch, Kiuhnel, 2005¢, khppenartig auf den Nierenpolen aufsitzen.
Anatomisch und von der Funktion her werden zweieR#re unterschieden: das innere Ne-
bennierenmark und die &ufRere Nebennierenrinde.dbehhierenmark werden die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin gebildet (BenninghoffreBckhahn, 2003). Das Nebennierenmark
besteht aus Zellen, die sich durch ihren hohen IGa@maAdrenalin und Noradrenalin bei der
Fixierung mit Kaliumbichromat braunlich verfarbendudaher als chromaffine Zellen bezeichnet
werden.

Das Nebennierenmark ist ektodermaler Herkunft weftt gus der Sympathikusanlage hervor. Das
Nebennierenmark wird zur Ausschittung der Katechola Adrenalin und Noradrenalin durch
direkte Stimulation durch praganglionare Nervenfasem sympathischen Nervensystem stimu-
liert. An der Sekretion ist das Enzym N-Methyltriarase beteiligt, das durch Kortisol induziert
wird (Tai, 2002). Kortisol wird von der Nebennierigrde an das Nebennierenmark abgegeben. So
wird die Nebennierenmarkfunktion von der Nebenmgrele mit moduliert. Die Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin Gben durch Besetzungadorunda2- sowiepl- undp2- Rezeptoren
unterschiedliche Wirkungen aus. Abhangig von dertéfleing dieser Rezeptoren auf Zelloberfla-
chen verschiedener Organe ist die unterschiedlMhikung. Adrenalin bewirkt eine Vaso-
konstriktion im Splanchnikusgebiet GbeiRezeptoren und eine Vasodilatation Updrezeptoren

in der Skelettmuskulatur. Noradrenalin fihrt zuegiNasokonstriktion in allen Gefal3gebieten au-
Rer den Koronargefal3en. Beide Katecholamine bewidiee Beschleunigung der Herzfrequenz
und eine verstarkte Pumpaktion. In der Lunge flullveide zu einer Tonusminderung der Bronchi-

almuskulatur und so zu einer Verminderung des Atelagtandes (Thews-Vaupel, 2005).
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Die Nebennierenrinde produziert auch Steroidhormeree Glukokortikoide und Mineralokorti-
koide. Katecholamine und Steroidhormone sind beteaBSubstanzen mit starken vasokonstrikto-
rischen Eigenschaften (DeLano, 2004) Zwei weitegokonstriktiv wirkende Substanzen der Ne-
bennieren wurden nachgewiesen. Hierbei handelicbsusn Diadenosin-Polyphosphate. Es sind
im besonderen DiadenosinpentaphosphatsAAp(Pintor, 1991) und Diadenosinhexaphosphat
(ApsA) (Pintor, 1992).

Dahl und Greenberg gelang der Nachweis, dass @rknlde Substanzen Bluthochdruck normo-
tensiver Ratten induzieren (Dahl, 1969; Greenb&9§1). Hinweise fur die Existenz eines humo-
ralen Faktors, der fur die Bluthochdruckentstehtgigvant sein kénnte, lie3en Parabioseversuche
von Dahl mit normalen und salzempfindlichen Rattermuten. Hirata gelang durch Injektionen
von Serum hypertensiver Tiere in normotensive TateeUbertragung des Bluthochdruckes von
hypertonen auf normotone Ratten (Hirata, 1984)ukKzekulationsversuche von Zidek bekraftig-
ten diese Theorie (Zidek, 1986; Zidek, 1989). lesén Versuchen wurden die Blutkreislaufe nor-
motoner und spontan-hypertoner Ratten gekreuztd&einormotonen Ratten zeigte sich ein Blut-
druckanstieg, bei den hypertensiven Ratten eindBlekabfall. Es wurde von der Gruppe der
hypertensiven Ratten ein Faktor isoliert, der wdgdnstarker vasokonstriktorisch wirkte, als die
entsprechende Fraktion aus dem Blutplasma normofRagen. Schliter und Jankowski gelang
es, diese aus Thrombozyten isolierten vasokonstridhen Substanzen als Diadenosin-
Polyphosphate zu identifizieren. Diadenosin-Polygphate (ApA, n= 2-6) bestehen aus zwei
Adenosinmolekilen, die Uber 2-6 Phosphatgruppemimainder verbunden sind. Schliter und
Jankowski isolierten Ag\ und ApA (Schliter, 1996) sowie AB (Jankowski, 1999) aus
Thrombozyten. In weiteren Untersuchungen ist esurggn, sowohl aus menschlichem
Blutplasma als auch aus Blutbestandteilen aus Wedenen Zellen der Niere und Nebenniere von
Rindern und Schweinen, Schweineherzen und menkehliPlazenta (Jankowski, 2001) eine
Reihe von vasokonstriktorischen Mediatoren zu &eh. Adenosin-Polyphosphate der Thrombo-
zyten haben unterschiedliche biologische und phlaofogische Eigenschaften. Neben vasokon-
striktorischen und vasodilatativen Eigenschaftebenasie eine Wirkung bei der Thrombozyten-
aggregation. Es wurde bereits beschrieben, dassAdenosin-Polyphosphatgehalt erhoht in
pathophysiologischen Situationen wie der Niererfiidanz nachzuweisen ist, wodurch die
vermehrte Produktion dieser Substanzen zu einehtrh Blutdruck fihren kann (Jankowski,
2001).
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Auch in menschlichen Herzmuskelzellen wurden DiadenPolyphosphate nachgewiesen. Das
menschliche Herz besitzt endokrine Eigenschafteheasischeint nicht nur aus Muskelzellen zu
bestehen. Das Renin-Angiotensin-System und der Waishvon Angiotensinrezeptoren in der
Herzmuskelzelle ist ein Zeichen fir die autokrimkeoparakrine Aktivitat des Herzens als endo-
krines Organ (Curie, 1984). Die Rezeptoren des tdeskels agieren unabhangig vom Angioten-
sin 1, dessen Ursprung aus dem Kreislauf stamrmbi€-Reineke, 2004; Suzuki, 2003). Angio-
tensin Il reguliert den Gefalitonus und das Zellemstum abhéngig von der physiologischen oder
pathophysiologischen Entwicklung. Die Anwesenheidl Wirkung auf den Herzmuskel und die
HerzgefalRe von Diadenosin-Polyphosphaten, Adenddanosin-Diphosphat (A#\) und
Adenosin-Adenosin-Triphosphat (M), in spezifischen in Herzmuskelzellen vorkommende
Granula wurde nachgewiesen (Luo, 1999). Dies veeiSeine autogene Funktion der Diadenosin-
Polyphosphate des Herzens zur Regulierung der Heskagifunktion und Koronarperfusion hin.
Ap2A und ApA beeinflussen Herzauswurfleistung und dadurch Blemdruck (Gabriels, 2002).
Ein erhdhtes Herzauswurfvolumen ist eine der h&tdig hamodynamischen Veranderungen, her-
vorgerufen durch eine erhohte linksventrikulare Wudfraktion und Schlagfrequenz (Rosenthal,
1992). Ein erhothtes linksventrikulares Auswurfvokmmist Folge einer vermehrten Freisetzung
von Neurotransmittern, Hormonen oder vasokonstigtben Substanzen, die einen direkten Ef-
fekt auf die Herzmuskelzelle und Vasokonstrikti@bén (Dzau, 1999; Katz, 1994).

Es wurde bereits beschrieben, dassApnd ApA auch in den chromaffinen Zellen bovinen
Nebennierenmarks nachgewiesen wurden (Pintor, 199Bgi diesen Nukleotid(5')-
oligophospho(5’)-Nukleotiden wurde zunachst Adenads Nukleotid identifiziert (LUthje, 1983).
Weitere Analysen zeigten, dass auch andere Nudketorhanden sind. Hierbei handelt es sich
um Adenosin-Guanosin-Polyphosphate {&p oder Guanosin-Guanosin-Polyphosphate,G3p
Diese Substanzen wurden zunachst in menschlicheomBiozyten nachgewiesen (Jankowski,
1998). Es wurde eine zellproliferierende Eigenschamid eine gefdlmodulierende Eigenschaft
beschrieben (Jankowski, 1998). Im Jahr 1998 komateder Arbeitsgruppe Zidek et al. &p,
Ap4G, ApsG und ARG in verschiedenen Organen nachgewiesen werdeakZ1®998). Durch den
Nachweis der Sekretion von Adenosin-Guanosin-Tigphat in der Rindernebenniere kann eine
weitere endokrine Funktion in der Regulierung ddstdBucks erklart werden. Mit Hilfe der
MALDI-Massenspektrometrie kann die Molekularmasses dddenosin-Guanosin-Triphosphats

bestimmt werden, damit auch der Nachweis in ded&imebenniere.
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2. Problemstellung

