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1. Einleitung und Zielsetzung der Studie

1.1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen

Arteriosklerose und kardiovaskuldre Folgeerkrankungen wie die koronare Herzkrankheit, peri-
phere arterielle Verschlusskrankheit, apoplektischer Insult und Herzinsuffizienz sind die haufigs-
ten Todesursachen in Industrieldndern [Herold, 2004a]. Arteriosklerose ist eine diffuse Erkran-
kung der Gefille, in deren Mittelpunkt die endotheliale Dysfunktion steht [Esper et al., 2006]. Zu
den Risikofaktoren der Arteriosklerose zdhlen Hypertonie, Alter, Nierenerkrankungen, Diabetes
mellitus, Adipositas, korperliche Inaktivitit, Fettstoffwechselstorungen, Nikotinabusus und eine
positive Familienanamnese [Chobanian et al., 2003]. Hypertonie wurde als Hauptrisikofaktor fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen identifiziert und ist streng mit der alterspezifischen Mortalitétsra-
te durch GefiBerkrankungen assoziiert [Kannel, 2000, Lewington et al., 2002]. Die Privalenz der
Hypertonie betrdgt in den westlichen Industrielindern 20% [Herold, 2004b]. Epidemiologisch
zeigen sich Unterschiede in der geographischen Verteilung der Hypertonie sowie im Geschlecht
und in Abhingigkeit vom soziodkonomischen Status. Die Hohe des durchschnittlichen Blut-
drucks ist proportional zum Lebensalter [Carretero et al., 2000].

Eine Hypertonie wird diagnostiziert, wenn wiederholt diastolische Werte >90 mmHg oder systo-
lische Werte >140 mmHg gemessen werden [Herold, 2004b]. Die normalen und pathologischen
Werte gibt Tabelle 1 wieder. Eine hypertensive Krise liegt ab stark erhohten Werten von iiber
230/130 mmHg vor [Herold, 2004b].

Tabelle 1: Klassifikation des Blutdrucks bei Erwachsenen [Chobanian et al., 2003]

Blutdruck Systole [mmHg] Diastole [mmHg]
Normal <120 < 80
Prihypertonie 120-139 80-89

Stadium I 140-159 90-99

Stadium II > 160 > 100

Diese im siebenten Bericht des Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation

and Treatment of High Blood Pressure empfohlene Klassifikation bezeichnet Werte von 120-139
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oder 80-89 mmHg als prihyperton. Schon in diesen Bereichen steigt das Risiko fiir eine sich

spater manifestierende Hypertonie [Chobanian et al., 2003]. Fiir die Prahypertonie wird die Sen-
kung des Blutdrucks durch nicht-medikamentose MaBnahmen empfohlen, um potentielle Kom-
plikationen zu vermeiden [Herold, 2004b]. Solche MafBlnahmen umfassen Gewichtsreduktion,

mediterrane Kost und physische Aktivitit [Chobanian et al., 2003].

Klassifikation der Hypertonie

Es werden die primér essentielle Hypertonie und die sekundédr symptomatische Hypertonie un-
terschieden. Die hiufigsten Ursachen einer sekundédr symptomatischen Hypertonie sind in Tabel-
le 2 aufgelistet. Sie werden in renale, endokrine und weitere Ursachen unterteilt [Herold, 2004b].
Wenn eine symptomatische Hypertonie ausgeschlossen werden kann, wird die Diagnose der es-
sentiellen Hypertonie gestellt. Das betrifft die Mehrzahl der Erkrankungen: 85-95% aller Hyper-
tonie-Erkrankungen werden der essentiellen Hypertonie zugeordnet [Carretero et al., 2000; He-

rold, 2004b].

Tabelle 2:  Ursachen der sekundir symptomatischen Hypertonie [Chobanian et al., 2003; He-
rold, 2004b]

Nierenerkrankungen endokrine Erkrankungen weitere Ursachen
Glomerulonephritis Cushing-Syndrom Medikamente, z.B. Steroide
chronische Pyelonephritis ~ Adrenogenitales Syndrom Aortenisthmusstenose
Zystennieren Phiochromozytom Uberlaufblase
Nierentumore Hyperaldosteronismus Schlafapnoe
Nierenarterienstenose Schilddriisenerkrankungen

Nebenschilddriisenerkrankungen

Die essentielle Hypertonie ist eine multifaktorielle Erkrankung, die durch genetische, verhal-
tensbedingte und umweltbedingte Komponenten beeinflusst wird [Herold, 2004b]. Eine einheit-
liche Atiologie und Pathogenese der essentiellen Hypertonie ist unbekannt. Zu den die essentielle
Hypertonie begiinstigenden ,,hypertensinogenen Faktoren* zéhlen Adipositas, Insulinresistenz,
hoher Alkoholkonsum, Diétfehler wie ein hoher Salzkonsum und eine geringe Kalium- und Kal-
ziumaufnahme, sitzende Téatigkeit, Stress und als nicht modifizierbarer Faktor das fortgeschritte-

ne Alter [Carretero et al., 2000].
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Blutdruckregulation

Der Blutdruck ist das Produkt aus Herz-Zeit-Volumen und peripherem Gefdwiderstand [Herold,
2004b]. Das Herz-Zeit-Volumen wird durch das kardiale Auswurfvolumen und die Herzfrequenz
bestimmt. Die Erhohung des Herz-Zeit-Volumens und/oder des peripheren Widerstandes fiihrt
zur Hypertonie [Herold, 2004b]. Im Friithstadium der essentiellen Hypertonie ist das Herz-Zeit-
Volumen gesteigert, im Verlauf der Erkrankung kommt es zur Erh6hung des peripheren Wider-
standes [Herold, 2004b].

Die kurzfristige Anpassung des Blutdrucks wird iiber Barorezeptoren und das autonome Nerven-
system vermittelt [Busse, 2000]. Barorezeptoren sind im Karotissinus und im Aortenbogen loka-
lisiert. Thre Aktivitit ist abhdngig vom arteriellen Mitteldruck und der Druckamplitude. Die
Druckaktivierung der Barorezeptoren fiihrt iiber den Nervus vagus zur Steigerung der parasym-
pathischen Aktivitidt mit Senkung der Herzfrequenz [Busse, 2000].

Die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin sind die aus dem Nebennierenmark stammenden
Transmitter des sympathischen Nervensystems. Adrenalin fiihrt zur Dilatation der Skelettmus-
kelgefiale und zur Konstriktion an Haut- und Splanchnikusgefden. Noradrenalin erhoht direkt
den peripheren GefdBwiderstand. Beide Katecholamine bedingen eine Blutdrucksteigerung. Bei
starker Belastung der Herz-Vorhofe werden dort lokalisierte Dehnungsrezeptoren aktiviert, die
den Sympathikus hemmen [Busse, 2000].

Die mittel- bis langfristige Adaptation des Blutdrucks erfolgt {iber die Anpassung des zirkulie-
renden Volumens an die GefidBBkapazitit durch renale Fliissigkeitsausscheidung oder -retention.
Der Regulierung des Volumenhaushaltes dienen neurohumorale Systeme wie das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System, Vasopressin, das natriuretische-Peptid-System und das Kinin-

System [Busse, 2000].

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die renale Minderdurchblutung fiihrt zur Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomerulidren Ap-
parat. Renin spaltet aus dem in der Leber gebildeten Angiotensinogen Angiotensin I ab. Pulmo-
nales Angiotensin converting enzyme (ACE) spaltet aus Angiotensin I Angiotensin II ab. Angio-
tensin II ist ein starker Vasokonstriktor und stimuliert die Aldosteron-Freisetzung. Aldosteron
steigert die tubulidre Riickresorption von Natrium und Wasser [Busse, 2000]. Neben dem globa-
len Renin-Angiotensin-Aldosteron-System gibt es auch ein lokales Renin-Angiotensin-System,
dessen pathophysiologische Bedeutung bei der Entwicklung bestimmter Hypertonieformen er-

forscht wird [Busse, 2000; Jankowski et al., 2005c]. Eine verminderte Nierendurchblutung, die
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das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert, kann sowohl die essentielle als auch die

symptomatische Hypertonie renal fixieren [Herold, 2004b].

Vasopressin

Vasopressin wird bei Hypovoldmie oder Hyperosmolalitit des Blutes aus der Hypophyse freige-
setzt. Ein Verlust von durchschnittlich 6% des Blutvolumens fiihrt zur Ausschiittung dieses
Hormons [Antunes-Rodrigues et al., 2004]. Die Sekretion wird iiber Barorezeptoren, kardiopul-
monale Volumenrezeptoren und zirkulierendes Angiotensin II vermittelt. Die Hauptfunktion des
Vasopressins ist die Antidiurese [Antunes-Rodrigues et al., 2004]. Nach Bindung an renale G-
Protein gekoppelte V,-Rezeptoren werden Aquaporine-2 am distalen Tubulus eingebaut, die
Wasser aus dem Primirharn riickresorbieren. Dadurch wird das Ausscheidungsvolumen konzent-
riert und das zirkulierende Volumen gesteigert [ Antunes-Rodrigues et al., 2004]. Extrarenale V-
Rezeptoren stimulieren zudem die Synthese des vasodilatierenden Stickstoffmonoxids (NO)
[Luft, 2007]. Vasopressin kann einerseits durch seinen antidiuretischen Effekt, andererseits
durch direkten Einfluss auf den Vasotonus zur Pathogenese der Hypertonie beitragen. Zusitzlich
sind V,-Rezeptoren der glatten GefdBmuskelzelle der Niere involviert, welche die Nierendurch-

blutung regulieren [Luft, 2007].

