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1. EINLEITUNG

1.1 Gegenstand der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Nierenfunktion von Mausen. Im
ersten Abschnitt der Arbeit wurden Experimente an jungen und &alteren CD-1-
Mausen durchgefuhrt, um altersabhangige Verdnderungen der Niere an
wachen Tieren im Stoffwechselkafig und an narkotisierten Tieren im
Clearanceversuch beurteilen zu kénnen. Im zweiten Abschnitt der Arbeit wurde
an Ds-Rezeptor knock-out Mausen mittels einer aminoséurehaltigen
Infusionslosung die Funktion des Ds-Rezeptors fiur die renale Hamodynamik
untersucht. Darlber hinaus wurde die tubulare Funktion mit Hilfe einer akuten,

oralen Salzbeladung gepruft.

1.2 Bisheriger Kenntnisstand

1.2.1 Grundlagen

1.2.1.1 Nephron & renale Hamodynamik

Die kleinste Funktionseinheit der Niere ist das Nephron. Es wird gliedert in das
Gomerulum mit den dazu gehoérigen Kapillarschlingen, die Bowman-Kapsel,
den proximalen Tubulus, die Henle-Schleife, den distalen Tubulus und das
Sammelrohr. Der Filtrationsvorgang findet im Glomerulum statt, wobei das Blut
dem Glomerulum Uber das Vas afferens zugefuhrt wird. Hier wird ein Teil als
Primarfiltrat in die Bowman-Kapsel abfiltriert, wahrend der nicht filtrierte Anteil
des Blutes das Glomerulum Uber das Vas efferens verldsst. Der
intraglomerulare Druck und somit die glomerulare Filtrationsrate (GFR) wird
uber den Gefallwiderstand des Vas afferens und vor allem das Vas efferens
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reguliert. Die GFR stellt das auf die Zeit bezogene Filtrationsvolumen der Niere
dar [Madox et al., 1996]. In den dem Glomerulum nachgeschalteten
Tubulusabschnitten findet der komplexe Transport von Elektrolyten, gelosten
Substanzen und Wasser statt. Der grof3te Anteil des Primarfiltrats (circa 99%)
wird entlang des Tubulussystems wieder riickresorbiert und dem zirkulierenden
Blut zugefuhrt [Berry, 1996].

Die physiologischen Mechanismen der Autoregulation zur Konstanthaltung des
renalen Blutflusses (RBF) und der GFR bei Anderungen des systemischen
Blutdrucks sind bisher nicht vollstandig verstanden. Dem druckpassiven
Dehnungsverhalten und der myogenen Antwort der Nierengefalle,
insbesondere der Arteriae interlobulares und der Vasa afferentia auf
Blutdruckdnderungen, wird grundséatzliche Bedeutung beigemessen [Busse,
1995]. Dariuiber hinaus wird der tubuloglomeruléare Feedback (TGF) als wichtiger
Regulationsmechanismus angesehen, der die Filtrationsleistung des einzelnen
Nephrons tubularen Veranderungen anpasst. Dabei wird in einer im distalen
Nephron lokalisierten Region (Macula densa) ein erhdhter Volumenfluf3, dessen
Chloridkonzentration madglicherweise von entscheidender Bedeutung ist,
registriert. Hierauf werden der praglomerulare Gefallwiderstand erhéht und der
glomerulare Druck erniedrigt, so dass die GFR des einzelnen Nephrons
(SNGFR) sinkt. Die GFR kann auf diese Weise unterschiedlichen

Volumenbelastungen angepasst werden [Dworkin et al., 1996].

1.2.1.2 Dopamin & seine Wirkungen

Dopamin (3,4-Dihydroxyphenylethylamin) ist eine im Organismus vorkommende
organische Verbindung aus der Gruppe der Katecholamine. Es entsteht als
biogenes Amin durch Decarboxylierung des 3,4-Dihydroxyphenylalanins (L-
DOPA), das seinerseits durch Hydroxylierung der mit der Nahrung
aufgenommenen Aminoséaure L-Tyrosin gebildet wird. Dopamin ist der direkte

biochemische Vorlaufer des Katecholamins Noradrenalin, aus dem in einem
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weiteren Schritt der Biosynthese Adrenalin hervorgeht [Petrides, 1990]. Die
Wirkungen von Dopamin werden Uber ein eigenes Rezeptorsystem vermittelt
(siehe 1.2.2). Die Synthese der Katecholamine findet an verschiedenen Orten
statt. Dopamin wird von Neuronen im zentralen Nervensystem sowie in
peripherem Nervengewebe gebildet, des weiteren wird Dopamin von nicht-
neuronalem Gewebe u.a. in der Niere freigesetzt. Die Inaktivierung des
Dopamins geschieht durch einen enzymatische Abbau oder durch die
Wiederaufnahme in prasynaptische Nervenendigungen. Beim enzymatischen
Abbau wird Dopamin durch die Monoaminoxidase (MAO) und die Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) Uber die Zwischenprodukte 3,4-
Dihydroxymandelsdure und 3-Methoxy-4-hydroxymandelséure-aldehyd zu dem

Hauptendprodukt 3-Methoxy-4-hydroxymandelsdure abgebaut [Petrides, 1990].

Um die Wirkungen exogenen Dopamins néher zu charakterisieren, wurden
eine Reihe von Studien durchgefihrt, die jedoch zu keinem einheitlichen
Ergebnis gefuhrt haben. So wurde einerseits postuliert, dass exogenes
Dopamin die GFR und den RBF steigert [Olsen et al.,, 1990; Hoffman et al.,
1996]. Andere Arbeitsgruppen konnten diese Hypothese jedoch nicht bestatigen
[Wheeler et al., 1987; Drieman et. al., 1994]. Klinischen Einsatz findet das
Dopamin auf Grund seiner positiv inotropen und die periphere Durchblutung
fordernden Potenz. Begrindet durch die Hypothese, dass es sowohl das
Herzzeitvolumen ohne eine gleichzeitige Herzfrequenzzunahme erhoht, als
auch die renale Durchblutung verbessert, wird Dopamin im klinischen Alltag bei
der schockbedingten Niereninsuffizienz eingesetzt [Hoffman et. al., 1996]. Die
therapeutische Wirksamkeit dieser Malinahme bleibt jedoch umstritten, da die
wenigen kontrollierten Studien zum Einsatz von Dopamin bei dieser Indikation
keinen gunstigen Einfluss zeigten [Bellomo et. al., 2000; Lassnigg et. al., 2000;
Kellum et. al., 2001]. Daruber hinaus wurde bei Hunden eine intestinale
Ischdmie und Hypoxie nach exogener Zufuhr von Dopamin beobachtet [Pawlik
et. al., 1976; Muhlbauer, 1996]. Eine weitere haufig beschriebene renale
Wirkung exogenen Dopamins ist die Steigerung der Natriurese [Meyer et.
al.,1967; Olsen et. al.,, 1990; Puschett et. al., 1992]. Diese Natriurese soll
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hauptsachlich Uber die D;-Rezeptorfamilie vermittelt werden [Baines et. al.,
1986].