Die Ursachen fur den erhdhten Blutdruck sind gnitéits unbekannt. Zur Klarung der Genese des
Bluthochdrucks bestehen intensive UntersuchungeheBist, dass es sich um ein multifaktoriel-
les Geschehen handelt. Von entscheidender Bedeistutig Blutdruckregulation tiber den totalen
peripheren Widerstand. Dieser wird durch die Vasskaktion und Vasodilatation verandert. Die
Vasokonstriktion und Vasodilatation wird durch \d@nedene Mechanismen reguliert. Zum einen
Uber neuronale Stimulation, anderseits durch emdolkigische Funktion der Hormone. Neuere
Substanzen wurden charakterisiert, die einen vasstkktiven Effekt ausiiben. Zu diesen neueren
Substanzen gehdren die Dinukleotide sowie die gdrtea Dinukleotide, die Adenosin-Guanosin-
Polyphosphate. Das Vorkommen der Dinukleotide umd demischten Dinukleotide ist in
Thrombozyten, der Plazenta und den Nebennierengeagbsen worden. Zusatzlich zu den
vasokonstriktorischen Effekten haben diese Substaramuch einen vasoproliferativen Effekt.
Einer der charakteristischen Vertreter der gemestHinukleotide ist das Adenosin-Guanosin-
Triphosphat (ApG). Ziel dieser Arbeit ist es, Adenosin-Guanosiipfiosphat aus der Nebenniere
zu isolieren, da die Nebenniere als sekretorischrksames Organ wesentlich zur
Blutdruckregulation beitragt. Konnte Adenosin-Gusinelriphosphat in der Nebenniere
nachgewiesen werden, ware der Beweis erbracht, ddss Nebenniere neben

vasokonstriktorischen Mediatoren auch proliferatitksame Mediatoren sezerniert.
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3. Methodik

3.1. Gesamtubersicht

In derAbbildung 1 ist das Aufarbeitungsschema zur Isolierung vonnsgen-Guanosin-

Triphosphat (ApG) aus Rindernebennierengewebe aufgefihrt:

Rindernebennieren
I

Lyophilisation

Extraktion
I

Préparative Reversed-Phase-Chromatographie

Lyophilisation
I
GroRenausschluss-Chromatographie
I

Affinitats-Chromatographie
I

Lyophilisation
I

Displacement-Chromatographie
I

Analytische Austausch-Chromatographie
I

Analytische Reversed-Phase-Chromatographie
I

Gefriertrocknung
I

Aliquots

Analyt.Reversed-Phase-

UV-Spektrometrie | Massenspektrometrie Chromatographie

Enzymat. Spaltungen

Abbildung 1: Isolierungs- und Charakterisierungsschritte zwgolierung des A4 aus

Rindernebennierengewebe
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3.2.  Isolierung des Adenosin-Guanosin-Triphosphats (A§5)

3.2.1.  Mechanische Desintegration
Nebennieren von frisch geschlachteten Rindern adé¢aéhthofes Linen wurden fur die Isolie-
rung der Substanz Adenosin-Guanosin-Triphosphatemdet. Zur mechanischen Desintegration
der Rinder-Nebennieren fand die von Wheelock bésisbne Methode Anwendung (Wheelock,
1991). Das Nebennierengewebe wurde zerkleinerzund/ermeidung enzymatischen Abbaus in
fliussigem Stickstoff gefroren. Anschliel3end folgiee Lyophilisation. Die lyophilisierten Gewe-

bestlicke wurden unter Kiihlung pulverisiert.

3.2.2.  Extraktion

Zur Extraktion wurden 20 g des NebennierengewelleePaimit 200 ml eiskalter 0,6 mM Perch-
lorsaure (Endkonzentration) versetzt, und mit eirgitna-Turrax-Mixer unter Eiskihlung in 10
Intervallen von je 30 sec mit je 1 min Pause b20Q@.Umdrehungen/sec homogenisiert. Die Eis-
kihlung sollte eine Temperatursteigerung tuber 4uf@ dadurch einsetzende Abbaureaktionen
minimieren. Das Homogenat wurde mit 100.000 g b&C4fir 90 min zentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde abdekantiert, zusammengefasst itnd@ki-Losung auf einen pH-Wert von 9
eingestellt. Danach erfolgte erneutes Zentrifugieret 4.000 g bei 4 °C fur 10 min zur Entfer-
nung der ausgefallten Perchlorate. Der Uberstandavabdekantiert, bei -30 °C gefroren und der
praparativen Reversed-Phase-Chromatographie zugefih

3.2.3.  Praparative Reversed-Phase-Chromatographie
Eine kommerziell verfigbare Reversed-Phase C18eS81I0 x 25 mm, KorngroRe 40 - 63 pum,
LiChroprep, Fa. Merck) wurde mit 200 ml AzetonitA\CN) konditioniert und mit 40 mM
wassriger Triethylammoniumazetat—-L6sung (TEAA) &éfdert. Das nach dem Auftauen auf
einen pH-Wert von 6,5 eingestellte und in 40 mM sviger TEAA-LOsung aufgenommene
Perchlorsdure-Extrakt wurde mit einer Flussgesctigkeit von 5 ml/min auf die
Chromatographiesaule aufgetragen. AnschlieRendevdiel Sdule mit 200 ml 40 mM wassriger
TEAA-LOsung gespilt. Als Elutionsmittel wurden 20@ 30% ige wassrige Azetonitrilldsung

verwendet. Das Eluat wurde lyophilisiert und bél &€ gefroren.
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3.2.4.  GroRenausschluss-Chromatographie
Entgastes Sephacryl-100-High Resolution Gel (Faeisimm-Pharmacia, Schweden) wurde in
eine Glassaule (100 cm x 2 cm) gefillt. Die Sauleds mit dem 5-fachen ihres Volumens mit
Wasser als Elutionsmittel &quilibriert. Der Elutsonitteliberstand des Gels wurde abpipettiert
und die Probe aufgetragen. Die Chromatographidgeefonit einer Flussgeschwindigkeit von 1
ml/min. Die UV-Absorption bei 254 nm und die Lehigkeit wurden fortlaufend gemessen. Die
Fraktionsgrof3e betrug 10 ml. Die Fraktionen wurdasammengefasst, eingefroren und bei -30

°C gelagert.

3.2.5.  Affinitats-Chromatographie

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

100 g m-Amino-Phenylboronséaure wurden an den Katiaostauscher Bio-Rex-70-Gel (Acryl-

matrix, Korngrof3e 70 - 150 um, Fa. Bio Rad Labatasy USA) angelagert.

3.2.5.2. Festphasenextraktion mit Phenylboronséaure Bio-Rex{-Gel

Nach dem Spiilen des Gels mit 200 ml destilliertems¥ér wurden zum Aquilibrieren 200 ml
einer 1M Ammoniumacetatlésung (pH 9,5) mit einemsBlvon 3 ml/min Uber die S&ule gepumpt.
Die Probe wurde nach pH-Einstellung auf 9,5 miesinFluss von 2 ml/min aufgetragen. Nach
Erreichen der Basislinie wurden die retendiertebsganzen mit 10 mM HCI eluiert. Wéhrend der

Festphasenextraktion wurde die UV-Absorption béi 86 und die Leitfahigkeit detektiert.

3.2.6.  Displacement-Chromatographie

Zur Displacement-Chromatographie wurde die Prob& mnl wasseriger TEAA-LOsung (40 mM)
gelost und bei einem Fluss von 200 pl/min auf dienfisdule aufgetragen. Bei der Trennsaule
handelte es sich um eine 300 mm x 4,2 mm Lichrasp@eRP-Select Saule (Fa.Merck, Deutsch-
land) mit einer Korngrél3e von 5 pm und einer Porédg von 6 nm. Tragersubstanz war wassrige
40 mM TEAA-LOsung. Anschlieend erfolgte der Au@iraon 160 mM n-Butanol in 40 mM
TEAA-Wasser als Displacer mit einem Fluss von 10@njn. UV-Absorption und Leitfahigkeit
wurden detektiert. Das Volumen der Fraktionsgro®euig 1 ml.
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3.2.7.  Analytische Anionenaustausch-Chromatographie

Die Probe wurde mit Hilfe eines Anionenaustauschach Ladung und Hydrophobizitat getrennt.
Als Anionenaustauschersaule diente eine Uno-Q-HRSBlule (Fa. Amersham-Pharmacia,
Schweden). Als Tragermaterial wurde das hydrophghe MonoBeads benutzt, das auf einer
Polystyren-/Divinylbenzen-Matrix basiert. Als Lauftel wurde eine wassrige 10 mM,HPO,-
Losung (Laufmittel A) mit einem pH-Wert von 8 vemaiet. Die Probe wurde in 1 ml Laufmittel
A geldst, auf die Saule aufgetragen und von dieaeh Ladung und Hydrophobizitat getrennt. Als
Elutionsmittel diente eine wassrige 50 mMHPO;-/1 M NaCl-Losung (Laufmittel B), die mit
einem Fluss von 0,5 ml/min Gber die Saule gepumpides Die Elutionsdetektion erfolgte mit
einem UV-Detektor bei 254 nm und einem Leitfahigge@etektor. Folgender Gradient mit

kontinuierlichen Ubergangen wurde verwendet:

Tabelle 3:  Gradient der Anionenaustausch-ChromatographiesFu8s mi/min;
Saule: Uno-Q-HR-5/5-Saule (Fa.Amersham-Pharmaciayw&den)
Laufmittel A: 10 mM KHPO, in Wasser, pH 8
Laufmittel B: 50 mM KHPQ,-/1M NaCl-Ldsung in Wasser