Natriuretisches-Peptid-System

Zu den natriuretischen Peptiden zihlen das atriale natriuretische Peptid, das brain natriuretic
Peptid, das C-type natriuretic Peptid und das Urodilatin [Antunes-Rodrigues et al., 2004]. Sie
induzieren iiber NP-Rezeptoren an der Niere Diurese und Natriurese. Das atriale natriuretische
Peptid wird bei Erregung von auf Myozyten lokalisierten Dehnungsrezeptoren aus dem rechten
Vorhof ausgeschiittet [Antunes-Rodrigues et al., 2004]. Atriales natriuretisches Peptid aktiviert
eine Guanylatzyklase, die aus GTP cGMP generiert. cGMP aktiviert eine Proteinkinase [Antu-
nes-Rodrigues et al., 2004]. Am Herzen fiihrt atriales natriuretisches Peptid zur Minderung der
Kontraktionskraft und Herzfrequenz. An Gefdllen wirkt es vasodilatierend [Antunes-Rodrigues
et al., 2004]. Atriales natriuretisches Peptid hemmt zusidtzlich das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System [Busse, 2000]. Ein Defekt in diesem System trdgt somit iiber mehrere Pa-

thomechanismen zur Hypertonie bei [Antunes-Rodrigues et al., 2004].
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Kallikrein-Kininogen-Kinin-System

Renales Kallikrein aus dem distalen Tubulus fiihrt zur Abspaltung von Kinin aus Kininogen.
Kinine steigern die Nierendurchblutung und induzieren Diurese und Natriurese. Ein Teil der
kochsalz-sensitiven hypertonen FErkrankungen wird auf Defekte im renalen Kallikrein-
Kininogen-Kinin-System zuriickgefiihrt [Busse, 2000]. Gewebestindiges Kallikrein bildet lokal
wirksame Kinine, die an den Gefidlen an den B2-Rezeptor binden und durch NO- und Prosta-
zyklin-Synthese zur Vasodilatation fithren [Rhaleb et al., 2001].

Das Kallikrein-Kininogen-Kinin-System ist mit dem Renin-Angiotensin-System iiber das Angio-
tensin converting enzyme verbunden, das mit dem Enzym identisch ist, das Kinine spaltet und
inaktiviert. Endogene Kinine sind endothelprotektiv und wirken antiproliferativ. Ein Teil der
kardioprotektiven Wirkung von ACE-Inhibitoren in der antihypertensiven Therapie wird auf die
Akkumulation von Kininen zuriickgefiihrt [Chao et al., 2005].

Die mittel- bis langfristige Regulation des Blutdrucks im Gesamtkreislauf ist durch ein Zusam-
menwirken volumenregulierender Systeme gekennzeichnet. Die beteiligten Mediatoren sind di-
rekt oder indirekt auch vasoaktiv wirksam und beeinflussen den peripheren Widerstand [Antu-

nes-Rodrigues et al., 2004].

Peripherer Widerstand

Wihrend neurohumorale Abweichungen nur bei einem Teil der Hypertonie-Patienten diagnosti-
ziert werden konnen, ist ein erhohter peripherer Widerstand pathognomonisch fiir die essentielle
Hypertonie (Herold, 2004b; Mulvany, 2005). Der periphere Widerstand ist durch das Lumen der
Widerstandsgefille determiniert. Widerstandsgefdfe sind kleine Arterien und Arteriolen, in de-
nen der arterielle Druck massiv abféllt, um die kapillire Austauschfliche zu regulieren
[Schiebler, 1996]. Unter physiologischen Bedingungen wird der Gefdtonus der Widerstandsge-
faBe funktionell durch den myogenen Basaltonus, das autonome Nervensystem und die lokale
Wirkung gefidBaktiver Substanzen reguliert, die teilweise direkt aus dem Endothel stammen [Le-
doux et al., 2006]. Damit stehen die Endothelzellen im Mittelpunkt der pathophysiologischen
Mechanismen der essentiellen Hypertonie. Der Dysfunktion liegen eine veridnderte neurohormo-

nale Aktivitidt oder Sensitivitit der Endothelzellen zugrunde [Mulvany, 2005].
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Lage und Funktion der Endothelzellen

Endothelzellen bilden die innere, stoffwechselaktive Schicht der Gefile. Die Zellen sind in der
Intima der Gefil3e lokalisiert. Thre Fortsitze stehen in Verbindung mit den glatten Muskelzellen
der mittleren GefédBschicht [Schiebler, 1996]. Endothelzellen regulieren den vaskulidren Tonus
und beeinflussen vaskulédre Entziindungsprozesse, die Neogenese und Zellproliferation sowie das
Gerinnungssystem. Ihre intakte Funktion ist entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der Homo-

ostase des Blutkreislaufsystems [Ades et al., 1992; Pearson, 2000; Davignon et al., 2004].

Kontraktion der glatten GefaBmuskelzellen

Die Kontraktion der Muskelzelle erfolgt durch die Erhohung der intrazelluldren Kalziumkon-
zentration bei Depolarisation [Ledoux et al., 2006]. Kalzium wird aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum freigesetzt oder kann nach Offnung von spannungs-abhingigen Kalzium-Kanilen aus
dem Extrazelluldrraum in die Zelle gelangen [Riiegg, 2000]. Kalzium-lonen binden an Kalmodu-
lin. Der Kalzium-Kalmodulin-Komplex aktiviert eine Myosinkinase, die eine Phosphatgruppe
von ATP auf Myosin {iibertrigt. Phosphoryliertes Myosin interagiert mit Aktin und fiihrt zur
Verkiirzung des kontraktilen Apparats [Hilgers et al., 2005]. Von einer Anderung des Membran-
potentials unabhingige Wege zum Anstieg der Kalziumkonzentration sind die liganden-
gesteuerte Offnung von Kalziumkanilen sowie die Synthese von Inositol-Triphosphat [Riiegg,
2000]. Wenn der intrazelluldre Kalziumspiegel sinkt, relaxiert die glatte Muskelzelle durch die
Hemmung der Myosinkinase [Riiegg, 2000].

Das Endothel reguliert den vaskuldren Tonus durch Synthese und Sekretion vasoaktiver Sub-
stanzen, die eine Kontraktion oder Relaxation der glatten Muskelzelle bedingen. Zum
endothelialen Sekretom gehdren sowohl vasodilatierende als auch vasokonstringierende
Substanzen [Liischer, 1990a; Mateo et al., 1996]. Eine schematische Darstellung bekannter

tonus-regulierender Substanzen zeigt Abbildung 1.
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Endothelzelle
NO Endothelin
Prostazyklin Nukleotide
EDHF EDCF
Vaso- . . b4 Vaso-
' <——— Relaxation  Kontraktion ———)»

 dilatation konstriktion

Glatte Muskelzelle

Abbildung 1: Schematische Darstellung endothelialer vasoregulatorischer Mediatoren

Endotheliales Sekretom

Stickstoffmonoxid (NO)

Ein bedeutendes Produkt der Endothelzellen ist das vasodilatative Stickstoffmonoxid (NO) [Bus-
se, 2000]. Die endotheliale NO-Synthase synthetisiert NO aus L-Arginin und Stickstoff [Esper et
al., 2006]. NO aktiviert an der Muskelzelle eine 16sliche Guanylatzyklase, die cGMP bildet.
Uber eine Aktivierung cGMP-abhiingiger Proteinkinasen kommt es zur Relaxierung der glatten
GefidBmuskelzelle [Lincoln et al., 2001]. NO verhindert dartiber hinaus die Pldttchenaggregation
und -adhédsion, hemmt die Muskelzellproliferation und wirkt immunologisch modulierend
[Klahr, 2001].

Auch unter Ruhebedingungen kommt es zu einer kontinuierlichen basalen NO-Freisetzung aus
dem Endothel, die der adrenerg-sympathischen Grundaktivitit entgegenwirkt [Busse, 2000].
Eine zusitzliche NO-Bildung wird durch mechanische Reize angeregt. Scher-Krifte sind dabei
der Hauptaktivator der NO-Synthese [Pearson, 2000]. Acetylcholin, Bradykinin und andere
Hormone, die aus Thrombozyten und Endothelzellen stammen oder in der Blutbahn zirkulieren,

stimulieren ebenfalls die NO-Synthese [Liischer, 1990b; Moncada et al., 2006).
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Dysfunktionales Endothel sezerniert zu wenig NO. Dieser Mangel kann das Resultat eines En-
zym- oder Substratmangels sein. Auch eine schnelle Inaktivierung durch oxidativen Stress fiihrt

zur Verknappung von NO [Moncada et al., 2006].

Prostazyklin

Prostazyklin ist ein Metabolit der Arachidonsidure und wird durch die Cyclooxigenase-1 in den
Endothelzellen synthetisiert. Die Cyclooxigenase-2 wird unter pathophysiologischen Bedingun-
gen vermehrt exprimiert. Prostazyklin aktiviert G-Protein gekoppelte Inositol-Triphosphat-
Rezeptoren auf der Oberfliche der glatten Muskelzelle und fiihrt iiber die Aktivierung der Ade-
nylatzyklase zum cAMP Anstieg und zur Relaxation [Villar et al., 2006].

Endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHFs)

Neben NO und Prostazyklin synthetisieren Endothelzellen Substanzen, die die glatte Muskelzelle
hyperpolarisieren [Liischer, 1990b]. Die glatte Muskelzelle hyperpolarisiert durch Kalium-
Ausstrom oder die Erhohung von cAMP und cGMP. Diese zyklischen Nukleotide fordern die
Riickresorption von Kalzium in das Sarkoplasmatische Retikulum, hemmen die Myosinkinase
und verringern die Kalziumsensitivitidt der Myofilamente [Riiegg, 2000]. Welche Substanzen zu
den EDHFs zdhlen, ist nach dem gegenwiértigen Stand der Forschung noch ungesichert [Hecker

et al., 1994; Feletou et al., 2006].

Endothelin

Endotheline sind Peptide, die in neuronalen, epithelialen und intestinalen Zellen gebildet werden
[Busse, 2000]. Endothelin-1 wird in den Endothelzellen synthetisiert. Es fiihrt zu einer starken
und langanhaltenden Vasokonstriktion. In kultivierten Endothelzellen wird das Hormon ablumi-
nal ausgeschiittet und ist vor allem lokal wirksam. Endothelin bindet an G-Protein gekoppelte
ETa und ETg-Rezeptoren der glatten Muskelzellen, die zu einer indirekten Aktivierung span-
nungs-abhédngiger Kalzium-Kanile und einem Kalzium-Einstrom fithren. Endothelin ist unter
physiologischen Bedingungen nicht vorhanden. Es wurde bisher im Plasma von herz- und niere-
ninsuffizienten Patienten nachgewiesen. Dieser Befund stiitzt die Annahme, dass das Hormon

vor allem unter pathophysiologischen Bedingungen von Bedeutung ist [Liischer et al., 1992].
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Nukleotide und purinerges Rezeptorsystem

Extrazelluldare Nukleotide sind vasoregulatorisch wirksam und beeinflussen die Pliattchenaggre-
gation und das Proliferationsverhalten der Gefdle [Ogilvie, 1992]. Sie bestehen aus ein oder
zwei Purin- oder Pyrimidinbasen, die mit einer Phosphatkette verkniipft sind. Aus dem Uber-
stand kultivierter Endothelzellen ist das Dinukleotid Uridin-Adenosin-Tetraphosphat isoliert
worden [Jankowski et al., 2005a]. Uridin-Adenosin-Tetraphosphat ist vasokonstriktiv wirksam
und beeinflusst die Nierendurchblutung [Jankowski et al., 2008]. Auch das Mononukleotid ATP
ist ein vasoregulatorischer Mediator. ATP wird aus den Endothelzellen sowie aus den Nervenen-
digungen in den Gefédfen, wo es mit Noradrenalin kolokalisiert ist, freigesetzt [Busse, 2000; Liu
et al., 2004]. Endothelzellen metabolisieren Nukleotide iiber Ektonukleotidasen, die an der lumi-
nalen Endothelzell-Oberfliche lokalisiert sind [Mateo et al., 1996; Zimmermann, 1996].
Nukleotide aktivieren ubiquitidr exprimierte purinerge Rezeptoren. Purinerge Rezeptoren werden
in P1 und P2-Rezeptoren eingeteilt [Ralevic et al., 1998]. Es gibt vier Subtypen der PI-
Rezeptoren [Ralevic et al., 1998]. Unter den P2-Rezeptoren wurden sieben Subtypen der P2X-
Familie und acht Subtypen der P2Y-Familie kloniert und funktionell charakterisiert [Burnstock,
2007].