Endogenes Dopamin, welches von den Neuronen im ZNS gebildet wird, wirkt
vor allem im nigrostriatalen Dopaminsystem auf extrapyramidal-mototrische
Vorgange, sowie im tubuloinfundibularen Dopaminsystem auf die Freisetzung
von Prolactin und GRF (growth hormone releasing factor). Die physiologische
Bedeutung von endogenem Dopamin in der Niere ist noch nicht hinreichend
verstanden. Dopamin wurde wiederholt als natriuretisches Hormon beschrieben
[Aperia et. al.,, 1987; Bertorello et. al., 1988; Seri et. al., 1990], nachdem
Alexander et. al., [1974] eine gleichzeitige Verdnderung der Dopamin- und
Natriumausscheidung beobachtet hatten. In vitro wurden diese Ergebnisse
durch eine Hemmung der Na'/K*-ATPase und die nachfolgende Natriurese
begriindet. In spateren in vivo Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
eine natriuretische Wirkung des Dopamins nur bei vorheriger Natriumretention
zu beobachten war und nicht bei einem normalen Natriumhaushalt [Aperia et.
al., 1994]. Des weiteren konnte durch Studien an Ratten [Muhlbauer et. al.,
1993] und am Menschen [Barendregt et. al., 1993] nicht bestatigt werden, dass
die Salzaufnahme in der Nahrung einen Einfluss auf die Dopaminausscheidung
im Urin hat. Endogenes Dopamin konnte nach Aussage von Nowicki et. al.,

[1993] auch Mediator der forcierten Diurese durch Furosemid sein.

1.2.2 Dopaminrezeptoren

Dopamin entfaltet seine Wirkung durch Bindung an membranstandige
Rezeptoren. Die Besonderheit dieser Substanz ist, dass sie an
Dopaminrezeptoren und in hoherer Konzentration auch an a- und [-
Adrenorezeptoren bindet [Goldberg, 1972; Goldberg et. al.,, 1983]. In den
vergangenen Jahren konnten verschiedene Typen des Dopaminrezeptors im

ZNS und der Peripherie charakterisiert werden. Sie werden in zwei Subfamilien
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unterteilt, die D;-Familie und die D,-Familie [Amenta, 1990; Lokhandwala und
Amenta 1991; Seeman et. al., 1994]. Die Unterscheidung in die beiden
Subfamilien liegt unter anderem in ihrer unterschiedlichen Koppelung an
intrazellulare Effektorsysteme begrindet. Wéahrend die Rezeptoren der D;-
Familie stimulierend auf die Adenylatcyclase und Phospholipase C wirken
[Gingrich and Caron 1993], vermitteln die Rezeptoren der D,-Familie ihre
Wirkung durch Hemmung der Adenylatcyclase, Interaktion mit Calcium- und
Kaliumkanalen und den Phosphatidylinositol Metabolismus [Sibley and Monsma
1992; Gingrich and Caron 1993; Robinson and Caron 1997]. Mit Hilfe von
molekularbiologischen Methoden wurden die Rezeptoren in der Niere genauer
charakterisiert. Dabei wurden Di;- und Ds-Rezeptoren als Vertreter der Ds-
Rezeptorfamilie gefunden, sowie D,-, D3- und D4-Rezeptoren als Vertreter der
D,-Rezeptorfamilie [Gao et. al., 1994; Matsumoto et. al., 1995; O’Connell et. al.,
1995; Barili et. al., 1997].

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich unter anderem mit dem 1990 aus dem
Rattengehirn klonierten und charakterisierten Dopamin D3-Rezeptor [Sokoloff
et. al., 1990]. Sokoloff et. al. [1990] beobachteten eine Homologie von 75% der
transmembranaren Anteile des D,- und Ds-Rezeptors. Dartber hinaus fanden
sie, dass der D3-Rezeptor, wie der D,-Rezeptor, als postsynaptischer Rezeptor
sowie moglicherweise als Autorezeptor seine Wirkung vermittelt. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass Dopamin eine 20-fach hohere Affinitat fir den Ds-
Rezeptor als fiur den D,-Rezeptor besitzt [Sokoloff et. al.,, 1992]. Die
anatomische Lokalisation des Ds-Rezeptors in der Niere wurde mit Hilfe der
Immunohistochemie und Immunocytochemie ermittelt. Ds-Rezeptoren fanden
sich im renalen Cortex, der apikalen Seite von proximalem und distalem
Tubulus, im Sammelrohr, den Glomeruli, den Podocyten und den glatten
Muskelzellen der Arteriolen [O’Connell et. al., 1998]. In funktionellen
Untersuchungen unter Verwendung des Ds-Rezeptor Agonisten R(+)-7-
hydroxy-dipropylaminotetralin (7-OH-DPAT) [Levesque, 1996] konnte an Ratten
eine dosisabhangige GFR-Steigerung mit einhergehender Diurese Natriurese
beoobachtet werden [Muhlbauer et. al., 2000]. Der renale Blutfluss (RBF) fiel
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hingegen unter 7-OH-DPAT Gabe ab [Luippold et. al., 1998]. Durch
Mikropunktionsexperimente wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine 7-OH-
DPAT Infusion eine postglomeruldre Vasokonstriktion hervorruft, die fur den
RBF Abfall verantwortlich sein konnte. Diese Effekte konnten durch den
selektiven Ds-Rezeptor Antagonist 5,6-dimethoxy-2-(di-n-propylamino)-indane
(U-99194A) [Waters et. al., 1993] gehemmt werden, nicht jedoch durch den D,-
Rezeptor Antagonisten S(-)-Sulpirid. Des weiteren wurden die 7-OH-DPAT
bedingten renalen Veranderungen durch eine chronische renale Denervierung
zum Grof3teil verhindert, was daftr spricht, dass die renale Innervierung eine
Bedingung fur die Vermittlung der Ds-Rezeptorwirkung ist [Luippold et. al.,
1999]. Zusammengefasst legen diese Studien nahe, dass der Dj3;-Rezeptor

regulierend auf die glomerulére und tubulédre Funktion der Niere einwirkt.



1.2.3 Altersabhéangige renale Veranderungen

1.2.3.1 Physiologische Basalparameter der Maus

Die Maus gewinnt als Labortier zunehmend an Bedeutung, nachdem sie Uber
die letzten drei Jahrzehnte zugunsten von Ratten verlassen worden war, die
sich als weniger anfallig auf exogene Faktoren zeigten. Grund fur diese
Entwicklung sind die neuen Techniken zur Erzeugung von transgenen und
knock-out Tieren aus embryonalen Stammzellen, die bisher nur bei der Maus
als etablierte Methoden verfigbar sind. Diese Tiere bieten unter anderem ein
neues Medium zur Erforschung des kardiovaskularen Systems und der

Nierenphysiologie.