Zeit (min) 0 | 10| 100] 105] 110 115

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

3.2.8.  Analytische Reversed-Phase Chromatographie
Die Fraktionen der Anionenaustausch-Chromatographrelen mit wéassriger 1 MIEAA-LOsung
(40 mM) versetzt und mit verdinnter HCI auf einét\Wert von 6,5 titriert. Anschliel3end wur-
den die Fraktionen Uber eine Superspher 1Q05&ule (250 mm x 4 mm, mittlere Korngro3e 4
pum, mittlere Porengrof3e 10 nm; Fa. Knauer, Deuasch)igepumpt. Als Laufmittel diente 40 mM
TEAA in Wasser (Laufmittel A), als ElutionsmitteDQ@ %iges ACN (Laufmittel B). Die Flussge-
schwindigkeit betrug 0,5 ml/min, die Fraktionsgrdml. Die UV-Detektion erfolgte bei 254 nm.
Die Fraktionen mit UV-Absorption bei 254 nm wurdeneiner Vakuumzentrifuge eingedampft
und bei —80 °C aufbewahrt.
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Folgender Gradient wurde zur Elution gewahlt:

Tabelle 4 Gradient der analytischen Reversed-Phase-Chogrethie:
Fluss 0.5 ml/min;
Saule: Superspher 100 C18 Saule (250 mm x 4 mrtieraiKorngrof3e 4um,
mittlere Porengrof3e 10 nm; Fa. Knauer, Deutschland)
Laufmittel A: 40 mM TEAA in Wasser
Laufmittel B: ACN—-L6sung (100%)

Zeit (min) 0 4 79 85 86 90

Gehalt Laufmittel B (%) 0 2 7 60 80 80

3.2.9.  Matrix-Assistierte-Laser-Desorptions-/lonisations MALDI)-

Massenspektrometrie

3.2.9.1. Matrix-Assistierte-Laser-lonisations-Massenspektronetrie

Das Massenspektrum einer Molekulverbindung kommchldonisation der Molekile und nach-
folgender Bestimmung der Molekilmasse der beimsitionsprozess gebildeten priméren lonen
und deren Zerfallsprodukten im Hochvakuum zustatateenquelle ist die Matrix-Assistierte-La-
ser-Desorption-/lonisation. Aliquots der isoliert&ubstanz der analytischen Reversed-Phase-
Chromatographie wurden in 10 ub® aufgenommen. Die Probe wurde mit einigen Klugeiche
des Kationenaustauschers (AG 50 W-X12, Bio-Rad-tatiodies, USA) in protonierter Form {H
entsalz, um die Bildung von Natrium- oder Kaliumedkt-lonen zu minimieren, die aufgrund
einer Peakverbreiterung zu héheren m/z-Werten undizer Abschwachung der Intensitat des
M+H"-Signals filhren. AnschlieRend wurden 0,5 pl der abgorbierenden Desorptionsmatrix (3-
Hydroxypicolinsaure, 50 mg/ml) auf die Oberflachees metallenen Probentellers pipettiert und
dort mit 1 pl der Proben-Lésung versetzt. Die Prohgde eingetrocknet und der Probenteller
uber die Vakuumschleuse in das Massenspektrometgesetzt. Fur die Massenanalysierung
wurde ein MALDI-TOF-Massenspektrometer mit zweigjaf Reflektion zur lonentrennung be-
nutzt. Die Desorption/lonisation der Probe erfolgii¢ einem Stickstofflaser. Die Probe wurde mit
einer Wellenlange von 337 nm mit einer Pulsdauen ms mit einer kreisférmigen Be-
strahlungsflache von 20-100 pm beschossen. Die giEnebetrug 18 10° W/icm2. Die

Matrixmolekile absorbieren diese Energie des LaggesGitterstruktur der Matrixmolekile wird
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aufgeweitet und zerstort. Gasférmige Matrix undberomolekiile werden freigesetzt und durch
den Laserstrahl ionisiert. In einem elektrischeld eurden die ionisierten Molekile in Richtung
des Detektors zum lonennachweis beschleunigt. titrde eine Beschleunigungsspannung von
Uace 10 kV angelegt und mit einem Druck von 6 - 8 X' Har gearbeitet. Als Detektor firr den
lonennachweis wurde ein Bruker-Reflex llI-Matrix-gistierte-Laser-Desorptions-/lonisations-
Massenspektrometer verwendet. Zur Massenbestimmadalgte eine elektronische Messung der
Zeit, die zwischen Desorption der lonen bis zumtrigffen am Detektor vergeht. Die Lange der
feldfreien Driftstrecke betrug 0,5 bis 2 Meter. éonunterschiedlicher Masse haben bei gleicher
kinetischer Energie unterschiedliche Flugzeitemelo mit leichter Masse sind schneller als
schwere lonen, sie haben eine kirzere Flugzeit €T@h Flight, TOF). Es wurden 50 Spektren
akkumuliert. Die gemessene Flugzeit wird mit bekanrReferenzmassen verglichen, so wird die
Masse des Probenmolekils ermittelt. Die Spektrerrderu mit einem Le Croy 9400

Transientenrecorder aufgenommen.

3.2.9.2. PSD-Matrix-Assistierte-Laser-lonisations-Massenspekometrie

Es folgte Sequenzierung im PSD-MALDI. Zur Detektidar beim Laserbeschuss freigesetzten
Molekulfragmente wird die PSD-Matrix-Assistiertedea-Desorptions-/lonisations-Massen-spek-
trometrie verwendet. PSD ist die Post-Source-DédAy-DI. Molekulionen, die in der feldfreien
Driftstrecke zerfallen, kénnen durch stufenweisdssiAken des Reflektorpotentials detektiert
werden. Die PSD-MALDI liefert Information tUber ditruktur eines Molekiils.

Es wurden 100 Spektren akkumuliert. Verwendet waideBruker Reflex Ill Matrix-Assistierte-

Laser-Desorptions-/lonisations-MassenspektrometebDetektion der Spektren.

3.2.10. Retentionszeitenvergleich mittels analytischer Reveed-Phase
Chromatographie

Zum Vergleich der ermittelten Retentionszeiten Standardwerten und die anschlieRende quan-
titative Auswertung der einzelnen Peakflachen wwethe Poros R2/H-Saule und Tetrabutylam-
moniumhydrogensulfat (TBA-HS als lonenpaarreagenz verwendet. Der SaulentypP@tf-
sionssaule) ist durch besonders groRe Poren (6@000-A) in den Partikeln des Saulenfiillmate-
rials charakterisiert.
Die Poros R2/H-Saule (100 mm x 2,1 mm, Fa. Amersiimarmacia, Schweden) wurde mit einer
wassrigen 2 mM TBAHSE und einer 10 mM BHPQO,-Losung (Laufmittel A) bei einem Fluss
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von 300 pl/min &quilibriert. Aliquots der isolienteéSubstanz der analytischen Reversed-Phase-
Chromatographie wurden in dem gleichen LOsungsimdatégenommen und auf die S&ule
aufgetragen. Eluiert wurde mit wassriger ACN-LOs@0g% (Laufmittel B) mit dem ifabelle 5
aufgefihrten Gradienten. Die UV-Absorptionsbestimmerfolgte bei 254 nm. Die Gro3e der
einzelnen Peakflachen wurde bestimmit.

Tabelle 5 Gradient Retentionszeitenvergleich; Fluss 306l
Saule: Poros R2/H-S&ule (100 mm x 2,1 mm, Fa. AnaensPharmacia,
Schweden)
Laufmittel A: 2 mM TBAHSQ-/10 mMK;HPQ,-L6sung in Wasser
Laufmittel B: wéassrige ACN-L6sung (80%)

Zeit (min) 0 4 16 17 19

Gehalt Laufmittel B (%) 0 10 22 50 50

3.2.11. UV-Spektroskopie
Fur die UV-spektroskopischen Untersuchungen wuideUd/-Spektrometer der Fa. Beckmann
(UV/Vis-Spectrophotometer, DU-600) benutzt. Die @kévetten hatten ein Volumen von 60 pl.
Die Spektren wurden in einem Wellenlangenbereich 200 - 450 nm aufgenommen. Das
Losungsmittel der Probe,,B, diente als Referenz. Die Fraktionen der ReveP&se-Chroma-
tographie wurden entsalzt und lyophilisiert. 100d®at Probe wurden bei einem pH-Wert von 3, 7,
und 9 in 900 pl Wasser gelost. Der betreffende péttWiurde mittels 1M NaOH bzw. 1 M HCI
eingestellt. AnschlieBend wurde die geloste Prabedie Quarzkivette pipettiert. Die UV-

Absorption wurde mit einer Scan-Geschwindigkeit ¥®d nm/min gemessen.

3.2.12. Enzymatische Spaltungen

3.2.12.1. Enzymatische Spaltungen mit alkalischer Phosphatase

Zur Spaltung mit alkalischer Phosphatase wurdequdlis der isolierten Substanz der analyti-
schen Reversed-Phase-Chromatographie in 10 pl WgsEist. 1 pl Losung und 1 pl alkalische
Phosphatase (L6sung 0.01 U/ml) wurden gemischtben@7 °C fur 5 min inkubiert. Das Enzym

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

Die Probe wurde mit der Anionenaustausch-Chromapdge (Uno-Q HR 5/2, Amersham-
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Pharmacia, Schweden) auf Spaltungsreaktionen hHersucht. Als Laufmittel wurde eine wass-
rige 20 mM KKkHPO, Losung (Laufmittel A) mit einem pH-Wert von 8, &$utionsmittel 20 mM

KoHPOW/1 M NaCl-Losung (Laufmittel B) mit einem pH-Werbn 8 verwendet, die mit einem
Fluss von 300 pl/min auf die Séule aufgetragen enmuwrdie Fraktionsgrofe betrug 1 ml. Die Elu-
tions-Detektion erfolgte mit einem UV-Detektor &4 nm und einem Leitfahigkeitsdetektor.