P1-Rezeptoren sind Adenosin-Rezeptoren, die iiber G-Proteine die Adenylatzyklase und das Ino-
sitol-Triphosphat regulieren [Munchi et al., 1991; Burnstock, 2007; Ralevic et al., 1998]. Thre
Aktivierung fiihrt an Endothel- und glatten Muskelzellen zur Vasodilatation [Ralevic et al.,
1998]. P2X-Rezeptoren sind Ionenkanile [Ralevic et al., 1998]. Endogene Agonisten der P2X-
Rezeptoren sind die Adenosin-Nukleotide. Die Potenz der Agonisten steigt mit der Linge der
Phosphatkette [Bo et al., 1993; Lewis et al., 2000]. P2X-Rezeptoren werden primér auf glatten
Muskelzellen exprimiert und fiihren iiber die Erh6hung der intrazelluldren Kalziumkonzentration
zur Vasokonstriktion [Valera et al., 1994; Soto et al., 1996; Lewis et al., 2000; Wang et al., 2002;
Burnstock, 2007]. P2Y-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Purin- und Pyrimidin-Rezeptoren,
die vorrangig auf Endothelzellen exprimiert werden. Die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren regt
dort die Synthese und Sekretion vasodilatierender Substanzen an [Ralevic et al., 1998; Wang et

al., 2002].
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Endothelium-derived contracting factors (EDCFs)
Endothelzellen synthetisieren neben Endothelin und Nukleotiden noch andere vasokonstringie-
rende Mediatoren. Ein kontraktiler Effekt wurde bisher fiir Histamin, Serotonin, Superoxidanio-

nen und verschiedene Arachidonsdure-Derivate gezeigt [Liischer et al., 1992].

Endotheliale Dysfunktion

Unter physiologischen Bedingungen wirkt das Endothel iiber die Freisetzung von vasoregulatori-
schen, entziindungshemmenden und antithrombotischen Mediatoren protektiv. Durch kardio-
vaskulidre Risikofaktoren wie Hyperlipiddmie, hohen Blutzucker oder Nikotinabusus werden
Endothelzellen geschadigt [Liischer, 1990a]. Endotheliale Dysfunktion repriasentiert das gemein-
same Resultat der Risikofaktoren [Mulvany, 2005].

Vanhoutte et al. berichten dariiber, dass bei hypertonen Patienten ein Ubergewicht an endothel-
abhingigen vasokonstriktiven Mediatoren und eine unzureichende Vasodilatation nachweisbar
ist [Vanhoutte et al., 2005]. Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass ein Ungleichge-
wicht zwischen endothel-abhingigen dilatativen und kontrahierenden Mediatoren der Endothel-

zellen zum erhohten peripheren Widerstand fiihrt [Liischer, 1990b].
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1.2. Zielsetzung der Studie

Endothelzellen sind parakrin und autokrin aktive Zellen, die den vaskuldren Tonus durch Media-
toren beeinflussen, die an der glatten Muskelzelle zur Kontraktion oder Relaxation fiihren [Pear-
son et al., 1993]. Die fehlende Balance zwischen diesen Substanzen ist Teil der Pathogenese der
essentiellen Hypertonie [Davignon et al., 2004]. Ein Uberwiegen der konstriktiven bzw. eine
Schwiiche der dilatativen Komponente kann zur Erhéhung des peripheren Widerstandes beitra-
gen [Vanhoutte et al., 2005]. Die Identifizierung der entsprechenden endothel-abhingigen Medi-
atoren ist notwendig, um das Wissen iiber die molekularen Mechanismen der essentiellen Hyper-
tonie zu vervollstindigen. Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind ein Teil der endothel-
abhingigen vasoregulatorischen Substanzen identifiziert und charakterisiert: Neben NO, Prosta-
zyklin und Endothelin nehmen auch vasoaktiv-wirkende Nukleotide eine bedeutende Rolle fiir
die Regulierung des vaskuldren Tonus ein.

Das Ergebnis von Vorversuchen zu der hier vorliegenden Studie zeigt, dass das endotheliale
Sekretom kultivierter Endothelzellen an der isolierten perfundierten Niere stark vasokonstriktiv
wirksam war. Es gab Hinweise darauf, dass verschiedene Substanzklassen von vasoregulatori-
schen Mediatoren fiir diese Vasokonstriktion ursichlich sind, unter anderem auch bisher unbe-
kannte Nukleotide. Im Jahr 2005 wurde aus dem endothelialen Sekretom das Dinukleotid Uridin-
Adenosin-Tetraphosphat isoliert. Die vasokonstringierende Wirkung des Uridin-Adenosin-
Tetraphosphats erklidrte aber nicht die gesamte Aktivitit, die den Nukleotiden zugeschrieben
wurde. Es wurde ergidnzend nachgewiesen, dass auch Mononukleotide einen deutlichen Beitrag
zur vasokonstriktorischen Wirkung des endothelialen Sekretoms beitragen. Ein bekanntes vaso-
regulatorisches Mononukleotid ist ATP. ATP ist jedoch sehr kurzlebig, infolgedessen konnte
seine Wirkung den beobachteten Effekt nicht zufriedenstellend erkldren. Es war zunéchst offen,
welche Mononukleotide im endothelialen Sekretom enthalten sind. Aus diesem Grund war es das
Ziel dieser Studie, die zugrundeliegenden vasokonstriktorisch wirksamen Mononukleotide aus

dem endothelialen Sekretom zu isolieren, identifizieren und charakterisieren.
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2. Methodik

2.1. Allgemeiner Teil

Grundlagen der High Performance Liquid Chromatographie (HPLC)

Die Chromatographie dient zur Trennung von Substanzgemischen. High Performance Liquid
Chromatographie (HPLC) ist ein Verfahren der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie, die
schnell und mit hoher Auflosung erfolgt [Kellner, 2006].

Das Substanzgemisch wird in der mobilen Phase gelost durch eine Trennsdule geleitet, die mit
der stationdren Phase bepackt ist. Die Trennung erfolgt durch eine Verteilung der einzelnen
Komponenten des Substanzgemisches zwischen mobiler und stationdrer Phase. Die stationére
Phase besteht aus einem Tridgermaterial, an dem die fiir die Chromatographie entscheidenden
funktionellen Gruppen gebunden sind. Die einzelnen Komponenten des Substanzgemisches tre-
ten in Wechselwirkung mit der Oberfldache der Sédule. Die Retentionszeit der Komponenten be-
schreibt die Zeitspanne zwischen Injektion und Austritt aus der Sdule. Bei der isokratischen Elu-
tion bleibt die Zusammensetzung der mobilen Phase konstant. Komponenten mit geringer Ad-
sorption an die Sdule werden sofort eluiert. Substanzen mit hoher Affinitit werden an der Séule
retendiert. Um diese gebundenen Substanzen von der Sdule zu losen, ist eine stirkere Eluti-
onskraft der mobilen Phase notwendig. Deshalb wird bei der Gradienten-Elution die mobile Pha-
se durch ein zweites Losungsmittel mit hoherer Elutionskraft ergiinzt [Kellner, 2006]. Wihrend
der Chromatographie werden zur Prozess-Kontrolle sowohl die UV-Absorption beziiglich einer

ausgewihlten Wellenldnge als auch die Leitfdhigkeit detektiert [Kellner, 2006].

Reversed-Phase-Chromatographie

Die Reversed-Phase-Chromatographie basiert auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
Substanz und Saule. Die stationdre Phase besteht aus Kieselgelen, die mit Alkyl-Resten unter-
schiedlicher Kohlenwasserstoff-Ketten-Lingen besetzt sind. Apolare, hydrophobe Molekiile ad-
sorbieren an die hydrophobe stationédre Phase. Mit der polaren mobilen Phase eluieren hydrophi-
le Substanzen. Die Elution stirker hydrophober Substanzen erfolgt mit einer zweiten apolaren

mobilen Phase [Kellner, 2006].
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Affinitits-Chromatographie

Das Prinzip der Trennung mittels Affinitits-Chromatographie basiert auf spezifischen und rever-
siblen Wechselwirkungen zwischen einzelnen Komponenten eines Substanzgemisches und Siu-
le. Es werden die Substanzen isoliert, die mit dem an die Sdulenmatrix gebundenen Liganden
rdumlich und elektrostatisch kompatibel sind. Die Elution retendierter Substanzen erfolgt durch
die kompetetive Verdriangung der Substanz aus der Bindung durch den Einsatz einer entspre-

chenden zweiten mobilen Phase [Ostrove, 1990; Kellner, 2006].