Bei der Verwendung der Maus als Versuchstier sollte immer in Betracht
gezogen werden, dass grof3e Unterschiede in der renalen Basalfunktion
zwischen den einzelnen Mausestammen vorliegen kénnen. Das Nierengewicht,
der Nierenindex (Verhaltnis Nierengewicht zu Korpergewicht) und der mittlere
arterielle Blutdruck (MAP) differierten zwischen verschiedenen Mausestammen
[Schlager, 1966; Schlager, 1968; Hackbarth und Harrison 1982b]. Eine weitere
Studie untersuchte die renale Funktion bei 24 unterschiedlichen
Méausestdammen und fand keinen Unterschied fur die Natrium-, die
Kaliumausscheidung, die Osmolalitdt und das Urinvolumen zwischen den
weiblichen und mannlichen Mausen eines Stammes. Eine 6-10-fache Differenz
der erhobenen Parameter wurde jedoch zwischen den unterschiedlichen
Mausestammen sichtbar [Hackbarth 1982a]. Es wird vermutet, dass diese
Unterschiede in den Nahrungsgewohnheiten aber auch in der Struktur und
Funktion der Niere begrindet liegen. Auf Grund dieser Beobachtung sollten
Untersuchungen mit genmanipulierten Mausen (z.B. knock-out Mause) an
verschiedenen Mausestammen durchgefiihrt werden um die Funktion des
ausgeschalteten Gens eindeutig charakterisieren zu kénnen [Meneton et. al.,
2000].
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Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Verwendung von Mausen als
Versuchstiere stellt der zirkadiane Wach-Schlaf-Rhythmus dar. Mause sind wie
Ratten nachtaktive Tiere. Es wurde beobachtet, dass sie nachts eine im
Vergleich zum Tag bis um das 40-fache gesteigerte Menge an Urinelektrolyten

ausscheiden [Cambar et. al., 1981].

Fur die physiologischen Basalwerte der Maus in wachem und narkotisiertem
Zustand findet sich eine gute Zusammenfassung der bisher veréffentlichten
Daten in einer Ubersicht von Meneton et. al. [2000]. Fur
Stoffwechselkéfigversuche zeigte sich eine Trinkmenge von 0,83-1,08 ml/(h’
100gKG) und eine Urinausscheidung von 0,14-0,56 ml/(h*100gKG). Die
Elektrolytausscheidung im Urin  wurde fir Natrium mit 20,8-79,2
pmol/(h*100gKG), fur Kalium mit 25-104,2 pmol/(h*100gKG) und fir Chlorid mit
12,5-62,5 pmol/(h*100gKG) angegeben. Bei narkotisierten Mausen im
Clearanceversuch wurden fur die Elektrolytkonzentrationen im Plasma folgende
Daten ermittelt: FOr die Natriumkonzentration 142-164 mmol/l, fir die
Kaliumkonzentration 3,0-8,3 mmol/l und fur die Chloridkonzentration 109-124
mmol/l. Die beobachtete GFR betrug 0,36-1,7 ml/(min*gNiere) und der RBF 4-8

ml/(min*gNiere).

1.2.3.2 Renale funktionelle Reserve

Die renale funktionelle Reserve stellt die Differenz zwischen der basalen GFR
und der maximalen GFR nach Stimulation z. B. Aminoséurebeladung dar. Die
Niere besitzt eine Reservekapazitat, die in Stresssituationen oder bei
Nierenerkrankungen zum Tragen kommt. Die Untersuchung der renalen
funktionellen Reserve mittels Aminosaureinfusion stellt eine der Methoden dar,
mit der altersabhangige Verdnderungen der Niere untersucht werden kdnnen.
Zu den vermutlichen Mechanismen siehe 1.2.4.1.
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Der Alterungsprozess bringt eine Reihe von funktionellen und strukturellen
Veranderungen im Organismus mit sich. Neben dem kardiovaskularen und
respiratorischen System finden sich solche Vorgange auch in der Niere [Epstein
1996]. Auf anatomischer Ebene werden im Zuge des Alterungsvorganges eine
Reihe von Veradnderungen beobachtet; so tritt eine Abnahme an
Gesamtnierengewebe ein, die hauptsachlich den renalen Rindenbereich und
weniger das Nierenmark betrifft [Tauchi et. al., 1971]. Die Anzahl
funktionierender Glomeruli scheint abzunehmen, wéahrend bei den
verbleibenden eine Hypertrophie beobachtet werden kann [McLachlan 1978;
Goyal 1982]. An den afferenten und efferenten Arteriolen des Cortex kann
zusatzlich eine Atrophie festgestellt werden, die teilweise in eine globale
Sklerose der Niere mundet [Takazakura et. al., 1972]. Bei Mausen lasst sich mit
zunehmendem Lebensalter eine VergroRerung der gesamten Niere
beobachteten, die vermutlich die verminderte Filtrationsleistung kompensieren
soll [Verar und Hugin 1957; Hackbarth und Harrison 1982b].

Altersbedingte funktionelle Veranderungen betreffen die renale Hamodynamik
und die tubuldre Funktion der Niere. Hamodynamisch wurde ein Abfall des
renalen Blutflusses [Fliser et. al., 1993] und der glomerulédren Filtrationsrate
[Lewis und Alving 1938] mit zunehmend Lebensalter beschrieben.
Entsprechend dieser Befunde scheint auch die renale funktionelle Reserve,
welche mittels einer Aminosaureinfusion gepruft wird, in hdherem Alter reduziert
zu sein [Baylis et. al., 1990; Fliser et. al., 1993]. Baylis et. al. [1990] konnten an
Ratten die Korrelation zwischen der Anzahl noch funktionierender Glomeruli,
die mit hoherem Alter abnimmt, und der Filtrationssteigerung auf eine
Glycininfusion zeigen. Sie beobachteten bei senilen Ratten (22-24 Monate alt)
neben einer Reduktion der basalen GFR keinen Anstieg auf die Glycininfusion
mehr, wie sie bei jingeren Tieren vorhanden war. Im Gegensatz dazu zeigten
Studien bei alteren Menschen (61-82 Jahre), dass von einer signifikant
niedrigeren basalen GFR noch eine Steigerung nach Infusion einer
Aminosaurelésung méglich war, wenn auch nicht so aus gepragt wie bei jungen
Probanden [Fliser et. al., 1993]. Was die tubuldre Funktion betrifft, konnte
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gezeigt werden, dass mit zunehmendem Lebensalter die Ruckresorption von
Natrium in der Niere reduziert ist [Hollenberg 1976]. Ursachlich fur diese
Beobachtung kénnte die zunehmende Belastung der einzelnen Nephren durch
ihre reduzierte Gesamtanzahl sein. Des weiteren zeigten Studien eine
verzogerte Antwort des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im Alter, was
ebenfalls zu Natriumverlusten fihren kdnnte [Weidmann et. al., 1975; Crane et.
al.,1976]. Bisher sind diese Fragen jedoch noch nicht hinreichend geklart.
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1.2.4 Renale Ds-Rezeptor Funktion