Folgender Gradient mit kontinuierlichen Ubergangemde verwendet:

Tabelle 6:  Gradient der Anionenaustausch-Chromatographies/E306 pl/min
Saule: Uno-Q HR 5/2, (Fa. Amersham-Pharmacia, Saamnje
Laufmittel A: 20 mM KHPQ,in Wasser
Laufmittel B: 20 mM KHPQ,/ 1M NaCl-Lésung in Wasser

Zeit (min) 0 2 22 22,5 23,5
Gehalt Laufmittel B (%) 0 5 40 100 100
3.2.12.2. Enzymatische Spaltung mit 5’-Nukleotidase

Zur Spaltung mit 5’-Nukleotidase wurden Aliquotsr deolierten Substanz der Reversed-Phase-
Chromatographie in 10 pl Wasser gelost. 1 pl Loswagde mit 1 pl 5-Nukleotidase (Losung
0.01 U/ml) gemischt und bei 37 °C fir 5 min inkubiddanach wurde die Losung durch einen
Zentrifugen-Filter (Ausschluss-Grenze: 10 kDa) mérgiert und Uber eine Anionenaustausch-
Chromatographie (Uno-Q HR 5/2) unter den oben gateanBedingungen (sieh€abelle 6

chromatographiert.

3.2.12.3. Enzymatische Spaltung mit 3’-Nukleotidase

Zur Spaltung mit einer 3’-Nukleotidase wurden Aldsl der isolierten Substanz der Reversed-
Phase-Chromatographie in 10 pul Wasser gelost.LHgung wurde mit 1 pl 3’-Nukleotidase (LO-
sung 0.01 U/ml) gemischt und bei 37 °C fur 5 mikuiniert. Danach wurde die Lésung durch ei-
nen Zentrifugen-Filter (Ausschluss-Grenze: 10 kR2eptrifugiert und Uber eine Anionenaus-
tausch-Chromatographie (Uno-Q HR 5/2) unter demajfenannten Bedingungen (siehabelle

6) chromatographiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Gewinnung des Probenmaterials

Von der Schlachterei wurden frische Rindernebepnidrezogen. Die Nebennieren wurden zer-
morsert und homogenisiert. Nach der anschlieRehgephilisation erfolgte die Extraktion. Im
Folgenden wird die chromatographische Isolierund pnmér massenspektrometrische Identifi-
zierung des AgG beschrieben. Die Ergebnisse der einzelnen Adwtitéte werden im Folgenden
dargestellt.

4.2. Praparative Reversed-Phase-Chromatographie

Nachdem die Proteine mit Perchlorsaure denatwigtder Uberstand neutralisiert worden war,
wurde das resultierende Extrakt lyophilisiert undtefs der préparativen Reversed-Phase-Chro-
matographie fraktioniert. Didbbildung 2 zeigt ein charakteristisches Chromatogramm dieser
praparativen Reversed-Phase-Chromatographie. Ber &etentionszeit von 4 Stunden und 1
Minute bis 4 Stunden und 15 Minuten wurde das dtarestische Absorptionsmaximum bei 254

nm fur Dinukleotide detektiert. Der Balken kenniteiet die Fraktionen, die gesammelt wurden.

Die UV-Absorption wird hier, wie auch in den Gbng€hromatogrammen, in dimensionslosen
Absorptionseinheiten (AU) angegeben. Die gestrieh&urve stellt die Leitfahigkeit dar. Die
durchgezogene Kurve stellt die UV-Absorption daie Balken zeigen die Fraktionen, die weiter
chromatographiert wurden.

Abbildung auf der nachsten Seite
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Abbildung 2: Praparative Reversed-Phase Chromatographie
Probe: Extrakt der Rindernebenniere nach Liisphion
Saule: Reversed-Phase C18 Saule (310 mm x23worngroiRe 40-
63 um, Merck, Deutschland)
Laufmittel A: 40 mM TEAA in Wasser
Laufmittel B: 30 Vol % Azetonitril in Wasser
Flussrate: 5 ml/min
UV-Detektion: 254 nm
: UV-Absorption

- - Leitfahigkeit (in %)
: Retentionszeitbereich, in dem das Eluawféitere Fraktio
nierungen gesammelt wurde

4.3.  GroRRenausschluss-Chromatographie

Das Eluat der Reversed-Phase-Chromatogragtbbildung 2 mit dem Balken gekennzeichnet)
wurde lyophilisiert und mittels einer GréRenaussstiChromatographie weiter fraktioniet-
bildung 3 zeigt die resultierende Gréf3enausschluss-Chromegibge. Bei der Gréfienausschluss-
Chromatographie erfolgt die Trennung aufgrund derekularen Gréf3e. Der entsprechende
Retentionszeitenbereich von 90 min bis 142 mimi&bbildung 3 durch den Balken markiert.
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Abbildung 3: GroélRenausschluss-Chromatographie

Probe:

Saule:

Laufmittel:

Flussgeschwindigkeit:
UV-Detektion:

Eluat der praparativen-Reversed-Phase-
Chromatographie (in Abbildung 2 mit einem
Balken gekennzeichnet)

Glassaule 100 cm x 2 cm mit Sephacr§+10
High-Resolution Gel S-100 Sepharose
(Amersham, Pharmacia/ Biosciences, Deutschland
Wasser

1 ml/min
254 nm

UV-Absorption
Leitfahigkeit
Retentionszeitbereich, in dem das Eluat féiteve Fraktio-
nierungen gesammelt wurde
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4.4.  Affinitdts-Chromatographie

Das Eluat der GréfRenausschluss-Chromatographieewded Affinitditschromatographie zuge-

fuhrt. Bei dieser Chromatographie werdBabstanzen mit 2 cis-diol-Gruppen retendi@tibil-

dung 4 zeigt das resultierende Chromatogramm. Im Bereeshhdhen UV-Absorption zwischen

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

fraktioniert.
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Abbildung 4: Affinitatschromatographie

Probe:
Chromatographie-Gel:

Laufmittel A:
Laufmittel B
Fluss:
UV-Detektion:

Eluat aus der GrolRenausschlusschromptug
mit Balken gekennzeichnet
m-Amino-Phenylboronsaure yhweatrix,
Korngrof3e 70-150 um, Hersteller: Biorad, Dehland)
1 M Ammoniumazetat in Wasser
10 mM HCl in Wasser
2 ml/min
254 nm
UV-Absorption
Leitfahigkeit
Retentionszeitbereich, in dem das Eluat féiteve Fraktio
nierungen gesammelt wurde
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4.5.  Displacement-Chromatographie

Das Eluat der Affinitaitschromatographie wurde awkeizin Serie geschalteten Reversed-Phase
Chromatographiesaulen im Displacement-Modus wéigdtioniert. Abbildung 5 zeigt das resul-
tierende Chromatogramm. In dem Chromatogramm stll&Absorptionsmaximum dargestellt.

In der Zeit von 6 Stunden und 20Minuten bis bistdn8en und 5 Minuten wurde das Eluat

gesammelt.
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Abbildung 5: Displacement-Chromatographie

Probe: Eluat der Affinitats-Chromatographie
Saule: zwei in Serie geschaltete ReversedePhas
Chromatographien (Merck, Deutschland)

Laufmittel: 40 mM TEAA-Wasser
Displacer: 160 mM n-Butanol in 40 mM TEAA in \Was
Flussrate: 0,1ml/min
UV-Detektion: 254 nm

: UV-Absorption

Leitfahigkeit
Retentionszeitbereich, in dem das Eluatféitere Fraktio
nierungen gesammelt wurde
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4.6.  Analytische Anionenaustausch-Chromatographie

Das Eluat der Displacement-Chromatographie wurdamenelt und mittels einer Anionenaus-

tausch-Chromatographie tber eine Anionenaustau&#de chromatographiert. Die Fraktionie-

rung erfolgte hierbei durch die unterschiedlictristaanionische Ladungibbildung 6 zeigt das

resultierende Chromatogramm. Im Absorptionsmaxinmmschen der 58. und der 82. Minute

wurde das Eluat gesammelt, im Chromatogramm gelegctmzet durch einen Balken.
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Abbildung 6 Analytische Anionenaustausch-Chromatographie

Probe:
Saule:
Laufmittel A:
Laufmittel B:

Fluss:
UV-Detektion:

Eluat der Displacement-Chromatographie
Anionenaustauscher Uno-Q-1 (Pharm8&ciayweden)
10 mM KHPO, in Wasser, pH 8

50 mM KHPQO, und 1M NaCl-Ldsung in

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

115 min: 40-100% B

0,5 ml/min

254 nm

UV-Absorption

Leitfahigkeit
Retentionszeitbereich, in dem das Eluat fir eveiFraktio-
nierungen gesammelt wurde
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4.7.  Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Die Fraktionen Anionenaustausch-Chromatographikemgzeichnet durch den Balken, wurden
mittels einer analytischen Reversed-Phase-Chromegibge weiter fraktioniert. Das resultierende

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

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

Balken, wurden die den Absorbtionsmaxima zugrunggehden Substanzen pur isoliert

gesammelt.
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Abbildung 7: Analytische Reversed-Phase-Chromatographie