Grundlagen der Matrix-unterstiitzten Laser-Desorptions-/Ionisations-Time of Flight-
Massenspektrometrie (MALDI-TOF-Massenspektrometrie)

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie dient der Bestimmung der Masse einfach ionisierter
Molekiile. Die Substanz wird mit einer organischen Matrix vermischt. Matrix und Substanz
kokristallisieren. Die Kristalle werden mit einem Laser beschossen. Die Energie des Lasers rela-
xiert in das Kristall-Gitter, das ausgedehnt und gestort wird. Dabei kommt es zu einem Phasen-
tibergang, der einen Teil der Kristalloberflache aufweicht. Wihrend dieses Phaseniibergangs
werden die zu analysierenden Substanzen in den gasformigen und ionisierten Zustand versetzt
[Meyer et al., 2006]. Die positiv geladenen, gasformigen Substanzen werden im Vakuum durch
ein elektrisches Feld in Richtung Analysator beschleunigt. Die Flugzeit, die ein Ion zur Uber-
windung der feldfreien Strecke im Vakuum benotigt, ist bei gleicher kinetischer Energie abhin-
gig vom Masse/Ladungs-Verhiltnis. Durch das reziproke Verhiltnis zwischen Geschwindigkeit
und Masse/Ladungs-Verhiltnis kann die Masse errechnet werden. Das Signal der auftreffenden
Ionen wird in ein Elektronensignal umgewandelt und verstirkt. Eine hohe Auflosung lésst sich
durch den Einsatz von Reflektoren erzielen [Spengler et al., 1992; Meyer et al., 2006]. Eine Er-
weiterung der TOF-Massenspektrometrie stellt die TOF/TOF-Massenspektrometrie dar. Dabei
werden die nach der Ionisierung fragmentierten Ionen detektiert. Die Fragmentierung ist ein me-
tastabiler Zerfall oder post source decay (PSD) und fiihrt zur Ausbildung eines geladenen und
eines neutralen Molekiils. Beide haben zwar eine geringere kinetische Energie als das unfrag-
mentierte Molekiil, aber die urspriingliche Geschwindigkeit. Deshalb werden sie in der TOF-
Analyse nicht getrennt aufgezeichnet. Durch ein zweites elektrisches Feld, das dem niedrigen
Energie-Niveau der Fragmente angepasst ist, wird die Detektierung der PSD-Fragmente ermog-
licht [Meyer et al., 2006]. Die resultierenden Fragmentspektren geben Hinweise auf die moleku-

lare Struktur des Muttermolekiils und konnen mit Referenzspektren verglichen werden.
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2.2. Spezieller Teil

Die Abbildung 2 zeigt schematisch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewendeten
Schritte zur Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung von Mononukleotiden aus dem

endothelialen Sekretom.

Endothelzell-Kultivierung

—

mechanische Stimulation

: v |

Deproteinierung

S 72—

Préparative Reversed-Phase-Chromatographie

—

Affinitdts-Chromatographie

| v |

Reversed-Phase-Chromatographie

| v f

MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie

N

Isolierte perfundierte Niere

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Arbeitsschritte zur Isolierung, Identifizierung und Charakteri-
sierung von Mononukleotiden aus dem endothelialen Sektretom
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2.2.1. Kultivierung humaner Endothelzellen

Immortalisierte humane mikrovaskuldare Endothelzellen (HMEC-1) wurden in 175 cm? Zellkul-
turflaschen (n=15) im Medium MCDB131 kultiviert. Das Medium enthielt 100 pg/ml Strepto-
mycin, 100 U/l Penicillin, 1% (v/v) L-Glutamin und 7,5% (v/v) Rinderserum. Die Endothelzel-

len wurden bis zur 70%igen Konfluenz angeziichtet.

2.2.2. Stimulation und Konservierung der Endothelzell-Uberstinde

Die Endothelzell-Kulturen in den Kulturflaschen wurden dreimal mit einer wissrigen physiolo-
gischen Kochsalz-Losung gewaschen. Nach Zugabe von 15 ml physiologischer Kochsalz-
Losung wurden die Zellen mit einer Stimulationszeit von 10 min mechanisch stimuliert. Der

Uberstand der Endothelzellen wurde gesammelt und bei -20°C eingefroren.

2.2.3. Deproteinierung

Dem Uberstand wurde langsam Perchlorsidure bis zu einer Endkonzentration von 0,6 M zuge-
setzt. Die Uberstinde wurden dabei durch ein Eisbad gekiihlt. Die Proben wurden bei 4°C bei
3.500 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Der pH-Wert des Uber-
standes wurde im Eisbad mit Kaliumhydroxidlosung auf 9,0 titriert. Kaliumperchlorat wurde
dabei ausgefillt. Die Substanzen wurden bei -20°C eingefroren. Nach 24 h wurden die Uberstin-
de aufgetaut und 5 min bei 4°C mit 3.500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert
und bei -80°C fiir 24 h eingefroren.

2.2.4. Priparative Reversed-Phase-Chromatographie

Der pH-Wert der Uberstande wurde mit 1 M Trieethylammoniumacetat auf 6,5 titiriert. Je 25 ml
des Probengemisches wurden auf zwei hintereinandergeschaltete Chromolith RP-18e-Siulen
aufgetragen. Die Sédulen wurden mit 40 mM Trieethylammoniumacetat konditioniert. Die erste
mobile Phase A war 40 mM Trieethylammoniumacetat. Die zweite mobile Phase B bestand aus
wissrigem 80%igen Acetonitril. Es wurde ein Ansteigen der zweiten mobilen Phase in einem
20%igen Gradienten gewdhlt. Die Leitfdhigkeit und die UV-Absorption bei 254 nm wurden de-

tektiert. Die Flussgeschwindigkeit der mobilen Phase betrug 1 ml/min bei einer Fraktionsgrofle
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von 1,5 ml. Das Probeneluat wurde gesammelt. Die Fraktionen wurden bei -80°C eingefroren

und lyophilisiert.

Tabelle 3:  Gradient der priparativen RP-Chromatographie. Probe: Endothelzell-Uberstinde
nach Deproteinierung, 2 Sdulen: Chromolith RP-18e 100-4.6, Eluent A: 40 mM
Trieethylammoniumacetat in wissriger Losung, pH: 6,5, Eluent B: 80% wissriges
Acetonitril, Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min, UV-Detektion: 254 nm, Fraktions-
grofle: 1,5 ml

Zeit [min] 0-15 15-23  |23-31 |31-39 |39-47 |47-57

80%iges wissriges ACN (Eluent B) [%] |0 20 40 60 80 100

2.2.5. Affinitits-Chromatographie

Mit den Fraktionen, die wihrend der Reversed-Phase-Chromatographie innerhalb der Konzentra-
tion von 20% wissrigen Acetonitrils eluierten, wurde eine Affinitdats-Chromatographie durchge-
fiihrt. Die stationdre Phase war ein mit m-Aminophenylboronsédure gekoppelter Kationenaustau-
scher. 100g Phenylboronsédure Bio-Rex-Gel wurde mit 400 ml wéssriger 0,25 M Natriumacetat-
16sung bei einem pH-Wert von 5,0 vermischt. Mit konzentrierter Essigsdure wurde der pH auf
5,0 eingestellt. Es wurden 10 g 1-Ethyl,3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidhydrochlorid
hinzugefiigt. Die Substanzen wurden 15 min vermengt. Das Gel wurde mit 10 g m-
Aminophenylboronsdure-Hemisulfat 15 min vermengt. Der pH Wert der Suspension wurde auf
5,0 eingestellt. Daraufthin wurde das Gel 18 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Fliissigkeit
wurde abgetrennt. Das Gel wurde in eine Glassdule gefiillt und mit 1 1 destilliertem Wasser ge-
waschen. Danach folgten weitere Waschschritte mit 500 ml einer 100 mM Natriumacetat- und 1
M Natriumchlorid-Losung bei einem pH-Wert von 4,5 und 500 ml einer wisserigen 100 mM
Ammoniumacetat- und 1 M Natriumchlorid-Losung bei pH 9. Zuletzt wurde das Gel mit 500 ml
destilliertem Wasser aufgefiillt und 60 min entgast [Barnes et al., 1985]. Die Sédule wurde mit 10
mM Ammoniumacetat equilibriert. Die Proben wurden in 10 mM Ammoniumacetat gelost, der
pH-Wert wurde auf 9,5 titriert. Das Probenvolumen wurde auf die Sdule aufgetragen. Die erste
mobile Phase war 1| M Ammoniumacetat. Die zweite mobile Phase war 10 mM Salzséure. 10
mM Salzsdure stieg in einer Stufe fiir 8 min auf 100% an. Die Flussgeschwindigkeit der mobilen
Phase betrug 3 ml/min Die Fraktionsgroe betrug 3,5 ml. Die Leitfihigkeit und die UV-
Absorption bei 254 nm wurden detektiert. Das Eluat wurde gesammelt. Die Fraktionen wurden

bei -80°C gefroren.
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Tabelle 4:  Gradient der Affinititschromatographie. Probe: Lyophilisiertes Eluat bei
20%igem  wissrigen ~ ACN,  Sédule:  Kationenaustauscher  mit  m-
Aminophenylboronsédure, Eluent A: 1 M NH4Ac, pH: 9,5, Eluent B: 10 mM HCl,
Flussgeschwindigkeit: 3 ml/min, UV-Detektion: 254 nm, Fraktionsgrof3e: 3,5 ml

Zeit [min] 0-10 10-18

10 mM HCI (Eluent B) [%] 0 100

2.2.6. Reversed-Phase-Chromatographie

Als Sdule wurde die Chromolith RP-18e verwendet. Die Sdule wurde mit 40 mM Trieethylam-
moniumacetat equilibriert. Der pH-Wert wurde auf 6,5 titriert. Losungsmittel A war 40 mM
Trieethylammoniumacetat. Losungsmittel B war 80%iges wissriges Acetonitril. Losungsmittel
B stieg in einem linearen Gradienten an. Die Flussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min bei einer
Fraktionsgroe von 1 ml. Die Leitfahigkeit und die UV-Absorption bei 254 nm wurden detek-

tiert. Die fraktionierten Proben wurden gesammelt, eingefroren und lyophilisiert.

Tabelle 5S:  Gradient der RP-Chromatographie. Probe: Fraktionen der Affinitdtschroma-
tographie, Siule: Chromolith RP-18e 100-4.6, Eluent A: 40 mM Trieethylammo-
niumacetat in wissriger Losung, pH: 6,5, Eluent B: 80% wiéssriges Acetonitril,
Flussgeschwindigkeit: 1 ml/min, UV-Detektion: 254 nm, Fraktionsgroe: 1 ml

Zeit [min] 0-40 40 - 41 41 - 44

80%iges wissriges ACN (Eluent B) [%] |0 - 10 10 - 100 100

2.2.7. Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions-/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-
MS)

1 pl Aliquot der Fraktionen wurde auf den MALDI-Ankerteller aufgetragen. Als organische
Matrix wurde 1 ul 4-Hydroxypicolinsidure verwendet. Das Matrix-Proben-Verhiltnis betrug 1:1.
Nach der Trocknung wurde der Probenteller iiber eine Vakuumschleuse in das Massenspektro-
meter eingeschleust. Die Messungen wurden auf einem Bruker Ultraflex TOF/TOF-Gerit von
Bruker-Daltonics durchgefiihrt. Dieses Gerit ist mit einem Smart-Beam-Laser von Laser Science
ausgestattet. Zur Kalibrierung des MALDI-Massenspektrometers wurde eine Mischung von Re-

ferenz-Peptiden benutzt. Die Wellenldnge des Lasers betrug 337 nm bei einer Impulsdauer von 3
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ns. Der Durchmesser der Bestrahlungsfldche betrug 50-100 pm. Es wurden im Durchschnitt 200
Einzelspektren im Reflektor-Modus und 600 Einzelspektren im LIFT-Modus aufsummiert. Posi-
tiv geladene Ionen wurden im Reflektor-Modus analysiert. Fragmentierte Ionen wurden im

LIFT-Modus detektiert.