1.2.4.1 Hyperfiltration nach Aminoséaureinfusion

Der physiologische Sinn einer Hyperfiltration nach Aminoséureninfusion und die
beteiligten Mechanismen sind bisher unzureichend verstanden. Es gibt Studien,
die darauf hindeuten, dass humorale Mediatoren eine Rolle spielen kdnnten.
Wahrend endogenes Adenosin fur die durch Glycin herbeigefihrte
Hyperfiltration eine entscheidende Funktion haben soll [Wang und Brooks,
1992], wird das Renin-Angiotensin-System als weniger bedeutend fir die
hamodynamische Antwort auf Aminoséurebeladung angesehen [Woods,
1993b]. Glucagon als Mediator der GFR Steigerung nach Proteinzufuhr
[Premen et. al.,, 1985] wurde nicht allgemein akzeptiert [Woods, 1993a;
Castellino et.al.,1988]. Des weiteren wird diskutiert, ob Prostaglandine
[Vanrenterghen et. al., 1988] oder vom Endothel gebildetes Stickstoffmonoxid
[Murakami et. al., 1991; Tolins und Raij, 1991] eine Rolle bei der GFR-Antwort
spielen kénnten. Zusatzlich zu all diesen Faktoren kénnte der tubologlomerulare
Feedback (TGF) eine regulatorische Bedeutung bei der amionsaurebedingten
Hyperfiltration haben [Brown und Navar, 1990; Kallskog und Marsh, 1990].

In einer von der Arbeitsgruppe Woods et. al. [1993a] veroffentlichten Ubersicht
(siehe Abb.1) wurden einige der oben aufgefiihrten Faktoren in eine
Gesamttheorie integriert. Bei der Aminosaureinfusion soll es zu einer
vermehrten Ruckresorption mit Kotransport von Aminoséauren und Natrium im
proximalen Tubulus kommen, was dann von der Macula densa als Abfall der
Natrium- und Chloridkonzentration registriert wird. Darauffolgend sollen
Mediatoren freigesetzt werden, die zu einer Dilatation des Vas afferens und
somit sekundar zu einem Anstieg der GFR und des RBF fuhren. Aus dieser
Hypothese folgt, dass die Natriumausscheidung im Urin wahrend einer
Aminosaureinfusion kompensatorisch abfallen musste, um den oben

beschriebene Kotransport zu bewerkstelligen. Diese Beobachtung konnte durch
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einige Autoren [Muhlbauer et. al., 1994; Ruilope et. al., 1987], nicht bestatigt
werden. Die Tatsache, dass keine Veranderungen bzw. eher eine Zunahme der
Natriumausscheidung unter Aminosaureinfusion beobachtet wurde, kdnnte
durch regulatorische Mechanismen bedingt sein, die erst distal der Macula
densa in den nachfolgenden Tubulusabschnitten wirksam werden. Da diesen
Nephronabschnitten bisher nur eine sehr geringe regulatorische Kapazitat

zugesprochen wurde, scheint dies jedoch eher unwahrscheinlich.

Aufnahme vion Aminosauren
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Abbildung 1: Mechanismen der Aminoséure-bedingten Hyperfiltration
(Modifiziert nach King und Levey, J Am Soc Nephrol, 1993)

Neben den diskutierten Faktoren kdnnte auch Dopamin an der Vermittlung der
Hyperfiltration durch Aminosaureinfusion beteiligt sein. Bisher durchgefihrte
Studien zeigten, dass eine Dopamininfusion bei Probanden vergleichbare
Veranderungen der renalen Hamodynamik  hervorruft wie eine
Aminosaurebeladung [ter Wee et. al., 1986]. Bei der genaueren Untersuchung
des D,-Rezeptors an Ratten konnte beobachtet werden, dass der D,-Rezeptor

Agonist Quinpirol [Brodde, 1989] eine vergleichbare GFR Steigerung hervorruft
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wie eine Aminosaureinfusion. [Luippold und Muhlbauer 1998]. Die Aminoséaure-
wie Quinpirol-bedingte Hyperfiltration konnte durch Gabe von Sulpirid, einem
peripher und zentral wirkenden D»,-Rezeptor Antagonist, aufgehoben werden
[Mendez et. al., 1991; Muhlbauer et. al., 1994]. Durch die Verabreichung des
selektiv in der Peripherie wirkenden D,-Rezeptor Antagonisten Domperidon
wurde die GFR-Steigerung nur leicht abgeschwécht, aber nicht vollstdndig
aufgehoben [Luippold und Mduhlbauer 1998]. Die Aufhebung der
aminosaurebedingten GFR Zunahme durch Sulpirid und die nur teilweise
beobachtbare Reduktion durch Domperidon zeigte sich bereits in einer
Probandenstudie [Luippold et. al., 2001]. Da Quinpirol ebenfalls eine Affinitat
zum D3-Rezeptor aufweist [Seeman et. al., 1991] und Untersuchungen mit dem
selektiven D3-Rezeptor Agonist 7-OH-DPAT eine GFR-Steigerung, Diurese und
Natriurese, vergleichbar mit der Reaktion auf eine Aminosaureinfusion zeigten
[Mihlbauer et. al., 2000], wéare es denkbar, dass der Ds;-Rezeptor bei der
aminosaurebedingten Hyperfiltration eine Rolle spielt. Diese Fragestellung

wurde in der vorliegenden Arbeit an D3 knock-out Mausen naher untersucht.

1.2.4.2 Antwort der Niere auf NaCl-Beladung

Natrium ist das wichtigste Kation des extrazellularen Raumes. Der grofite Tell
des Natriums wird durch die Nahrung aufgenommen und im lleum resorbiert.
Die Ausscheidung von Natrium erfolgt zu (ber 95% durch die Niere
[Jockenhdvel, 1997]. Es existieren eine Reihe von regulatorisch eingreifenden

Botenstoffen, wobei Dopamin einen solchen darstellen kdnnte.

Die natriuretische Wirkung von Dopamin ist schon lange bekannt. Lee [1982]
postulierte, Dopamin als intrarenales natriuretische Hormon zu betrachten. Der
Hauptbildungsort von Dopamin in der Niere befindet sich in proximalen
Tubuluszellen [Baines und Chan 1980], wobei auch Zellen des distalen Tubulus
an der renalen Dopaminproduktion beteiligt sein konnten [Goldstein et. al.,