Probe:
Saule:

Laufmittel A:
Laufmittel B:

Fluss:
UV-Detektion:

Eluat der Anionenaustausch-Chromatoggaggsammelt in
analytische Reversed-Phase-Chromatagraph
(Superspher 100 C18 endc., 250 mm x 4 mm, kerc
Deutschland)
40 mM TEAA-Wasser
100%iges Azetonitril
0 min: 0% B; 0-4 min:0-2% B; 4-79 min:2-7% &)-85 min:
7-60% B; 86-90 min: 60-80% B; 90-100 min: 88%
0,5 ml/min
254 nm
UV-Absorption
Leitfahigkeit
Retentionszeitbereich, in dem das Eluat féiteve Fraktio-
nierungen gesammelt wurde

Die Retentionszeit der in dé&bbildung 7 markierten Fraktion entsprach der Retentionszgit s

thetisch hergestellten AG.
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4.8. Matrix-Assisted-Laser-Desorbtion/lonisation-MassenSpektrometrie

Das lyophilisierte Eluat der Reversed-Phase-Chrognaphie,in Abbildung 7 gekennzeichnet
mit dem Balken, wurde mit Hydroxypicolinsdure aufesm MALDI-Probenteller pipettiert und in
der Matrix-Assistierte-Laser-Desorbtions-/lonisageMassenspektrometrie analysiédbbildung

8 zeigt das resultierende MALDI-Massenspektrum delierten Substanz.

In der isolierten Fraktion wurde in der MALDI-Masspektrometrie eine Masse von 772,9 Da
bestimmt. Auf Grund bekannter Massenspektrometidgdavon synthetisch hergestelltem
Adenosin-Guanosin-Triphosphat, die zum Vergleicmwesdet wurden, konnte die zugrunde

liegende Substanz als Adenosin-Guanosin-TriphogpReatifiziert werden.

7729

relative Intensitat
(rel. Einheiten)

600 700 800 900

molekulares Gewicht (m/z)

Abbildung 8: Massenspektrum der Fraktionen der Reversed-Phasen@tographie

Probe: lyophilisierte Fraktion der Reverseddeha
Chromatographie

Matrix: Hydroxypicolinsaure, 50mg/mi

Abszisse: Masse

Ordinate: relative Intensitat
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4.9. Post-Source-Decay-Maldi-MS

Zur exakten Identifizierung der untersuchten Suirstalgte im Anschluss eine Post-Source-De-
cay-MALDI-MS von dem Eluat, das iAbbildung 7 mit dem Balken gekennzeichnet ist. In der
rechten Spalte sind die Fragment-Massen der PSDDMAlassenspektrometrie aufgefuhrt In

der linken Spalte sind die Massen den entsprecielfdgment-lonen zugeordnet.

Tabelle 7: Molekulare PSD-Fragment-Massen der isolierten tamzsAdenosin-Guanosin-
triphosphat. Abkirzungen: M+ = Mutterion; G"= Guant=Guanosin;
A’= Adenin; A = Adenosin; p = Phosphatgruppe, zAB; = AMP

Fragment-lonen ApsG
(Da)
A 136
G 152
A-2HO 235
G-2HO 252
Gpl 357
Apz2 — HO 409
Ap2 428
Gpe 447
M- Gp 330
M - Gp, 410
M- G + H,O 609
M-G 622
M- A 635
M 773

4.10. Retentionszeitenvergleich mittels Analytischer Rearsed-Phase-

Chromatographie

Die Retentionszeit der isolierten Substanz ausadatytischen Reversed-Phase-Chromatographie

wurde mit Retentionszeiten von synthetisch herdfesel Adenosin-Guanosin-Triphosphat
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verglichen. Die Retentionszeit der isolierten Sabstentsprach der Retentionszeit von synthetisch
hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphosphat.

4.11. UV-Spektroskopie

Zur weiteren Klarung ob es sich bei der isolier&rbstanz um Adenosin-Guanosin-Triphosphat
handelt, wurden UV-spektroskopische Untersuchuriggreinem Absorbtionsmaximum von 200
bis 300 nm und einem pH von 3, 7 und 9 zur Bestimgrder Substanzklassen der isolierten Sub-
stanz durchgefiihrt. Die entsprechenden Absorptpmkieen wurden aufgenommen. Verwendet
wurden die Fraktionen der Reversed-Phase-Chronaibiy, gekennzeichnet mit einem Balken in
Abbildung 7. Zur Kontrolle wurde unter identischen Bedingungene UV-Spektrometrie von
synthetisch hergestelltem Adenosin-Guanosin-Triphas durchgefuihrt, die ein identisches

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

Tabelle 8 Maxima und Minima der UV-Absorption der isoliant&ubstanz
(Abbildung 7) bei unterschiedlichen pH-Werten

pH 3 pH 7 pH 9

AmMin / nm Amax/nm{Amin/ nm Amax/nm|Amin/nm Amax/nm

ApsG 230.1 256.8 227.8 255.1 226.9 255.0

4.12. Enzymatische Spaltungen

Aus Ergebnissen mit synthetisch hergestelltem Asi@rGuanosin-Triphosphat und Vergleichen
mit der isolierten Substanz der analytischen RedePhase-Chromatographie, wurde die aufge-
reinigte Substanz als Adenosin-Guanosin-Triphospldgntifiziert. Die Proben aus der
analytischen Reversed-Phase-Chromatographie wuadégereinigt, entsalzt und lyophilisiert.
Anschlieend erfolgte die massenspektrometrischiersinchung vor und nach Inkubation mit

alkalischer Phosphatase, 3"-Phosphodiesterase tPigbSphodiesterase.
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Abbildung 9: Massenspektren der isolierten SubstanzApmund nachB) Inkubation mit
alkalischer Phosphatase

Nach Inkubation mit alkalischer Phosphatase wuidegtkiche Massenzahl ermittelt die vor der

Inkubation mit der alkalischen Phosphatase detgktiarde. Eine Spaltung der Probenmolekile
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mit der alkalischen Phosphatase war also nichigtrf®araus lasst sich folgern, dass die Phos-
phatgruppen nicht endstandig an der Ribose gebusiden sondern zwischen zwei Ribosen als

Kette im Innern des Molekiils vorliegen missen.
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Abbildung 10: Massenspektren der isolierten SubstanzZ(#&pmund nachB) Inkubation mit
3’-Phosphodiesterase
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Nach der Inkubation mit 3"-Phosphodiesterase wutde gleiche Massensignal wie vor der

Inkubation mit 3"-Phosphodiesterase gemessen. Ewnéerknipfung mit der Ribose liegt also

nicht vor.
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Abbildung 11: Massenspektren der isolierten SubstanzZA&prund nach(B) Inkubation mit

5’-Phosphodiesterase
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Nach Inkubation mit der 5"-Phosphodiesterase wuatatere Massensignale als vor Inkubation
gemessen. Die Massen entsprachen den SpaltungkfgoddMP, ADP, GMP und GDP im Mas-
senspektrum. Es liegt also eine 5°-Bindung von Bebmit der Phosphatgruppe vor. Dass es sich
um Bruchstiicke von RNA oder DNA handelt, kann assb®ssen werden, da diese auch nach
Inkubation mit der 3"-Phosphodiesterase gemesseahenii

5. Diskussion

Die Ursachen des Bluthochdruckes, speziell des gsam (essentiellen) Bluthochdruckes, sind
weiterhin nicht vollstandig aufgeklart Die UnterBuag von Mediatoren, die einen Bluthochdruck
durch vasokonstriktive Eigenschaften oder Wachsstimslation glatter Gefal3muskelzellen
bewirken oder modulieren, ist daher fur die Entwiok) neuer Therapiekonzepte unerlasslich. In
den letzten Jahren wurden hierbei Substanzen faesti, bei denen es sich um Diadenosin-
Polyphosphate handelt. Seit der ersten Beschreilllesy Diadenosin-Triphosphat (49 in
menschlichen Thrombozyten ist eine zunehmende Aramadloger Substanzen bei Saugetieren
und Menschen beschrieben worden. In weiteren Agalysvurden diese Dinukleotid-
Polyphosphate auch in der Plazenta und in den Nedrem isoliert (Schluter et al, 1994 und 1996,
Jankowski et al, 2001). Zuerst gelang es, DiaderBsiyphosphate mit 4, 5 oder 6
Polyphosphatgruppen (Mas) in menschlichen Zellen nachzuweisen (Ralev@12. In weiteren
Untersuchungen wurden Dinukleotid-Polyphosphate Adénosin und Guanosin als Nukleotid
identifiziert, die 2, 3, 4, 5 und 6 Polyphosphafipen enthalten (AgGs).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung deubstanz Adenosin-Guanosin-Triphosphat
(ApsG) aus Nebennieren. Adenosin-Guanosin-Triphosplsit dine Substanz, die stark
vasokonstringierend wirkt und durch Wachstumstirtiohe glatter GefalBmuskelzellen den
Blutdruck beeinflusst (Hollah, 2001). Die Substd@n nicht einfach nachgewiesen werden,
daher war eine aufwendige Isolierung und Nachweidfassenspektrumanalytik erforderlich. Die
Isolierung der Substanz aus Nebennieren macht dereiterfihrende Untersuchung zum
Verstandnis der Genese des Bluthochdruckes sowi€&mtiwicklung neuer Therapieoptionen zur
Kontrolle des Bluthochdruckes mdglich. DinukleoBdlyphosphate sind nicht durch eine
Antikdrper vermittelte Reaktion und Nachweis zuntigzieren. Um Dinukleotid-Polyphosphate