2.2.8. Isolierte perfundierte Niere

Die isolierte perfundierte Niere ist ein Versuch zur Priifung vasoregulativer Eigenschaften einer
Substanz. Eine ménnliche Wistar-Kyoto-Ratte wurde intraperitoneal mit Urethan anésthesiert.
Die Bauchhohle wurde durch einen Langsschnitt erdffnet und die linke Niere stumpf freipripa-
riert. Die infrarenale Aorta und die linke Arteria renalis wurden ligiert. Von kranial wurde ein
Polyethylen-Katheder in die Aorta eingefiihrt und 250 IE Heparin als Bolus injiziert. Der Kathe-
der wurde bis in die Arteria renalis vorgeschoben. Die Aorta wurde proximal und distal durch-
trennt. Die Niere wurde an die Perfusion mit physiologischer Krebs-Henseleit-Losung ange-
schlossen. Diese Losung bestand aus NaH,PO4 (0,42 mM), NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM),
MgCl, (1,1 mM), NaHCO; (12,0 mM), Glucose (5,6 mM) und CaCl (1,8 mM). Dem System
wurde kontinuierlich 95%iges O, und 5%iges CO, bei 38°C zugefiihrt. Die priparierte Niere
wurde 30 min equilibriert. Die Testsubstanzen wurden in die Arteria renalis injiziert. Je 100 ul
Angiotensin II und o,f-Methyl-ATP in der Konzentration von 1 nM wurden als Referenzsub-
stanzen eingesetzt. Fiir die dosis-abhéngigen Wirkungskurven wurden a,-Methyl-ATP, Adeno-
sin-Tetraphosphat, ATP, Noradrenalin und Uridin-Adenosin-Tetraphosphat auf die zu testenden
Konzentrationen verdiinnt und je 100 ul Aliquot injiziert. Zwischen den Injektionen wurde das
Erreichen der Basislinie abgewartet. Im zweiten Teil wurde o,3-Methyl-ATP in einer Endkon-
zentration von 10 uM zur Perfusionslosung hinzugefiigt. Adenosin-Tetraphosphat wurde auf die

zu testenden Konzentrationen verdiinnt und als Aliquot von je 100 pl injiziert.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Isolierung des Mononukleotids

3.1.2. Priparative Reversed-Phase-Chromatographie

Im Rahmen der vorliegende Studie konnte gezeigt werden, dass der Uberstand kultivierter Endo-
thelzellen vasokonstriktiv wirksam ist. Diese Vasoaktivitit wurde unter anderem auf Mono-
nukleotide zuriickgefiihrt. Zur Isolierung dieser Mononukleotide aus endothelialen Uberstinden
wurden Endothelzellen angeziichtet. Die Uberstinde der Kulturen wurden nach mechanischer
Stimulation gesammelt und mittels Perchlorsiure deproteiniert. Die deproteinierten Uberstinde
wurden mittels einer priparativen Reversed-Phase-Chromatographie in einem Stufengradienten

konzentriert und fraktioniert. Ein charakteristisches Chromatogramm ist in Abbildung 3 darge-

stellt.
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Abbildung 3: Chromatogramm der priparativen Reversed-Phase-Chromatographie
Probe: Endothelzell-Uberstinde nach Deproteinierung
—: UV-Absorption; ---: Leitfahigkeit
Eluent A: 40 mM TEAA in wissriger Losung
Eluent B: 80% wissriges Acetonitril
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In dem Chromatogramm sind zwei deutliche UV-Absorptionspeaks zu erkennen. Beim pfeilmar-

kierten Peak, der entsprechend 20% des wissrigen Acetonitrils eluierte, handelt es sich um die

Fraktionen, in denen die vasoaktive Substanz gefunden wurde. Diese Fraktion wurde gesammelt
und eingefroren.

3.1.3. Affinitits-Chromatographie

Das Eluat der pridparativen Reversed-Phase-Chromatographie wurde zusammengefasst und mit

einem mit m-Aminophenylboronsdure derivatisierten Kationenaustauscher chromatographiert.

Das resultierende Chromatogramm zeigt Abbildung 4.

UV-Absorption Ayssm [AU]

[wo/sw] 3o eI

Retentionszeit [min]

Abbildung 4: Chromatogramm der Affinitdtschromatographie
Probe: Lyophilisiertes Eluat bei 20%igem wassrigen ACN
—: UV-Absorption; ---: Leitfahigkeit
Eluent A: 1 M NH4Ac
Eluent B: 10 mM HCl
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In der Abbildung erkennt man einen deutlichen Peak zu Beginn der Chromatographie. Dieser

pfeilmarkierte UV-Absorptions-Peak wurde gesammelt, zusammengefasst und eingefroren.

3.1.4. Reversed-Phase-Chromatographie

Die Fraktion des pfeilmarkierten Absorptionspeaks aus Abbildung 4 wurde mittels Reversed-
Phase-Chromatographie chromatographiert. Das Eluat wurde durch die Reversed-Phase-
Chromatographie entsalzt. Des weiteren diente dieser Chromatographie-Schritt der Fraktionie-
rung. Ein charakteristisches Chromatogramm der Entsalzung ist in Abbildung 5 dargestellt.
Wihrend der Retentionszeit zwischen der 12. und der 22. Minute sind mehrere UV-

absorbierenden Peaks zu erkennen. Die pfeilmarkierten Fraktionen wurden lyophilisiert.

UV-Absorption Aps4nm [AU]
[wo/Sw] JIS eI ]

[
0 10

Retentionszeit [min]

Abbildung 5: Chromatogramm der Reversed-Phase-Chromatographie
Probe: Fraktionen der Affinitidtschromatographie
—: UV-Absorption; ---: Leitfdhigkeit
Eluent A: 40 mM TEAA in wissriger Losung
Eluent B: 80% wissriges Acetonitril
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3.2. Identifizierung des Mononukleotids

3.2.1. MALDI-TOF- Massenspektrometrie

Die pfeilmarkierten UV-absorbierenden Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie aus
Abbildung 5 wurden mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. In Abbildung 6 ist
das Spektrum der Fraktion dargestellt, in der eine Substanz mit dem Molekulargewicht von
588,4 Da bestimmt wurde. Diese Massenzahl entspricht der Massenzahl des Mononukleotids
Adenosin-Tetraphosphat. Die bei 588,4 Da isolierte Substanz wurde fragmentiert, um Informati-

onen iiber die molekulare Struktur zu erhalten.
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Abbildung 6: Massenspektrum der lyophilisierten Fraktion der Reversed-Phase-
Chromatographie
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3.2.2. MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie

Mit dem MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer wurden Fragmente der Substanz mit der Mas-
senzahl 588.4 erzeugt. Das resultierende Fragmentspektrum ermoglichte durch den Abgleich mit
dem Referenzspektrum des synthetisierten Adenosin-Tetraphosphats die Identifizierung.

Die Massenzahlen der Fragmente sind in der zweiten Spalte der Tabelle 6 aufgelistet. Die Refe-
renz-Fragmente des synthetisch hergestellten Adenosin-Tetraphosphats sind der dritten Spalte
der Tabelle 6 angegeben. Die erste Spalte zeigt die den Fragment-Massen zugehorige Interpreta-
tion. Samtliche Massen-Fragment-Signale konnten dem Adenosin-Tetraphosphat zugeordnet

werden.

Tabelle 6:  Fragmentspektrum der Masse 588,4 Da und des synthetischen Adenosin-
Tetraphosphats mit Interpretation

Interpretation des TOF/TOF-Fragmente TOF/TOF-Fragmente
MALDI TOF/TOF- der Masse 588,4 Da des synthetischen
Massensignals [M+H]* Adenosin-Tetraphosphats
Ribose w/o COH 101.8 102.1

A'NH; 117.5 119.0
A-2H,0 232.1 232.1

Ap; 348.8 348.1
Ap>-H,O 410.5 410.0
Ap,+H,0 448.8 448.0
Ap;-H,O 490.3 490.0

Aps 508.9 508.4
Aps+H,0 527.1 526.0
Aps-H,O 570.6 570.0

M-A' 451.9 452.1

M-H,0O 570.6 570.2
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3.2.3. Strukturformel des Adenosin-Tetraphosphats

Die Substanz mit der molekularen Masse 588,4 Da wurde als Adenosin-Tetraphosphat identifi-
ziert. Adenosin-Tetraphosphat besteht aus einem Adenosin, das am 5’-Ende der Ribose eine

Phosphatkette mit vier Phosphaten enthilt. Die Strukturformel des Adenosin-Tetraphosphats ist
in Abbildung 7 dargestellt.