1972]. Der gréf3te Anteil an im Urin ausgeschiedenem Dopamin stammt aus der
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Niere selbst [Baines and Drangova 1986; Bell et. al., 1988]. Die Hemmung der
Flissigkeits- und  Elektrolytriickresorption im  Tubulussystem scheint
hauptsachlich Gber Rezeptoren der D;-Rezeptorfamilie vermittelt zu sein [Felder
et. al., 1989]. Mdgliche Mechanismen der Natriurese sind die Hemmung des
Na’-H'-Antiports an der luminalen Seite [Felder et. al., 1989b], sowie die
Inhibierung der Na'-K'-ATPase an der basolateralen Seite des proximalen
Tubulus [Aperia et. al., 1987]. An Ratten wurde beobachtet, dass neben einer
D;-Rezeptor Aktivierung auch die Stimulation der D,-Rezeptorfamilie zur
Hemmung der Na'-K'-ATPase nétig ist [Aperia, 1994]. Bei
Volumenexpansionsversuchen wurde beobachtet, dass das dopaminerge
System flr die Natriurese und Diurese bei moderater Volumenexpansion (2%
des KG/h) verantwortlich ist, wahrend bei starker Volumengabe (10% des KG/h)
andere physiologische Faktoren fur die Ausscheidung ins Gewicht fallen. Da
Dopamin durch eine sekundare Einflussnahme in viele den Wasser- und
Salzhaushalt regulierende Systeme eingreift, konnten diese weiteren Faktoren
auch durch Dopamin moduliert werden [Hansell und Fasching 1990]. Es wurde
gezeigt, dass Dopamin die durch Angiotensin Il vermittelte Aldosteronsynthese
[Whitfield et. al., 1989] und die Ausschittung des antidiuretischen Hormons aus
der Hypophyse hemmt [Pittman et. al., 1983]. Dartber hinaus wird vermutet,
dass ein intaktes Dopaminsystem fir die natriuretische Wirkung des
atrionatriuretischen Faktors (ANF) notig ist [Hansell et. al., 1987]. Insgesamt
scheint Dopamin auf natriuretische und Natrium-retinierende Mechanismen
Einfluss zu nehmen und somit einen entscheidender Faktor fur die Balance des

Elektrolyt- und Flissigkeitshaushalts darzustellen [Kuchel und Kuchel 1991].

1.2.4.3 Hypertonus

Dopamin greift Uber seine unterschiedlichen Rezeptoren regulatorisch in das
kardiovaskulare System ein. Es vermittelt seine Wirkung im zentralen
Nervensystem, an glatten Muskelzellen der Gefal3e, am Herz und in der Niere

[Jose et. al.,, 1992]. Im zentralen Nervensystem scheint vor allem die D,-



15

Rezeptorfamilie (D,, Ds, und D,) bei Ratten eine Rolle fuar die
Blutdruckregulation zu spielen [Lin und Yang 1994]. Rezeptoren der D;- und der
D,-Familie wurden in Widerstandsgefal3en im renalen, mesenterialen,
koronaren, pulmonalen und zerebralen Stromgebiet gefunden, in dem sie

primar eine Vasodilatation bewirken [Jose et. al., 1999].

Dopamin kénnte den Blutdruck indirekt durch die Regulation von sekundéren
Botenstoffen wie Renin-Angiotensin, ADH (antidiuretisches Hormon), ANF
(atrialer natriuretischer Faktor) und Aldosteron beeinflussen (siehe 1.2.4.2).
Diese Faktoren sind an der Langzeitregulierung der Gesamtkorperflissigkeit
beteiligt [Guyton, 1980]. Die ADH-Ausschiuttung wird bei Ratten durch
Rezeptoren der D,-Rezeptorfamilie stimuliert und durch Rezeptoren der D;-
Familie inhibiert [Nagahama et. al., 1986; Racke et. al., 1986]. Uber Rezeptoren
der D,-Rezeptorfamilie (vermutlich den Ds-Rezeptor) wird die Sekretion von
Aldosteron aus der Nebenniere inhibiert, sowohl durch direkte Wirkung an den
Zellen der Zona glomerulosa als auch indirekt Uber das ZNS. Welcher
Mechanismus vorliegt, scheint speziesabhangig zu sein [Carey und Sen 1986].
Welche Rolle die Rezeptoren der D;-Rezeptorfamilie bei der Regulation der
Aldosteronausschuttung haben, ist noch nicht vollstandig geklart [Aherne et. al.,
1997]. Die Reninauschittung scheint in gleicher Weise an Dj;- und D»-
Rezeptoreffekte gekoppelt zu sein wie die Aldosteronsekretion. Die Stimulation
der Rezeptoren der D;-Rezeptorfamilie (D; Ds) steigert die Reninfreisetztung,
vermutlich mitbedingt durch natriuretische und hypotone Effekte [Yamaguchi et.
al., 1997], wahrend die Stimulation der Rezeptoren der D,-Rezeptorfamilie (D,
D3, D4) hemmend auf die Reninausschittung wirken [Sanada et. al., 1997; Jose
et. al., 1997]. Die Rezeptorfunktionen sind bei der Reninausschittung abhangig
vom Zustand des Natriumhaushaltes [Williams et. al., 1985; Bertorello et. al.,
1988].

Im Hinblick auf die Hypertonieentstehung wurde die Funktion des D;- und des
Ds-Rezeptors mit Hilfe von knock-out Mausen untersucht. Albrecht et. al.,

[1996] verwendeten D;-Rezeptor knock-out Mause und konnten einen erhdéhten
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diastolischen und systolischen Blutdruck beobachten, wobei die fur das D; Gen
homozygot negativen Mause die héchsten Werte aufwiesen, gefolgt von den
heterozygoten Mausen und den normotensiven Wildtyptieren.
Radioligandenstudien zeigten, dass der D;-Rezeptor in der Niere die grof3te
Dichte im proximalen Tubulus aufweist [Burgess et. al., 1993]. Jose et. al.
[1992] postulierte, dass dieser Rezeptor in enger Verbindung mit der durch
Dopamin beobachteten Natriurese stehe. Der zugrundeliegende Mechanismus
fur die Hypertonieentstehung und den mdglichen Zusammenhang mit der
Natriumausscheidung sind noch nicht vollstandig geklart. Mdoglicherweise
besteht eine ahnliche Ursache fir die bei den D;-Rezeptor knock-out Mausen
beobachtete Hypertonie wie bei spontan hypertensiven Ratten im Modell des
Hypertonus bei Ratten [Albrecht et. al., 1996].

Bei D3 knock-out Mausen (Ds(-/-)) wurde ebenfalls eine Hypertonie beobachtet
[Asico et. al., 1998]. Die fiur das D3-Rezeptorgen homozygot negativen und die
heterozygoten Mause wiesen die in gleichem Mal3e erhdhten diastolischen und
systolischen Blutdruckwerte gegeniber den normotensiven Wildtypmausen auf.
Da der Ds-Rezeptor in juxtaglomeruldren Zellen nachweisbar ist und die
Stimulation der Dj-Rezeptorfamilie eine Reduktion der Reninsekretion
hervorruft [Sanada et. al., 1997], wurde die renale Reninaktivitat bei den
Versuchstieren bestimmt. Es zeigte sich, dass die D3(-/-) Mause die hochste
Reninaktivitdt aufwiesen, gefolgt von den heterozygoten Mausen und den
Wildtypmausen mit der niedrigsten Aktivitéat. In Folge einer akuten NaCl-
Beladung lieR sich sofort nach der Beladung eine gesteigerte Na'-
Ausscheidung bei den Dj3(-/-) und heterozygoten Mausen beobachten. Nach
einer Stunde schieden die Ds(-/-) Mause jedoch eine Na*-Menge aus, die unter
ihrem ermittelten Basalwert lag, wéhrend die heterozygoten Méause eine noch
anhaltend erhohte Na'-Ausscheidungen aufwiesen. Wie Dbereits im
Hypertoniemodell mit D; knock-out Mausen erlautert, scheint die D;-
Rezeptorfamilie besonders wichtig fiir die Inhibierung des Na*-Riicktransportes
im Tubulussystem zu sein. Es gibt jedoch zunehmend Anhalte aus Versuchen