in Zellen oder Geweben nachzuweisen, war es notgerthss diese Substanzen homogen
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vorliegen, um sie dann mit physikalisch-chemischfmalysen zu identifizieren. Das frisch
gewonnene Nebennierengewebe wurde zur Minimierungseenzymatischen Abbaus vor der
Analytik nach dem Verfahren nach Wheelock behand®itheelock et al., 1991): Das
Rindernebennierengewebe wurde in flissigem Stitkétei -80 °C 12 Stunden tiefgefroren.
AnschlieRend erfolgten Lyophilisation und Pulvesising. Damit konnte eine Zersetzungsreaktion
grofRtenteils verhindert werden und die zu untersndl Substanz schonend freigesetzt werden.
Zuerst wurde eine grofl3e Anzahl kleiner hydrophditgsaind hydrophiler Substanzen wie Lipide
und Kohlenhydrate mittels einer praparativen ReaciBhase-Chromatographie von dem zu
isolierenden Adenosin-Guanosin-Triphosphat getre@iibbildung 2). Die Reversed-Phase-
Chromatographie wurde verwendet, um wenig polanéeStvie Lipide und stark polare Stoffe wie
Kohlenhydrate abzutrennen. Um die Anbindung derrdphilen Substanz an die unpolare Saule
zu ermdglichen, wurde das lonenpaarreagenz Tratiyloniumacetat verwendet.
Triethylammoniumacetat maskierte anionische Anteailler Nukleotide, dadurch kann die
hydrophile Substanz an die unpolare Saule bindenctbhydrophobe Wechselwirkungen bei der
Reversed-Phase-Chromatographie werden generelerallekiile absorbiert. Verwendet wurde
ein praparatives C18-Chromatographie-Gel. Eluiedrden die Nukleotide mit einer dreil3ig
prozentigen Azetonitrillésung, da sehr unpolareffStetarker an die Saule binden und dann nur
mit hoheren Azetonitrillosungen eluiert werden kénn Das Eluat wurde anschliel3end
lyophilisiert, um stérende Losungsmittel zu entéern Anschlielend wurde das Eluat der
Reversed-Phase-Chromatographie mittels einer Gaifssnhluss-Chromatographie beztiglich der
molekularen Gro3e weiter fraktionigAbbildung 3). Adenosin-Guanosin-Triphosphat gehort zu
der Gruppe der Dinukleotid-Polyphosphate. Dinukte®tolyphosphate sind hauptsachlich an
Proteine gebunden, daher ist zu vermuten, dass oAdeGuanosin-Triphosphat an Protein
gebunden vorliegt. Um die Proteine aus dieser Bigdzu verdrédngen, wurde entsprechend dem
Massenwirkungsgesetz Adenosin-Triphosphat im Ulhetss zur Probe gegeben. Das Adenosin-
Triphosphat konkurriert mit dem Adenosin-Guanosiipiiosphat um die Proteinbindung, die
Adenosyl-Polyphosphate werden dann von der Prateinobg verdréngt. Darauf einsetzende
enzymatische Abbaureaktionen werden durch zugeben ¥thylendiamintetraessigsaure
verhindert. Ethylendiamintetraessigsaure bindetciGalionen und kann so Calcium abh&ngige
enzymatische Abbaureaktionen verhindern. Die Foal¢rung erfolgte hier aufgrund der
unterschiedlichen MolekulgroRe. Es wurde eine S-T@hnsaule verwendet, die aus einem

porésen Gel besteht. Das Gel besteht aus einerarytamid quervernetzten Dextrapolymer mit
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einem Trennbereich von 1-100 k Da und einer hoherchanischen Stabilitat, wodurch
reproduzierbare Resultate erzielt werden konntem.Qelmaterial befinden sich Poren. Die
Substanzen der Probe, die kleiner sind als dieernG#lmatrix befindlichen Poren, diffundieren in
die Poren hinein. Substanzen mit einem grof3en Middegewicht diffundieren nicht in die Poren
des Gels und werden das System schneller durchlalfabei wurde Wasser als Laufmittel
eingesetzt. Durch das ausgewahlte Chromatograpghiege negativer Ladung wurden die
Molekule gleichzeitig durch ihre elektrostatische edhselwirkung, wie lonenaustausch,
lonenausschlussmechanismus, hydrophobe Wechsehgieku und pe-p-ti—Wechselwirkungen
getrennt. Die ebenfalls negativ geladenen Nukleotigrden beim lonenausschlussmechanismus
von der Oberflache des Gels abgesto3en und dringdrtt in die Poren des Gels ein. Die
Nukleotide erfahren eine Repulsion und eluierehdriials es ihrem Molekulargewicht entspricht.
Positiv geladene Probenmolekiile werden durch lamsaaschkrafte verstarkt an die Oberflache
des Gels gebunden. Dadurch wird der Transport deitiyp geladenen Molekile durch die Saule
verzogert. Es resultiert flr positive Probensulmtaneine verldngerte Retentionszeit. Der
lonenaustauschmechanismus und der lonenausschirssmsmus lassen sich durch Anderung
des pH-Wertes in der mobilen Phase durch die Zugabes Puffers von 0,3-0,5 M NaCl
ausschalten, da die Ladungen der Probenmolekileiextl werden. Neutrale Substanzen eluieren
ihrem Molekulargewicht entsprechend.

Im nachsten Schritt erfolgte eine selektive Kongening von Nukleotiden, die zwei oder mehr
1,2-cis-diol Gruppen enthalten, mit der Affinitdt$womatographigAbbildung 4). In diesem
Schritt wurden Dinukleotid-Polyphosphate von Monkieotid-Polyphosphaten getrennt. Hierbei
wurde eine PBA-Saule verwendet. An den Kationemaussher Bio-Rex-70-Gel wurde Phenyl-
boronsaure angelagert. Aufgrund der negativen Lgaduerden Diadenosin-Polyphosphate von
den alkalischen Austauschgruppen des Kationenagdtars abgestol3en. Nukleotide wie ATP mit
weniger als zwei cis-diol-Gruppen binden nicht @s @oronsauregel in Anwesenheit einer 1 M
Ammoniumacetatlosung aufgrund von ladungsabhangijestoRungsreaktionen zwischen den
negativen Phosphatgruppen und den funktionellerp@m des Kationenaustauschgels. In einer
Borylesterformation der zwei cis-diol Gruppen derinlikleotid-Polyphosphate sind die
Bindungskrafte starker als die Abstof3ungskraftelelidle mit zwei cis-diol-Gruppen binden
kovalent oder komplex mit der Gelmatrix. Adenosina@osin-Triphosphat bindet auf Grund der
cis-Diol-Gruppen der beiden Basen an die Phenyhgiore, da die Bindungskraft der

Phenylboronsaure gréfRer als die AbstoRungskrafkd@snenaustauschers war. Die Bindung der
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Diadenosyl-Polyphosphate an die Phenylboronsaute aihangig vom pH-Wert und der
Salzkonzentration. Ein pH-Wert von unter 9,5 beterkine hydrolytische Spaltung der cis-diol-
Gruppen. Dadurch werden die AbstoRungskrafte ddexi Puffer nicht mehr kompensiert. Es
resultiert eine verstarkte Abstol3ungskraft. Dieti&luerfolgte daher mit 10 mM HCI. HCI bewirkt
eine Senkung des pH-Wertes und die gebundenen &uakst der Probe eluieren. Das Eluat
enthielt mindestens 2 cis-Diol-Gruppen.

In der folgenden Displacement-Chromatographie wutae Eluat der Affinitatschromatographie
weiter fraktioniert (Abbildung 5). Substanzen, die auf der stationdren Phase gebusidd,
werden durch eine Substanz (Displacer), deren wdtizum S&ulengel héher ist, von ihren Bin-
dungsstellen verdrangt. Die Trennleistung erfolgt Grund hydrophober Effekte bei steigender
Affinitat der Substanzen zu einer mit C18-Kettendifimierten Silicagel-Saule. Dadurch werden
irreversible Proteinbindungen verhindert. Die Oldetie besteht aus einer unpolaren stationaren
Phase. Je unpolarer die Substanzen der mobilere Biveds um so mehr binden sie an die statio-
nare Phase des Chromatographiegels. DinukleotigsRosphate sind polar, um sie zu retendieren
musste dem entsprechend Triethylammoniumazetdbmaéspaarreagenz zugegeben werden. Als
Displacerldsung diente Butanol. Der Alkohol Butahat eine hdhere Affinitat zu den absorptiven
Bindungszentren der stationdren Phase als die Roebtandteile, die daher von den
Bindungszentren verdrangt werden. Wahrend des Voggangs bildete sich entlang der Saule ein
Displacementtrain aus. Es handelt sich um einz&gehteckbanden mit hoher Reinheit und
Konzentration der Probensubstanzen. Im Chromatagrarscheinen sie als stufenartige UV-
Peaks, da sie in Reihenfolge ihrer Ausbildung etineMit Hilfe einer Vakuumzentrifuge wurde
das Triethylammoniumacetat und Losungsmittel voomaEgetrennt.