NZ \
I

Abbildung 7: Strukturformel des Adenosin-Tetraphosphats

OH
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3.3. Vasoregulatorische Wirkung des Adenosin-Tetraphosphats

Nach Identifizierung wurde Adenosin-Tetraphosphat auf seine vasoregulatorische Wirkung an
der isolierten perfundierten Niere getestet. Abbildung 8 zeigt die Wirkung des Adenosin-
Tetraphosphats sowie bekannter vasokonstriktiv wirkender Substanzen in verschiedenen Kon-
zentrationen. Es sind die dosis-abhingigen Wirkungskurven von Adenosin-Tetraphosphat, a,p-

Methyl-ATP, ATP, Noradrenalin und Uridin-Adenosin-Tetraphosphat abgebildet.
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Abbildung 8: Dosis-abhingige Wirkungskurven von Adenosin-Tetraphosphat, a,3-Methyl-ATP,
ATP, Noradrenalin und Uridin-Adenosin-Tetraphosphat an einer isolierten per-

fundierten Niere
Legende: o

> H & o

Adenosin-Tetraphosphat
a,B-Methyl-ATP

Noradrenalin
Uridin-Adenosin-Tetraphosphat
ATP

Die dosis-abhédngigen Wirkungskurven zeigen, dass es mit steigender Konzentration der Ago-

nisten zu einem deutlichen Anstieg des Perfusionsdrucks der isolierten perfundierten Niere

kommt. Adenosin-Tetraphosphat fiihrt zur stirksten Verianderung des Drucks in allen Konzentra-

tionen mit einer maximalen Druckverdnderung bei 10~ mol.
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Zur Identifizierung des Rezeptors wurden die dosis-abhingigen Wirkungskurven des Adenosin-
Tetraphosphats an der isolierten perfundierten Niere mit und ohne Zugabe von a,3-Methyl-ATP

zur Perfusionslosung gepriift. Die resultierenden Wirkungskurven sind in Abbildung 9 darge-

stellt.
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Abbildung 9: Dosis-abhingige Wirkungskurven von Adenosin-Tetraphosphat an einer isoliert
perfundierten Niere mit und ohne Dauerperfusion mit a,3-Methyl-ATP
Legende: e ohne Dauerperfusion
m o,3-Methyl-ATP-Dauerperfusion

Der Kurvenverlauf ohne o,f-Methyl-ATP (e) zeigt, dass Adenosin-Tetraphosphat stark vaso-
konstriktiv wirksam ist. In Gegenwart von a,3-Methyl-ATP (m) zeigte sich kein Effekt durch

Adenosin-Tetraphosphat an der isolierten perfundierten Niere.
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:

1) Mittels Reversed-Phase- und Affinitits-Chromatographie wurde der Uberstand stimulierter

Endothelzellen aufgereinigt.

2) Durch MALDI-TOF- und MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie wurde eine Substanz mit

der Masse 588,4 Da nachgewiesen und als Adenosin-Tetraphosphat interpretiert.

3) Adenosin-Tetraphosphat ist an der isolierten perfundierten Niere stark vasokonstriktiv wirk-

sam. Die Vasoaktivitit ldasst sich durch Dauerperfusion mit a,3-Methyl-ATP hemmen.
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4. Diskussion

Essentielle Hypertonie ist eine multifaktorielle Erkrankung, in deren Mittelpunkt ein gesteigertes
Herz-Zeit-Volumen und ein erhohter peripherer Widerstand stehen. Endothelzellen als innere,
stoffwechselaktive Schicht der GefidBle sind an der Regulierung des peripheren Widerstandes

beteiligt. Sie sind von zentraler Bedeutung fiir die Pathogenese der Hypertonie.

Fiir das Verstidndnis des physiologischen und pathophysiologischen Einflusses der Endothelzel-
len auf den vaskuldren Tonus ist eine genaue Kenntnis der zugrundeliegenden Mechanismen und
Mediatoren erforderlich. Zu den endothel-abhingigen Mediatoren, die in die Blutbahn und in die
direkte Umgebung abgegeben werden, gehoren NO, Prostazyklin und Endothelin. Auch die Sub-
stanzklasse der vasoaktiv-wirkenden Nukleotide hat einen hohen Stellenwert fiir die Regulierung
des vaskuldren Tonus [Ogilvie, 1992]. Ein bekanntes endothel-abhiingiges, vasoregulatorisches
Mononukleotid ist ATP [Liu et al., 2004]. Ralevic et al. haben schon im Jahr 1998 vermutet, dass
Endothelzellen neben ATP noch andere vasoregulatorische Nukleotide synthetisieren und sezer-
nieren konnen [Ralevic et al., 1998]. Im Jahr 2005 isolierten Jankowski et al. das Dinukleotid
Uridin-Adenosin-Tetraphosphat aus dem Uberstand der kultivierten Endothelzell-Linie HMEC-1
und charakterisierten es als vasokonstringierende und proliferationssteigernde Substanz [Jan-
kowski et al., 2005a]. Jankowski et al. entdeckten, dass die Konzentration des Uridin-Adenosin-
Tetraphosphats im Plasma hypertoner Kinder signifikant erhoht ist. Daraus resultierte die An-
nahme, dass Uridin-Adenosin-Tetraphosphat ein frither Indikator fiir eine verdnderte Endothel-
funktion ist [Jankowski et al., 2007]. Im Rahmen von Untersuchungen zur Physiologie und Pa-
thophysiologie des Uridin-Adenosin-Tetraphosphats wurde auflerdem gezeigt, dass Uridin-
Adenosin-Tetraphosphat priaglomerulédre Arteriolen kontrahiert. Dies beeinflusst die Natriumaus-

scheidung und den Blutdruck durch Drosselung der Filtrationsrate [Jankowski et al., 2008].

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass das endotheliale Sekretom der
kultivierten Endothelzell-Linie HMEC-1 an der isolierten perfundierten Niere zur Vasokonstrik-
tion fithrt. Diese Vasokonstriktion war durch Inkubation des Uberstandes mit alkalischer
Phosphatase zum Teil aufthebbar. Da alkalische Phosphatase Mononukleotide spaltet, wurde ein

Teil der Vasoaktivitit auf Mononukleotid-Wirkung zuriickgefiihrt. ATP wirkt durch seine kurze
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Halbwertszeit nur gering vasokonstringierend, weshalb sich der beobachtete Effekt nicht nur auf
das Mononukleotid ATP zuriickfithren lie [Ralevic et al., 1998]. Aus diesem Grund wurde im
experimentellen Teil der vorliegenden Dissertation untersucht, welche bisher nicht identifizierten
vasoregulatorischen Mononukleotide im endothelialen Sekretom enthalten sind. Mit Hilfe chro-
matographischer und massenspektrometrischer Methoden konnte das Mononukleotid Adenosin-

Tetraphosphat isoliert und identifiziert werden.

Es wurde in der vorliegenden Studie die immortalisierte humane mikrovaskulidre Zelllinie
HMEC-1 verwendet, die beziiglich ihres Phidnotyps und ihrer funktionellen Charakteristika mit
primidren Endothelzellen vergleichbar ist [Ades et al., 1992; Bouis et al., 2001]. Die detaillierte
Charakterisierung der Endothelzellen erfolgte durch den Von-Willebrand-Faktor, den Kofaktor
der Blutgerinnung [Pearson, 2000], die endotheliale NO-Synthase, den VEGF-Rezeptor-1 sowie
durch die Abwesenheit von o-Aktinketten, welche nur in Muskelzellen nachweisbar sind [Wang
et al., 2006; Gabbiani et al., 1984]. Durch diese prizise Charakterisierung lieBen sich reife kulti-

vierte Endothelzellen von anderen Zellen differenzieren.

Nach mechanischer Stimulation wurde das resultierende Sekretom kultivierter HMEC-1 gesam-
melt. Zur Deproteinierung wurde den Uberstinden Perchlorsiure hinzugefiigt. Dadurch wurden
eventuell vorhandene abbauende oder dem Transport dienende Proteine des Adenosin-
Tetraphosphats denaturiert und Adenosin-Tetraphosphat wurde freigesetzt [Garrison et al.,
1992]. Durch Zugabe von Kaliumhydroxid-Losung wurde die Perchlorsdure als Kaliumperchlo-
rat ausgefillt, denn der stark saure pH-Wert von < 3 konnte sowohl die Mononukleotide als auch
die anschlieBend eingesetzte Reversed-Phase-Chromatographie-Sédule hydrolysieren. Durch
Zentrifugieren und Abdekantieren des Uberstandes wurde daher das Kaliumsalz aus dem Sub-
stanzgemisch entfernt. Da wihrend der Deproteinierung Energie in Form von Wirme frei wird,

wurden die Substanzen in einem Eisbad gekiihlt, um thermolabile Substanzen nicht zu zerstoren.

Im ersten chromatographischen Schritt wurden die Endothelzell-Uberstinde mittels einer pripa-
rativen Reversed-Phase-Chromatographie entsalzt und fraktioniert. Die Reversed-Phase-
Chromatographie basiert auf hydrophoben Wechselwirkungen [Kellner, 2006]. Diese Chroma-
tographie-Art wurde eingesetzt, da durch ihren Einsatz weniger und stirker hydrophobe Sub-

stanzen von den mifBig hydrophoben Nukleotiden abgetrennt werden kénnen. Der hydrophoben
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Anziehung zwischen Sdule und Substanz wirken die negativ geladenen Phosphatgruppen der
Nukleotide entgegen. Daher wurde das kationische Triethylammoniumacetat als Ionenpaarrea-
genz eingesetzt, um die ionischen Gruppen der Substanzen zu maskieren und die Adsorption an

die Sdule zu ermoglichen.

Zur der Elution der Substanzen wurden zwei mobile Phasen unterschiedlicher Polaritit gewihlt,
die in einem Gradienten anstiegen: Mit der ersten schwachen mobilen Phase 40 mM wiéssriges
Triethylammoniumacetat wurden die Endothelzell-Uberstinde auf die Siule aufgetragen. Das
zweite Losungsmittel Acetonitril konkurrierte um die hydrophoben Bindungsstellen der Séule
und eluierte hydrophobe Substanzen mit seiner ansteigenden Konzentration. Acetonitril ist ein
mittelstarkes organisches Losungsmittel, das sich durch geringe Viskositit und hohes Auflo-
sungsvermogen auszeichnet [Chicz et al., 1990]. Polare Substanzen wurden durch die priparati-
ve Reversed-Phase-Chromatographie entfernt, weil sie keine Affinitédt zur Sidule haben. Die pri-
parative Reversed-Phase-Chromatographie diente auch der Beseitigung von akzidentell desin-
tegrierten Substanzen mit Diol-Gruppen, da sie im nidchsten Chromatographie-Schritt an die Af-
finitdts-Chromatographie-Sédule binden wiirden. Um eine ausreichende Trennkapazitit zu ge-
wihrleisten, wurden zwei hintereinandergeschaltete Sdulen verwendet. Die méBig hydrophoben
Nukleotide eluierten unter den gewdihlten Bedingungen beim Ansteigen des apolaren Losungs-
mittels Acetonitril auf 20%. Die Fraktionen, die in diesem Bereich eluierten, wurden nach der
Entfernung der Losungsmittel durch Lyophilisierung mit einer Affinitits-Chromatographie auf-

gereinigt.