an Ratten, dass ein Synergismus der D;- und D,-Rezeptorfamilie fur die volle
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Funktion verantwortlich sein kénnte [Bertorello et. al., 1990]. Eine Untersuchung
der drei Versuchsgruppen (Ds(+/+), D3(+/-), D3(-/-)) mit einem Angiotensin-II-
Rezeptor-Antagonisten [Asico et. al. 1998] zeigte den gleichen Blutdruckabfall
in allen Gruppen, jedoch erholten sich die Wildtyptiere am schnellsten und die
heterozygoten und Ds(-/-) Mause erreichten erst mit einer zeitlichen
Verzdgerung ihre Blutdruckausgangswerte. Die beobachtete Hypertonie bei den
Ds(-/-) Méausen wird hauptsachlich auf die hohe Reninaktivitat zuriickgefuhrt.
DarlUber hinaus kdnnte die verminderte Fahigkeit der D3(-/-) Mause eine akute

NaCl-Beladung auszuscheiden, die Entwicklung einer Hypertonie begunstigen.

1.3 Eigene Fragestellung

Als zentrale Fragestellung wurde die Ds-Rezeptorfunktion mit Hilfe von D3
knock-out Mausen untersucht. Die glomerulare Reserve wurde mit Hilfe der
Infusion einer 10%-igen Aminosaureldsung im Clearanceversuch an
narkotisierten Mausen bestimmt. Die Experimente sollten zeigen, in wieweit die
Ds-knock-out Mause die physiologischer Weise bei Wildtyptieren auftretende
Hyperfiltration besitzen. Zur Beurteilung der tubularen Aufgaben des Ds-
Rezeptors wurde eine akute Salzbeladung an wachen Tieren im
Stoffwechselkafig durchgefuhrt. Der Grund dieser Untersuchungen war die
Frage, ob die D3 (-/-) Mause gegenuber den Wildtypmé&usen eine defiziente
Natriumausscheidung besitzen. In der Vorbereitung dieser Experimente wurde
die Altersabhangigkeit der Nierenfunktion bei Mausen (CD-1-Mause)

untersucht.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur die Versuche wurden maéannliche Tiere der folgenden Mausstamme
verwendet:

- CD-1 (Fa. Charles River, Sulzfeld)

- C57/BI6 (Fa. Charles River, Sulzfeld)

- Ds(-/-) (Knoll AG, Ludwigshafen)
Die verwendeten Versuchstiere wurden mit unterschiedlichem Alter und
Gewicht geliefert. Die jungen CD-1-Mause und die C57/BI6 Mause wurden im
Alter von 1-2 Monaten und einem Koérpergewicht von 20-30 g geliefert. Eine
Gruppe der jungen CD-1-Mause wurde im institutseigenen Tierstall bis zum
Alter von ca. 20 Wochen und einem Gewicht von 35-40 g gehalten, um als
Gruppe der alten CD-1-Méause zu dienen. Die verwendeten Dj3(-/-) Mause
wurden im Alter von 10 Wochen und einem Gewicht von 25-30 g geliefert. Vor
den Versuchen wurden die Tiere tber wenigstens 4 Tage in Macrodex"-
Standardkafigen im institutseigenen Tierstall gehalten, um sich vom Transport
zu erholen. Wahrend dieser Zeit wurde der Tag/Nachtrhythmus durch 12-
stindige Hell/Dunkelzyklen simuliert, wobei die néachtliche Phase zwischen
18.30 — 6.30 Uhr lag. In den Tierstallen wurde die Raumtemperatur bei 21°C
und die Luftfeuchtigkeit bei 57% konstant gehalten. Die Mause hatten bis
Versuchsbeginn freien Zugang zu Leitungswasser und Standardnahrung
(Altromin C 1320", Altromin, Lage).

2.2 Erzeugung von Ds(-/-) Tieren

Die molekularbiologischen Arbeiten, sowie die Aufzucht der hier verwendeten
Ds(-/-) Mause wurden von der Knoll AG Ludwigshafen durchgefiihrt [Hoger T

und Lemaire HG, Knoll AG, Ludwigshafen, persénliche Mitteilung].
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Die Erzeugung von Mutanten mit einer zielgerichteten genetischen
Veranderung in einem bestimmten Genlocus (Ds-Rezeptor-Gen) basiert auf
deren Einfihrung durch homologe Rekombination in embryonale Stammzellen
(ES-Zellen) im Sinne eines ,gene-targeting”. Diese Methode beruht auf zwei
grundlegenden technischen Voraussetzungen. Die erste Voraussetzung war die
Kultivierung embryonaler Stammzellen (ES) und deren Etablierung als stabile
Zelllinie. ES-Zellen stammen urspringlich aus der inneren Zellmasse von 3,5
Tage alten Mausembryonen (,Blastozysten®), sind vollstandig undifferenziert
und koénnen daher den Aufbau aller Gewebe eines sich entwickelnden
Organismus vermitteln (,Omnipotenz®), auch nachdem sie in Kultur gehalten
wurden. Die zweite technische Voraussetzung fur die Generierung von knock-
out und knock-in Mausen ist die Mdglichkeit der homologen Rekombination der

genomischen Sequenzen mit exogener DNA unter geeigneten Bedingungen.

Der erste Schritt bei dieser Technik ist die Elektrotransfektion (Elektroporation)
exogener DNA in ES-Zellen. Die exogene DNA enthélt die beabsichtigte
Mutation und jeweils benachbarte homologe (genomische) Sequenzen zum
relevanten Genlocus (targeting Vektor). Durch den Prozess der homologen
Rekombination wird die mutierte exogene Sequenz an der beabsichtigten Stelle
im Genlocus gegen die genomische Sequenz ausgetauscht. Die Fahigkeit der
homologen Rekombination ist hierbei eine naturliche Eigenschaft auch von ES-
Zellen, die durch Enzyme des DNA-Reperatursystems vermittelt wird.
Typischerweise wird zur Generierung einer knock-out Maus ein wichtiger
Bestandteil des endogenen Gens, Ds-Rezeptorgen, durch ein Antibiotika-
Resistenzgen ersetzt. Dadurch geht die Funktion des endogenen Gens verloren
und die Zelle gewinnt die Antibiotikaresistenz. Kommt es zu einer
unspezifischen, nicht-homologen Integration der exogenen DNA, so wird auch
der aufRerhalb der Homologiearme liegende negative Selektionsmarker des
Konstrukts mitlbertragen (tk siehe Abb. 2), so dass diese unerwiinschten Klone
grundsatzlich von denen mit einem homologen Rekombinationsereignis
unterschieden werden konnen. Hiermit gelingt es also, die relativ seltenen

homologen Integrationsereignisse aus der Masse der ungerichteten
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Integrationen  herauszuselektieren. Als positive Selektionsmarkergene
verwendet man solche, deren Anwesenheit unter bestimmten
Kulturbedingungen essentiell fur das Uberleben der Zelle ist. Bei den D3 knock-
out Mausen ist dies das neo Gen, das fur ein Enzym kodiert, welches das
Uberleben der Zellen in Anwesenheit eines Antibiotikums der Neomycin-Klasse
ermdglicht. Fur die Erzeugung von knock-out Mausen wird meist das Zielgen
(Ds-Rezeptorgen) durch ein Selektionsmarkergen (neo Gen) ersetzt

(replacement type Vektor siehe Abb. 2).