AnschlieBend wurde das Eluat in der analytischeroWenaustausch-Chromatograplifebbil-
dung 6) nach Ladung und Hydrophobizitat auf Grund steigeniffinitdt zum Anionenaustau-
scher im Gradientenmodus fraktioniert. lonenausfaergele im Anionenaustauscher haben po-
sitiv geladene Gruppen (ein quartares Amin), dieakent an einer Polymermatrix gebunden sind.
Wegen der elektrostatischen Wechselwirkungen mit dationdren Phase der S&aule werden
anionische Substanzen der mobilen Phase gebunderetBndierten anionischen Bestandteile der
mobilen Phase werden durch Probenionen ersetzGradientenmodus erfolgt die Elution der
retendierten Substanzen. Dabei wird die Konzewomatder Anionen der mobilen Phase
kontinuierlich erhéht, wodurch die Probenmolekiles @ghren Bindungen verdrangt werden. Ab-

hangig von der Anzahl der Phosphatgruppen habeNukéeotide eine unterschiedliche Affinitat
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zum Austauschergel. Die Substanzen mit der geengaffinitat zum Gelmaterial eluieren zuerst.
Dies sind die Molekile mit niedriger Anzahl negatitadungen. Die Bindungsstarke steigt mit
Anzahl der negativen Ladungen im Probenmolekuil,desi Dinukleotid-Polyphosphaten mit der
Anzahl der Phosphatgruppen.

Durch die analytische Reversed-Phase-Chromatogrg@ibildung 7) erfolgte die Trennung
hydrophober Nebenbestandteile vom Adenosin-Guasogimosphat von den anderen Nukleo-
tiden. Die Verwendung einer C18-Ketten-Saule adgi®tare Phase sowie Triethylammoniuma-
cetat als lonenpaar-Reagenz ist gegeniber andesthodien z.B. der Silica-Reversed-Phase-
Chromatographie und der Perfusions-Chromatograghies/orteilhaft. Vor den Untersuchungen
von Jankowski et al. wurde Tetrabutylammonium-Hgdmsulfat als lonenpaarreagenz
verwendet. Der Vorteil des Triethylammoniumacetals lonenpaarreagenz ist der, dass eine
anschlieende MALDI-Massenspektrometrie kompatisel Die C18-Ketten-Saule ermdglicht
eine bessere Trennung der verschiedenen DinukiPoligbhosphate sowie deren Isolierung,
insbesondere bei geringeren Konzentrationen. Wdgsrgeringeren Widerstandes in der Saule ist
die fur die Trennung bendgtigte Perfusionszeit kiirténpolare Substanzen der mobilen Phase
binden an das unpolare Gelmaterial der station®#ease der C18-Ketten-Sdule. Durch die
Verwendung des Triethylammoniumacetats als lonengagenz ist es moglich, das sehr polare
Adenosin-Guanosin-Triphosphat an die stationares®hder Reversed-Phase-Oberflache zu
binden. Bei Verwendung eines flachen Gradientendererdie eluierenden Substanzen im
Vergleich zur isokratischen Elution besser aufgeldsischlieRend wurden die Proben in einer
Vakuumzentrifuge vom flichtigen Triethylammoniumiategetrennt, um die Matrix-Assistierte-
Laser-Desorptions-Massenspektro-metrie  (MALDI-Masgektrometrie) und die  UV-
Spektrometrie anzuschliel3en.

Die Fraktionen der analytischen Reversed-Phasen@tographie wurden mit der MALDI-
Massenspektrometrie untersucht. Diese massenspekttische Methode ist eine einfache und
schnelle Mdglichkeit zur molekularen MassenbestimgiuDarlber hinaus kdénnen durch die
selektive Verwendung von Enzymen stereochemischgestellungen beantwortet werden.
Enzyme konnen beispielsweise durch kovalente Bigdaonan Sepharosebeads immobilisert
werden. Im Rahmen der Arbeit wurden so, alkalisehesphatase, 3"-Phosphodiesterase und 5°-
Phosphodiesterase immobilisiert.

Nach Lyophilisation wurden die Fraktionen der ReeerPhase-Chromatographie inCHgelost

und mit den immobilisierten Enzymen inkubiert. Nadhkubation wurde die jeweilige
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Inkubationslésung wiederum massenspektrometrischlysiert. Hierzu wurde der jeweilige
Reaktionsansatz mit 3-Hydroxypicolinsdure als Matriversetzt und direkt in das
Massenspektrometer eingebracht (Jankowski, 200X). kBnnte eine Substanz mit einer
molekularen Masse von 772,9 DA in der Massenspeldtoe detektiert werderAbbildung 8).
AnschlieRend erfolgte in der PSD-MALDI Massenspaktetrie die Messung der Massensignale
(Tabelle 7). Zur Bestatigung dieser Annahme wurde die magsttiometrische Untersuchung
auch mit synthetisch hergestelltem, authentischet@anasin-Guanosin-Triphosphat durchgefihrt
Aufgrund der vorliegenden Referenzdaten konntenirdider MALDI-Massenspektrometrie und
PSD-MALDI-Massenspektrometrie gemessenen MassesisigAdenosin-Guanosin-Triphosphat
zugeordnet werden.. Hierbei wurde die gleiche Massettelt. Ein Vergleich der Retentionszeiten
der Fraktionen der von authentischem Adenosin-Gaiarfriphosphat unterstitzte diese
Annahme. Reversed-Phase-Chromatographie mit dsprechenden Retentionszeiten

Zur ldentifizierung der absorptiven Eigenschaftem 8ubstanzen der Reversed-Phase-Chroma-
tographie wurden UV-spektroskopische Methoden vedee Es konnte gezeigt werden, dass in
dem Wellenbereich von 200 bis 300 nm die isoli@ubstanz, die fir Adenosin beziehungsweise
Guanosin charakteristische, pH-Wert abhangige UWiMa und UV-Minima aufweis{Tabelle

8).

Die VerknlUpfung der Phosphate mit Ribosen konmerseits tber die 5°-Position oder Uber die
3’-Position der Ribose erfolgen. Die jeweiligen n@mwen waren massenspektrometrisch nicht
unterscheidbar, da bei beiden Varianten die glembé&kulare Masse nachgewiesen wirde. Um
die jeweilige Bindungsstellen der Phosphatgrupperden Ribosen zu bestimmen, erfolgte die
enzymatische Analytik der isolierten Substanz mimiobilisierter 3"-Phosphodiesterase, 5'-
Phosphodiesterase und alkalischer Phosphatase.

Die 5-Phosphodiesterase, spaltet Nukleotide miereb -Phosphoesterbindung. Diese finden sich
nur an der 5-Bindungsstelle der Ribose und inrbrider Phosphatketten. Die 3’-Phospho-
diesterase spaltet Nukleotide mit einer 3’-Phosptesbingung, diese finden sich an der 3'-
Bindungsstelle der Ribose und innerhalb der Phdkptian. Die alkalische Phosphatase hydro-
lisiert terminale Phosphoester. Nachdem die Prabénalkalischer Phosphatase, 3 -Phospho-
diesterase und 5°-Phosphodiesterase inkubiert aneéiner analytischen Anionen-austausch-
Chromatographie fraktioniert worden waren, erfolglee MALDI-massen-spektrometrische
Analyse. Die massenspektrometrischen Ergebnisgpgereidass sich die Substanz weder durch
alkalische Phosphatas&hpbildung 9) noch 3"-Phosphodiesterag&bpildung 10) metabolisieren
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lie. Nach Inkubation mit 5"-Phosphodiesterase t@raine Metabolisierung eindeutig gezeigt
werden Abbildung 11). Es wurden zwei Massen fir die jeweiligen Nukigeterhalten, die
Adenosin und Guanosin entsprachen, die Uber ein awel Phosphatgruppen an die Ribose
gebunden waren. Diese waren Adenosin-Monophospimat Guanosin-Diphosphat, sowie
Guanosin-Monophosphat und Adenosin-Diphosphat. (AMB GDP sowie GMP und ADP) Die
Aufspaltung der Substanz in die Komponenten Adenost Monophosphat bzw. Diphosphat und
Guanosin mit Monophosphat bzw. Diphosphat zeigtsdss sich bei der isolierten Substanz um
Adenosin-Guanosin-Triphosphat handelt, wobei dikldhtide Uber die 5-Bindung der Ribose
miteinander verbriickt sind. Somit konnte Adenosimfosin-Triphosphat im Nebennieren-
gewebe nachgewiesen werden.