Durch die verwendete Affinitits-Chromatographie konnten die Mono- von den Dinukleotiden
getrennt werden. Die Affinitdts-Chromatographie ist ein Verfahren mit hoher Selektivitit, wel-
ches Substanzen mit starker Affinitdt zur Sdule aus dem Substanzgemisch isoliert [Ostrove,
1990]. Das Séaulenmaterial der in der vorliegenden Studie verwendeten stationédren Phase bestand
aus einem Kationenaustausch-Gel, das mit m-Aminophenolboronsidure derivatisiert worden ist.
Diese Sdure hat im basischen pH-Bereich eine Affinitiat zu den Diol-Gruppen der Nukleotid-
Ribose [Barnes et al., 1985]. Die negativen Phosphatgruppen des Adenosin-Tetraphosphats wur-
den durch Ammoniumacetat neutralisiert, um abstoende ionische Wechselwirkungen mit den
Kationenaustausch-Gruppen der Sdule zu verhindern, die der Adsorption entgegenwirken. Da

Mononukleotide nur aus einer Ribose mit einer Diol-Gruppe bestehen, besitzen sie eine geringe
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Affinitdt zur Gelmatrix und durchlaufen die Sdule ohne wesentliche Retention. Dinukleotide mit
zwei Diol-Gruppen haben eine starke Affinitdt zur Sdule. Sie eluieren erst beim Anstieg des
zweiten Losungsmittels Salzsdure, das die Kationenaustausch-Gruppen der Sdule demaskiert.
Die Trennung erfolgte im Affinitits-Chromatographie-Schritt also dadurch, dass Mononukleoti-

de vor Dinukleotiden eluierten.

Die Mononukleotide waren nach der Affinitits-Chromatographie in den friih eluierenden Frakti-
onen konzentriert. Das Eluat wurde im Anschluss zur Entsalzung auf eine Reversed-Phase-
Chromatographie-Sédule aufgetragen. Die Entsalzung war notwendig, da Puffersalze die
Kokristallisierung der Substanzen mit der Matrix verhindern und das Auflosungsvermogen der
Massenbestimmung vermindern. Zur Elution wurde ein gering ansteigender linearer Gradienten
gewdhlt, um eine breite Fraktionierung fiir die Massenbestimmung zu erhalten. Das als Ionen-
paarreagenz eingesetzte Trieethylammoniumacetat ist mit der MALDI-Massenspektrometrie
kompatibel, denn es geht keine kovalenten Bindungen mit den Phosphatgruppen der Nukleotide
ein und kann daher durch Lyophilisierung aus den Substanzen entfernt werden [Jankowski et al.,

2005b].

MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur Massenbestimmung, das durch
hohe Sensitivitidt und Auflosung charakterisiert ist [Jankowski et al., 2008]. Mit der MALDI-
TOF- und MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie konnte Adenosin-Tetraphosphat im aufge-
reinigten endothelialen Sekretom identifiziert werden.

Mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde im Reflektor-Modus eine Substanz der Masse
588,4 Da detektiert, die Adenosin-Tetraphosphat zugeordnet werden konnte. Um diese Zuord-
nung zu sichern, wurde eine MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie durchgefiihrt, die Infor-
mationen iiber die molekulare Struktur liefert [Jankowski et al., 2003; Meyer, 2006]. Im LIFT-
Modus wurde das vollstindige Fragmentspektrum der Masse 588,4 Da aus dem endothelialen
Sekretom aufgenommen und mit dem Fragmentspektrum des synthetisch hergestellten Adeno-
sin-Tetraphosphats verglichen. Die Interpretation der Masse 588,4 Da als Adenosin-

Tetraphosphat wurde dadurch bestétigt.

Adenosin-Tetraphosphat wurde nach Isolierung und Identifizierung auf seine vasokonstriktive

Wirkung an der isolierten perfundierten Niere getestet. Fiir diesen Assay wurde das Organ extra-
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korporal oxygeniert und mit einer in ihrer Elektrolyt- und Salzkonzentration dem Blut angegli-
chenen Losung perfundiert. Die vasokonstriktive Wirkung des Adenosin-Tetraphosphats an der
isolierten perfundierten Niere wurde mit der Wirkung der bekannten vasokonstriktiven Mediato-
ren o,3-Methyl-ATP, ATP, Noradrenalin und Uridin-Adenosin-Tetraphosphat verglichen. a,f-
Methyl-ATP ist ein stabiles ATP-Analogon, das zwischen zwei Phosphatgruppen synthetisch
methyliert ist [Ralevic et al., 1998]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Adenosin-
Tetraphosphat bei gleicher absoluter Konzentration an der Arteria renalis am stérksten konstrik-

tiv wirksam ist.

Die vasokonstriktive Wirkung des Adenosin-Tetraphosphats der vorliegenden Studie bestitigt
frithere Studien, in denen seine Vasoaktivitit an grolen GefdBen gezeigt wurde: Adenosin-
Tetraphosphat ist ein starker Vasodilatator der Herzkranzgefde [Westhoff et al., 2003]. In per-
fundierten Aortenringen und an der Mesenterialarterie wirkt Adenosin-Tetraphosphat vaso-
konstringierend [Lee et al., 1995b; Lewis et al., 2000a]. Die Infusion von Adenosin-
Tetraphosphat in die Aorta fiihrt im normotensiven Bereich zur Senkung, im hypotensiven Be-

reich zum Anstieg des Blutdrucks [Kong et al., 1991].

Extrazellulare Mediatoren vermitteln ihre biologischen Effekte iiber spezifische Rezeptoren.
Nukleotide sind Agonisten der P2-Rezeptoren [Jankowski et al., 2005a; Burnstock, 2006]. Nor-
adrenalin dagegen bindet als Katecholamin an a;-Adrenozeptoren [Knight et al., 2003]. Der va-
sokonstriktive Effekt Adenosin-Tetraphosphats wird an Aortenringen und der Arteria mesenteri-
ca liber P2X-Rezeptoren vermittelt [Lee et al., 1995b]. Fiir diesen Rezeptor ist an der Mesenteri-
alarterie nachgewiesen, dass Adenosin-Tetraphosphat stirker konstriktiv wirksam ist als o,p-
Methyl-ATP [Lewis et al., 2000a]. Das stabile ATP-Analogon a,3-Methyl-ATP ist am P2X-
Rezeptoren stirker wirksam als ATP, da es langsamer abgebaut wird [Ralevic et al., 1998]. Glei-

ches gilt fiir Adenosin-Tetraphosphat [Gomez-Villafuertes et al., 2000].

Der P2X-Subtyp, an dem Adenosin-Tetraphosphat und o,3-Methyl-ATP an der Mesenterialarte-
rie konstriktiv wirksam sind, ist der P2X1-Rezeptor [Lewis et al., 2000a]. P2X1 ist der dominan-
te Rezeptor der glatten Muskelzelle [Burnstock, 2007; Lewis et al., 2000a; Wang et al., 2002].
Die Aktivierung von P2X1-Rezeptoren fiihrt {iber einen intrazelluldren Kalziumanstieg zur De-

polarisation und Kontraktion [Lewis et al., 2000a]. Wéhrend héaufig mehrere P2X-Subtypen auf
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der selben Zelle vorkommen, wird auf der glatten Muskelzelle der Arteria renalis nur P2X1
exprimiert [Turner et al., 2003]. Entsprechend wird die vasokonstriktive Wirkung o,3-Methyl-
ATPs und ATPs an der isolierten perfundierten Niere iiber P2X1-Rezeptoren vermittelt [van der

Giet et al., 1997].

In der vorliegenden Studie wurde die renale vasokonstriktive Wirkung des Adenosin-
Tetraphosphats zur Identifizierung seines Rezeptors nach P2X1-Desensitivierung iiberpriift. Da-
fiir wurden die P2X1-Rezeptoren in Gegenwart des P2X1-Agonisten o,3-Methyl-ATP durch eine
Konformationsinderung des Ionenkanals funktionell inaktiviert [Rettinger et al., 2003]. Es wur-
de gezeigt, dass Adenosin-Tetraphosphat nach Desensitivierung keine Vasomotion mehr auslost.
Dieses Ergebnis zeigt, dass auch Adenosin-Tetraphosphat an der isolierten perfundierten Niere
am P2X1-Rezeptor angreift. Aufgrund dieses Ergebnisses kann vermutet werden, dass Adeno-

sin-Tetraphosphat ubiquitdr an P2X1-Rezeptoren wirksam ist.

Frithere Studien haben gezeigt, dass Adenosin-Tetraphosphat neben P2X-Rezeptoren auch P2Y-
Rezeptoren aktiviert [Gomez-Villafuertes et al., 2000]. P2Y-Rezeptoren werden primér auf En-
dothelzellen exprimiert und sind vasodilatativ wirksam [Ralevic et al., 1998; Burnstock, 2007].
Da Adenosin-Tetraphosphat beide P2-Rezeptoren aktiviert, steht seine Charakterisierung als
stiarkster Agonist des P2X1-Subtyps nicht im Widerspruch dazu, dass es an den Koronargefi3en
iiber P2Y-Rezeptoren der Endothelzellen zur Vasodilatation fithrt [Westhoff et al., 2003]. Diese
koronare Vasodilatation kann durch das Uberwiegen der P2Y-Rezeptoren gegeniiber P2X1-
Rezeptoren am Endothel erklart werden, denn die Verbreitung der purinergen Rezeptoren ist
heterogen und fiir jeden Gefaltyp spezifisch [Ralevic et al., 1998; Mateo et al., 1996; Tepel et
al., 1997]. Untersuchungen haben gezeigt, dass P2Y-Rezeptoren reichlich auf dem Endothel der
HerzkranzgefiBBe exprimiert werden, P2X1-Rezeptoren dagegen gar nicht [Webb et al., 1996;
Lewis et al., 2000b].

Auch an Nierengefillen werden P2Y-Rezeptoren exprimiert. An der Niere sind sie jedoch nicht
auf Endothelzellen, sondern auf glatten Muskelzellen lokalisiert [Turner et al., 2003]. Solche
P2Y-Rezeptoren vermitteln keine Vasodilatation, sondern ebenfalls Vasokonstriktion [Wang et
al., 2002, Knight et al., 2003]. Obwohl P2Y-Rezeptoren nicht durch o,B-Methyl-ATP desensiti-

viert werden, 16ste Adenosin-Tetraphosphat nach Inaktivierung der P2X1-Rezeptoren keine wei-
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tere GefidBreaktion aus [Ralevic et al., 1998]. Die Menge der an der glatten Muskelzelle der Arte-
ria renalis exprimierten P2Y-Rezeptoren ist fiir die funktionelle Vasokonstriktion offenbar nicht

ausreichend.