Nach der Transfektion der DNA in die ES-Zellen und antibotische Selektion
werden die Klone der Giberlebenden Zellen mit molekularbiologischen Methoden
(PCR, Southern Plot-Analyse) auf die Anwesenheit der Mutation am
gewinschten Genort hin untersucht. Hat man einen homolog rekombinierten
ES-Zellklon identifiziert, werden diese Zellen in Kultur vermehrt und in
Embryonen mittels Mikroinjektion zuriickverpflanzt. Hierbei wahlt man das
Stadium der Blastozyste, aus dem die ES-Zellen urspringlich prapariert
wurden. 18 bis 25 ES-Zellen werden mit Hilfe feiner Glaskapillaren unter hohem
technischem Aufwand in den Hohlraum einer Blastocyste mikroinjiziert (siehe
Abb. 3). Nach der Injektion kollabiert die Blastozyste und die injizierten ES-
Zellen bilden mit den Zellen der inneren Zellmasse eine gemeinsame Struktur.
Nach kurzer Inkubationszeit werden die Embryonen in den Uterus
scheinschwangerer Empfangertiere (C57/BI6 Mause) ubertragen. Mit Hilfe von
molekularbiologischen Methoden (PCR) werden die Chiméren identifiziert, die
die gewlnschte Mutation tragen und darauffolgend die Heterozygoten
Gentrager miteinander verpaart um homozygote Mutanten zu erhalten [Kulozik
et. al., 2000]. (siehe Abb. 3)
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Abbildung 2: Homologe Rekombination. Gezielte Geninaktivierung durch eine
Jeplacement” Strategie. Der Promotor und das erste Exon im genomischen
Locus werden nach homologer Rekombination durch das positive
Sekektionsmarkergen (neo) des targeting-Vektors ersetzt. Durchgehende Linien
resprasentieren homologe Sequenzen im Vektor, Wildtypallel und
rekombiniertem Allel. Exons sind als offene Rechtecke dargestellt und
numeriert, die Selektionsmarkergene als flache Rechtecke mit einer Abkirzung
fur das betreffende Gen (Neo = Neomycinresistenz; tk = Thymidinkinase,
negatives Selektionsgen). Die Bruchstellen fir die homologe Rekombination
sind als schwarze Kreuze dargestellt, dinne gestrichelte Linien zwischen
Vektoren und Wildtypallel (genomischer Locus) reprasentieren die
Insertionsstellen des Selektionsmarkergens und anderer heterologer
Sequenzen.

(Modifiziert nach Kulozik et. al., Molekulare Medizin, Walter de Gruyter Verlag,
Berlin, 2000)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs zur
Erzeugung von knock-out Mausen durch Mikroinjektion von gezielt veranderten
ES-Zellen in Blastocysten. Die DNA (graue Symbole) wird durch Transfektion in
den Kern von ES-Zellen eingefiihrt. Zellklone, die das Selektionsmarkergen neo
tragen und in der anschlieBenden molekularbiologischen Analyse das
gewulnschte Rekombinationsmuster zeigen, werden in Zellkultur vermehrt und
in Blastocysten injiziert. Die injizierten Blastozysten werden in den Uterus
scheinschwangerer Empfangertiere Ubertragen und chimre Mause, deren
Gewebe sich aus Zellen der Blastozyste und der veranderten ES-Zellen
zusammensetzt, werden geboren. Durch Kreuzung der chiméaren Mause erhalt
man die knock-out Mause und die dazugehérige Wildtypkontrolle, welche
homozygoter Trager des entsprechenden Gens ist.

(Modifiziert nach Kulozik et. al., Molekulare Medizin, Walter de Gruyter Verlag,
Berlin, 2000)
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2.3 Versuchsgruppen und Experimenteller Ablauf

2.3.1 Stoffwechselkéafigversuche an wachen Mausen

2.3.1.1 Versuchsgruppen der Stoffwechselkafigversuche

Fur die Stoffwechselkéafigversuche wurden folgende Versuchsgruppen gebildet:
CD-1-Mause (ALT) (basal 8h SWK)
CD-1-Mause (JNG) (basal 8h SWK)

C57/BI6 Mause (basal 8h SWK) D3 (-/-) Mause (basal 8h SWK)
C57/BI6 Mause (1% NaCl 4h SWK) D3 (-/-) Mause (1% NaCl 4h SWK)
C57/BI6 Mause (4% NaCl 4h SWK) D3 (-/-) Mause (4% NaCl 4h SWK)

2.3.1.2 Stoffwechselkafige

Fir die Stoffwechselkéfigversuche wurden Kéfige (Techniplast”, Fa. Ehret,
Freiburg i. Br.) verwendet, die eine getrennte Sammlung von Urin und Faeces
ermdglichen. Wahrend des Versuches hatten die Méause freien Zugang zum
Trinkwasser, wurden jedoch nichtern gehalten. Im oberen Teil des Kéfigs
konnten sich die Tiere frei auf einem Gitternetzrost bewegen, durch den die
Exkremente auf ein darunterliegendes Gitter durchfielen. Im unteren Teil des
Kafigs sorgte ein konusformig zulaufender Trichter daftir, dass der Urin in
einem Sammelgefass aufgefangen werden konnte. Dem Urinsammelgefass
wurden vor Versuchsbeginn 1 ml wassergesattigtes Paraffindl (Paraffin,
dunnflissig, Merck, Darmstadt) zugesetzt, um die Verdunstung des Urins aus
dem Sammelgefdss so gering wie moglich zu halten. Die Phasengrenze

zwischen Urin und Paraffinol war deutlich erkennbar.
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2.3.1.3 Versuchsaufbau bei Stoffwechselkafigexperimenten

Beim Standardversuch wurden die Tiere fur 8 Stunden, von 7.30 bis 15.30 Uhr
in die Stoffwechselkéafige gesetzt, mit freiem Zugang zum Trinkwasser. Fir die
Versuchsvariante mit Kochsalzbeladung wurden die Tiere um 9.00 Uhr mit 1%-
iger bzw. 4%-iger NaCl-L6sung oral sondiert und anschlie3end der Urin und die
Trinkmenge nach 1 Stunde sowie nach 3 weiteren Stunden erfasst. Nach dem
Versuch verblieben die Tiere fur mindestens 4 weitere Tage in den

Standardkafigen, bevor sie fur Clearanceexperimente verwendet wurden.