Die Isolierung von Adenosin-Guanosin-Triphosphatvisn besonderem Interesse fur die Genese
der Hypertonie, da diese Substanz offensichtlicte egjrol3e Bedeutung fur die Regulation des
Blutdruckes hat. Dinukleotid-Polyphosphate sind slohals extrazellulare als auch intrazellulare
Mediatoren an der Regulation von Gefal3tonus sowidex Proliferation der glatten Muskulatur
der Gefal3e und der Mesangiumzellen beteiligt (Ho¥#90). Adenosin-Guanosin-Triphosphat
gehort zu der Gruppe der Dinukleotid-Polyphosphdie,als starke purinerge Agonisten gelten
(Jankowski, 2007). Seit der ersten Beschreibung D@denosin-Triphosphat in menschlichen
Thrombozyten (Luthje, Olgivie, 1983) wurde eine iemrzunehmende Anzahl &hnlicher Dinu-
kleotid-Polyphosphate in Sdugetieren und Mensclaehgewiesen, mit unterschiedlichen Purinen
und unterschiedlicher Anzahl an Phosphatgruppesn,iber Esterbindungen mit den Hydroxyl-
gruppen an den 5-C-Atomen beider Riboseeinheitmbunden sind. Es wurden verschiedene
Zellen identifiziert, die ApnA offenbar synthetisg®: Thrombozyten (Olgivie, 1983), Erythro-
zyten (Forester, 1990), Herzzellen (Luo, 1999). |&eh isolierte Diadenosin-Polyphos-phate
(AprA) mit 4, 5, und 6 Phosphatgruppen (Schluter, 199&nkowski isolierte Uridin-Tetra-
phosphat (UpA) nach einem Versuch mit Ratten (Jankowski, 20@%r Uberstand von stim-
uliertem menschlichen Gefal3endothel wurde in isolerfundierte Rattennieren injiziert, was
eine Vasokonstriktion ausloste. Die vasokonstriktir aktive Substanz wurde isoliert und als
Uridin-Adenosin-Tetraphosphat identifiziert. ErhéhKonzentrationen von Uridin-Adenosin-Te-
traphosphat U\ wurden im Plasma von hypertensiven Kindern geeressd isoliert. Eine ge-
messene linksventrikulare Hypertrophie und verdédidkitima media der A. carotis stand in Ko-

rrelation mit den erhdhten Plasmaspiegeln vonAUgdieser hypertensiven Kinder (Jankowski,
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2007). Castillo, Castro und Pintor beschreibens desben den Thrombozyten, Erythrozyten und
dem Herzen auch die Nebennieren Diadenosin-Polybtade speichern kénnen (Castillo, 1992).
Diadenosin-Polyphosphate und Adenosin-GuanosingPolsphate wirken vasokonstriktorisch
und Wachstum stimulierend auf Gefal3muskelzellesbdsondere der Effekt des Adenosin-
Guanosin-Triphosphats in der Vasokonstriktion vaeréhgefal3en, und in der Proliferation von
glatten Muskelzellen in Gefal3zellen (Schluter 1998yon Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Isolyudes Adenosin-Guanosin-Triphosphat aus
Rindernebennieren dargestellt. Mit dem Nachweis »alenosin-Guanosin-Triphosphat in der
Nebenniere kdnnen weitere Untersuchungen folges. ndchstes sollte untersucht werden, ob
Adenosin-Guanosin-Triphosphat bei Menschen naclbaeisst und ob Adenosin-Guanosin-
Triphosphat bei Bluthochdruckpatienten erhdht nashlar ist. Danach ware zu klaren, wann
oder wie das Adenosin-Guanosin-Triphosphat in debéxiniere erhoht produziert und/oder
ausgeschieden wird. Aus den Ergebnissen dieserrduisteungen kdnnen neue Ansatze zur
Therapie des Bluthochdruckes gewonnen werden.

6. Zusammenfassung

Der essentielle Bluthochdruck ist in seiner Gensseh nicht hinreichend geklart. Es gibt eine
Vielzahl verschiedener Ansatze, die Ursachen deghBthdrucks zu erforschen und Mediatoren
zu identifizieren, die den Blutdruck beeinflussendiesem Zusammenhang wurden Dinukleotid-
Polyphosphate und im besonderen Diadenosin-Polyblads beschrieben. In dieser Arbeit wird
ein Verfahren vorgestellt, die Substanz Adenositsin-Triphosphat aus Rindernebennieren-
gewebe zu isolieren. Im ersten Schritt wurde auene Rindernebennierengewebe mit Hilfe eines
anerkannten Verfahrens ein Homogenat hergestatddnn unterschiedlichen chemisch-physika-
lischen Aufbereitungsschritten unterzogen wurdeerZuerfolgte in der praparativen Reversed-
Phase-Chromatographie eine Abtrennung sehr hydespbind hydrophober Substanzen. An-
schlieRend wurde das Eluat in der GréRenaussclilngsmatographie beztiglich der molekularen
Grol3e weiter fraktioniert. Im nachsten Schritt &gfe eine Affinitats-Chromatographie mit Phe-
nolboronséure, wodurch Dinukleotid-Polyphosphate Mononukleotid-Polyphosphaten getrennt
werden konnten. Das Resultat der Affinitats-Chragedphie wurde mittels einer Displacement-
Chromatographie weiter fraktioniert. In der anagtien Anionenaustausch-Chromatographie
wurden die Nukleotide mit mehreren Phosphatgrupgeliert. Abschlie3end erfolgte analytische
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Reversed-Phase-Chromatographie zur weiteren TrgndenProbe von Nebenbestandteilen. Die
Fraktionen der analytischen Reversed-Phase-Chrgnagtioie wurden mit MALDI-Mas-
senspektrometrie analysiert. Es wurde eine mole&kudasse von 772,9 DA detektiert. Ein Ver-
such mit synthetisch hergestelltem Adenosin-Guandgphosphat und ein Vergleich der Reten-
tionszeiten in der Reversed-Phase-Saule mit Stdweaten bekannter Dinukleotide zeigte ein
Ubereinstimmendes Ergebnis. Die in der PSD-MALDIsktEnspektrometrie gemessenen Massen-
signale konnten somit Adenosin-Guanosin-Triphosghgeordnet werden. Mittels enzymatischer
Analytik und anschlieRender analytischer Anioneteusch-Chromatographie wurde eine Spal-
tungsreaktion festgestellt. Die Massen der zweioR#n entsprachen denen von Adenosin und
Guanosin. Diese waren durch jeweils 1 und 2 Phdbpeken miteinander verbunden, deren
Phosphoester-Bindungsstellen an der 5 -PositiorRéi@ssen nachgewiesen wurden. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass es sich um die Substdendsin-Guanosin-Triphosphat handelt mit den
Molekilen AMP und GDP sowie GMP und ADP. Wie beragtwahnt, hat Adenosin-Guanosin-
Triphosphat Einfluss auf die Blutdruckregulationeit®re Untersuchungen tber das Vorkommen
dieser Substanz in menschlichem Gewebe kdnnen Blildkse auf die Genese des essentiellen
Bluthochdrucks ermoglichen sowie zur Entwicklungiere Therapieoptionen in der Behandlung

des essentiellen Bluthochdruckes fiihren.
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8. Anhang

8.1. Chemikalien

Azetonitril
m-Aminophenyboronsaurehemisulfat
Ammoniumacetat

Bio-Rex 70 Cation Exchange Resin
HCL

KoHPO,

KOH

Natriumacetat

NaOH

Perchlorsaure
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

Triethylammoniumacetat 1 M

8.1.1. Geréate

Anionenaustauschersaule:

Fa. Merck, Deutschland
Fa. Bio-Rad,tBehland
Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Bio-RadjtBehland
Fa. Sigma, Deutschland

Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Sigma, Deutschland
Fa. Merck, Behkand
Fa. Fluka, Deutsctilan

Bio-Rex-70-Gel (Acrylmatrix mit einer Korngré3e v@0-150 pm, Bio-Rad)

Uno-Q HR5/2, Amersham-Pharmacia, Schweden
Tosohaas TSK DEAE 5 PW, 150 x 20mm, Japan

Aufbereitungsanlage fir HPLC-Wasser:

Delta NF, Fa. Seralpur, Deutschland



8. Anhang

54

Fraktionssammler:
Frac-100, Fa. LBK, Deutschland

HPLC-Pumpe:
Hitachi L-6200 Intelligent Pump, Fa. Merck, Deutiscid

Gradient Pump 229, Fa. Pharmacis, Schweden

HPLC UV-Monitor:

Lambda Max 81, Merck, Deutschland
HPLC-Zubehor:

Fa. Latek, Deutschland

Leitfahigkeitmessgerat:

LF 39, Fa. WTW, Deutschland

LF 196, Microprocessor Conductivity Meter, Fa. WTB&utschland
LF 42, Fa. WTW, Deutschland

Lyophilisationsanlage:

Freezemobil 12, Fa. Virtis, Deutschland

Massenspektrometer:

Bruker Reflex Ill, Fa. Bruker, Deutschland
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pH-Meter:
Typ 27, Fa. Knick, Deutschland

Reversed Phase Saulen:
LiChroPrep C18, 2 x 310 mm, Korngro3e40-63 um,Nferck, Deutschland
Superspher 100 RP C18 endc., 250 x 4mm, Korngr6far, Fa. Knauer, Deutschland

Retentionszeitenvergleich:
Poros R2/H-Saule, 100 mm x 2,1mm, Fa. Amershamrfdzia, Schweden

Schlauchpumpe:
Masterflex, Deutschland (Motor: IP 21, Steuerg#?d3, Mehrkanalpumpenkopf: 751900 mit
Aufséatzen. 751950)

Schreiber:

Thermodrucker C-R 3A Shimadzu, Korea

2210 Recorder, Fa. Pharmacia/LBK, Deutschland
UV-Spektrometer:

DU 600, Fa. Beckmann, Deutschland

UV-Detektor:
Unicord S II, Fa. Pharmacia/LBK

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

Vakuumpumpe:
Vacu. Brand R 6-A, Fa. Brand, Deutschland
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Vakuumzentrifuge:
Speed Vac Concentrator SVC 100 H, Fa. Savant

Zentrifuge 3 E-1, Fa. Sigma, Deutschland
Eppendorf 3200, Fa. Eppendorf, Deutschland
101 M, Fa. Sigma, Deutschland
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