Adenosin-Tetraphosphat konnte dariiber hinaus durch seinen Metaboliten Adenosin eine Vasodi-
latation bewirken [Lewis et al., 2000a, Ralevic et al., 1998]. Fiir Nukleotide ist ein ausgeprigter
Metabolismus mit Interkonversion nachgewiesen. Nukleotid-Polyphosphate konnen enzymatisch
in andere Nukleotide mit geringerer Phosphatgruppen-Anzahl iiberfiihrt werden. Die Metabolite
sind wirksam und verstéirken einen Effekt oder wirken ihm entgegen [Ralevic et al., 1998]. Ein
Abbauweg Adenosin-Tetraphosphats ist die Metabolisierung zu ATP. ATP wird iiber ADP zu
AMP degradiert und schlieBlich zu Adenosin und Phosphat abgebaut [Guranowski, 2000].

Um die funktionelle Relevanz des Adenosin-Tetraphosphats im Organismus einzuordnen, ist die
Kenntnis seiner Speicherorte und biologischen Funktionen wichtig. Bis zum gegenwirtigen
Zeitpunkt wurde Adenosin-Tetraphosphat in der quergestreiften Muskulatur, dem Myokard, der
Leber, chromaffinen Zellen, Thrombozyten und dem Auge nachgewiesen [Liebermann, 1955;
Small et al., 1966a; Zamecnik et al., 1969; Penglis, 1977; van Dyke et al., 1977; Lee et al,,
1995a; Gualix et al., 1996; Westhoff et al., 2003; Pintor et al., 2004]. In diesen Zusammenhéin-
gen wirkt Adenosin-Tetraphosphat an der ADP-induzierten Plittchenaggregation mit, fiihrt an
der glatten Muskelzelle des Vas deferens zur Kontraktion, senkt am Auge den intraokularen
Druck und beeinflusst den Nukleotid-Stoffwechsel durch die Hemmung abbauender Hydrolasen
[Vallejo et al., 1974; Lobaton et al., 1975; Ignarro et al., 1976; Penglis, 1977; Cameselle et al.,
1982; Taylor et al., 1983; Bailey et al., 1995; Lee et al., 1995a; Mateo et al., 1997, Pintor et al.,
2004].

Der Syntheseweg des Adenosin-Tetraphosphats ist derzeitig nicht bekannt. Es entsteht entweder
durch die Ubertragung einer Phosphatgruppe auf ATP oder durch Degradierung der Dinukleotide
ApsAund ApeA [Guranowski et al., 2006]. Die Synthese Adenosin-Tetraphosphats kann sowohl
durch enzymatische Mechanismen katalysiert werden als auch durch Dismutation erfolgen
[Small et al., 1966b; Zamecnik et al., 1969; Kupriyanov et al., 1986; Ortiz et al., 1993; Gura-
nowski et al., 1994; Zimmermann, 1996; Fontes et al., 1998; , Madrid et al., 1998; Burnstock,
2006; Verheyden et al., 1965]. Adenosin-Tetraphosphat wird spezifisch durch eine Nukleosid-5’-
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Tetraphosphatase-Hydrolase sowie eine Exopolyphosphatase, die aus Adenosin-Tetraphosphat
ATP und ein Phosphat freisetzen, abgebaut [Guranowski, 2000]. Es bleibt zu klidren, welche der
Reaktionen in Endothelzellen durch Synthese und Abbau die Konzentration Adenosin-

Tetraphosphats kontrollieren.

Aufgrund seiner Potenz als vasoregulatorischer Mediator sollte die Bedeutung Adenosin-
Tetraphosphats fiir die Pathogenese der Hypertonie im Detail untersucht werden. In diesem Zu-
sammenhang kann auch der Frage nachgegangen werden, ob selektive und metabolisch stabile
P2-Rezeptoren-Hemmer fiir die Therapie des Bluthochdrucks geeignet sind. Ein anderes thera-
peutisches Ziel fiir selektiv blockierende Substanzen des P2X1-Subtyps der glatten Muskelzelle
konnten kritische Ischamien im Rahmen einer peripheren arteriellen Verschluss-Krankheit oder

koronaren Herzerkrankung sein.

Fazit

In der vorliegenden Dissertation wurde das Mononukleotid Adenosin-Tetraphosphat im Uber-
stand stimulierter Endothelzellen nachgewiesen und an der isolierten perfundierten Niere als
starkster bekannter Agonist des P2X1-Rezeptors charakterisiert. Eine endgiiltige Aussage tiber
die Bedeutung Adenosin-Tetraphosphats als Faktor fiir die Pathogenese der Hypertonie oder
einer GefiaBerkrankung kann an dieser Stelle noch nicht getroffen werden. Es kann aufgrund sei-
nes Vorkommens in Endothelzellen und wegen seines hohen vasomotorischen Potentials davon
ausgegangen werden, dass Adenosin-Tetraphosphat an der Regulierung des lokalen Gefédftonus
beteiligt ist. In nachfolgenden Studien sollten die systemischen Auswirkungen des Adenosin-
Tetraphosphats detaillierter erforscht werden. Die Kenntnis der Physiologie und Pathophysiolo-
gie Adenosin-Tetraphosphats sowie des P2X1-Rezeptorsystems eroffnet potentiell Optionen fiir

hypertone und ischdmische Erkrankungen.
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5. Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen und ihr Hauptrisikofaktor Bluthochdruck sind die héufigste To-
desursache in den westlichen Industrielindern. Die Mehrzahl der Hypertonie-Erkrankungen
werden der essentiellen Hypertonie zugeordnet, deren Atiologie und Pathogenese nicht ausrei-
chend erforscht ist.

Pathognomonisch fiir die essentielle Hypertonie ist der erhohte periphere Gefdatonus. Endothel-
zellen, die durch verschiedene Stimuli zur Sekretion vasoregulatorischer Mediatoren angeregt
werden, sind an der vaskuldren Tonusregulierung beteiligt. Dysfunktionales Endothel scheint das
Verhiltnis zwischen vasokonstriktiven und vasodilatativen Mediatoren nicht mehr auszubalan-
cieren zu konnen. Die physiologischen und pathophysiologischen endothel-abhingigen tonusre-
gulierenden Mediatoren sind jedoch zum gegenwiértigen Zeitpunkt nur teilweise erfasst. Zu den
bekannten vasoregulatorischen Substanzen gehoren NO, Prostazyklin und Endothelin, aber auch
extrazelluldre Nukleotide. Nukleotide sind die dem purinergen Rezeptorsystem zugrunde liegen-
den Agonisten, die an glatten Muskelzellen zur Kontraktion fithren und an Endothelzellen die
Synthese vasodilatativer Substanzen anregen. Bisher ist bekannt, dass Endothelzellen neben dem
Mononukleotid ATP auch das stark vasokonstriktorisch wirksame Dinukleotid Uridin-Adenosin-
Tetraphosphat synthetisieren und sezernieren.

In der vorliegenden Studie wurde gepriift, welche bisher nicht identifizierten Mononukleotide im
endothelialen Sekretom enthalten sind. Dazu wurde das Sekretom stimulierter humaner mikro-
vaskuldrer Endothelzellen aufgereinigt. Im ersten chromatographischen Schritt wurden die
Nukleotide durch eine priparative Reversed-Phase-Chromatographie isoliert. Mittels eines Affi-
nitdt-Chromatographie-Schritts erfolgte die Trennung der Mono- von den Dinukleotiden. Im
letzten Schritt wurden die Substanzen durch den Einsatz einer Reversed-Phase-Chromatographie
entsalzt. Mittels Massenspektrometrie wurde eine Substanz mit der molekularen Masse 588,4
Dalton nachgewiesen. Durch MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie konnte diese Masse dem
Mononukleotid Adenosin-Tetraphosphat zugeordnet werden. Des weiteren wurde Adenosin-
Tetraphosphat an der isolierten perfundierten Niere auf seine vasoaktive Wirkung hin iiberpriift.
Adenosin-Tetraphosphat wurde als stark vasokonstriktorisch wirksam charakterisiert. Als ent-

sprechender Rezeptor wurde der Rezeptor P2X1 identifiziert.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das stark vasokonstriktiv wirksame Adenosin-Tetraphosphat
im Uberstand kultivierter stimulierter Endothelzellen nachgewiesen. Dieses Ergebnis stiitzt die
Hypothese, dass Adenosin-Tetraphosphat an der Regulierung des vaskuldren Tonus beteiligt ist.
Die funktionelle Relevanz dieses Mediators, seine Bedeutung fiir die Pathogenese von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und die Suche nach selektiven Antagonisten miissen Gegenstand weite-

rer Studien sein.
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8. Geriite und Reagenzien

Gerite

Aufbereitungsanlage fiir HPLC-Wasser: Milli-Q, Water purification-System, Millipore, Deutsch-
land

Destillationsanlage: Kottermann 1080, Deutschland

Drucktransducer Statham-Element 23Gb: Siemens, Deutschland

Fraktionssammler: Biorad, USA

HPLC-Losungsmittelfilter: Millex HV, Millipore, Deutschland

HPLC-Microbore-System: Smart, Pharmacia, Schweden

HPLC-Pumpe: Gradient Pump, 229, Amersham, Schweden

HPLC-Zubehor: Latek, Deutschland

Leitfahigkeitsmessgerite: LF 39, WTW, Deutschland LF 196, Microprocessor Conductivity Me-
ter, WT'W, Deutschland LF 42, WTW, Deutschland

Massenspektrometer: Bruker Ultraflex TOF/TOF, Bruker-Daltonics, Bremen

peristaltischen Pumpe: Ismatec, Schweiz

pH-Meter: Typ 27, Knick, Deutschland

RPC-Sdule: Chromolith RP-18e 100-4.6, Merck, Deutschland

Ultrafree-Filter MC 0,22 um: Millipore, Deutschland

UV-Detektor: Econo UV-Monitor, Biorad, USA

Vakuumpumpe: Vacuubrand, Deutschland

Vakuumzentrifuge: Speed Vac Concentrator SVC 100 H, Savant, USA

Zentrifugen: 3K-1, Sigma-Aldrich, Deutschland; Eppendorf 3200, Eppendorf, Deutschland
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Reagenzien und Chemikalien

Acetonitril 100%:
Ammoniumacetat:
Bio-Rex-Kationenaustauscher:
HCI:

Hydroxypicolinsdure:

KOH:
m-Aminoboronsdure-Hemisulfat:
NaCl:

NaOH:

Penicillin:

Perchlorsiure:

Rinderserum:

Streptomycin:

synthetisches Adenosin-Tetraphosphat:

Triethylammoniumacetat:

Ubrige Feinchemikalien:

J.T. Baker, Niederlande
Fluka, Deutschland

Biorad, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma, Deutschland

Merck, Deutschland

Sigma, USA

Merck, Deutschland

J.T. Baker, Niederlande
Ratiopharm, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Ratiopharm, Deutschland
Sigma-Aldrich-Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
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