2.3.1.4 Probengewinnung und -behandlung

Nach der Bestimmung des Urinvolumens und der Trinkmenge (siehe 2.4.7)
wurde das vorhandene Urinvolumen unter Zurlicklassen des Paraffindls mit
einer Pipette (alle verwendeten Pipetten: Fa. Eppendof, Hamburg) entnommen

und bis zur Analyse von Elektrolyten und Osmolalitat bei —20 °C aufbewahrt.

2.3.2 Clearanceversuche an narkotisierten Mausen

2.3.2.1 Versuchsgruppen der Clearanceversuche

Die Versuchstiere erhielten fur die Clearanceexperimente eine der folgenden

Infusionslosungen:

- Ringer: Zeitkontrollversuche, die wahrend der gesamten Versuchsdauer
Ringerlésung (111 mmol/l NaCl, 30 mmol/l NaHCOg3, 4,7 mmol/l
KCI) mit 2.25% bovinem Serumalbumin (BSA) (Sigma Chemical
Company, St. Louis, USA) erhielten (siehe 2.3.2.5)
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- AS10: Versuchstiere, die zunéchst eine Infusionen mit Ringerlésung plus
BSA erhielten und im Anschluss daran eine 10%-ige, BSA-haltige

Aminosaurelésung (siehe 2.3.2.5)

Somit waren die Tiere wie folgt in Versuchsgruppen unterteilt:

- CD-1- Ringer - C57/BL6- Ringer - D3(-/-)- Ringer
- CD-1- AS10jung - C57/BL6- AS10 - D3(-/-)- AS10
- CD-1- AS10alt

2.3.2.2 Narkose

Zunachst wurde ein Narkoseschema verwendet wie von anderen
Arbeitsgruppen [Trayor und Schnermann 1999]. Hierbei erhielten die Tiere eine
intraperitonalen Injektion von 100 mg/kg Korpergewicht Thiobutabarbital
(Inaktin, Sigma-Aldrich-Pharma GmbH, Deisenhofen) und eine zuséatzlichen
intramuskularen Applikation von 100 mg/kg Koérpergewicht Ketamin (Ketamin,
CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe). Die Dauer bis zum notwendigen
Eintreten der Narkosetiefe, erkennbar durch abgeschwachten Muskeltonus und

das Fehlen des Cornealreflexes, betrug ca. 30 min.

Nachdem bei diesem Narkoseschema zusatzlich zur langen initialen Wartezeit
noch haufige Nachinjektionen ndtig waren und auch die i.v. Gabe von Inactin
wie Ketamin keine ausreichende Narkosetiefe garantieren konnte, wurde ein
anderes Narkoseschema mit Pentobarbital angewendet. Hierbei erfolgte eine
intraperitoniale Injektion von 100 mg/kg Koérpergewicht Pentobarbital-Natrium
(Pentobarbital, Sigma St. Louis, USA) [Asico et al.,1998]. Der Wirkungseintritt
der Narkose erfolgte nach 5-10 Minuten. Zur Erhaltung der Narkosetiefe wurde,
falls erforderlich, intravenés nachinjiziert mit Pentobarbital (20 mg/kg

Kdrpergewicht). Mit diesem Schema war die Narkosetiefe und -dauer gut zu
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steuern, so dass dieses Verfahren fiur die folgenden Versuche Anwendung
fand.

2.3.2.3. Praparation

Die narkotisierten Tiere wurden in Ruckenlage auf den vorgeheizten
Praparationstisch (Fa. Effenberg, Pfaffing) gelagert. Die Korperkerntemperatur
registrierte eine rektale Temperatursonde. Die Messsonde war mit einem
Temperaturregelgerat (Fa. Effenberg, Pfaffing) verbunden, das die
Kdrpertemperatur auf 37,2 °C konstant hielt. Zu Beginn der Operation wurde die
freie Atmung durch rasches Anlegen eines Tracheostomas sichergestellt. Dazu
wurde die Haut am Hals in der Medianlinie mit einer Praparationsschere
eroffnet, die Halsfaszie durchtrennt, die Speicheldrisen stumpf zur Seite luxiert
und schlielich die infrahyale Muskulatur gespalten. Die frei praparierte Trachea
wurde, unter Schonung der Gefasse und Nerven, etwas angehoben und dann
mit einer feinen Mikro-Federschere (alle verwendeten Operationsinstrumente:
Fa. Aesculap, Tuttlingen), zwischen den Knorpelspangen, die Membran
eingeschnitten. In das Lumen wurde der vorbereitete, 1,5 cm lange,
Polyethylen(PE)-Katheter (alle verwendeten Katheter: Portex tubing”, Fa.
Portex, Hythe Kent, Grol3britannien) ca. 0,5 cm eingefihrt und mit einer
vorgelegten Schlinge (Seide Schwarz USP: 5/0, Bercat GmbH, Berlin) fixiert.
AnschlieBend wurde rechts lateral, nach dem Herausluxieren der rechten die
Speicheldriise, die oberflachlich liegende V. jugularis prapariert. Unter
Mikroskopkontrolle (VMT 10x”, Fa. Olympus, Japan) wurde eine erste Ligatur
an der kranialen Seite der V. jugularis angelegt, um das Gefald zu spannen, und
eine zweite Ligatur an der kaudalen Seite der V. jugularis vorgelegt, um
anschlieBend den Katheter fixieren zu kénnen. Im folgenden wurde das Gefal
inzidiert und der leicht gezogene Katheter ca. 0,3 cm eingefuhrt. Nach einer

Bolusgabe von 40 pl, zur Uberprifung der richtigen Lage des Katheters, wurden
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die Infusionspumpen (Typ 871642", Fa. Braun-Melsungen, Melsungen; WPI
Sp101i, Berlin) gestartet.

Im Anschluf3 wurde die linke Arteria carotis von umliegendem Bindegewebe
befreit und vom danebenliegenden Nervus vagus getrennt. Dann wurde die
Arteria carotis weit kranial ligiert, das Gefald gespannt, sowie zwei Ligaturen an
der kaudalen Seite vorgelegt um den Katheter spater zu befestigen. Im
folgenden wurde eine gefal3chirugische Arterienklemme, zwischen die kraniale
und die vorgelegten kaudalen Ligaturen, auf das Gefal3 gesetzt. Unter
mikroskopischer Kontrolle wurde das Gefal3 an der kranial Seite inzidiert, der
Katheter eingefuhrt und mit dem vorgelegten Faden fixiert. Nach dem
Abnehmen der Arterienklemme wurde der Katheter weiter in das Lumen
vorgeschoben und mit dem zweiten vorgelegten Faden befestigt. An den
arteriellen Katheter war ein Druckaufnehmer und ein Blutdruck- und
PulsmeRgerat mit Schreiber (Linear Corder Mark VII”, Fa. Watanabe, Japan)
gekoppelt. Fur den Blasenkatheter erfolgte eine Hautinzision ca. 0,5 cm
oberhalb der Peniswurzel. Die Muskelfaszien wurden entlang der Linea alba
durchtrennt und die Muskulatur stumpf auseinander geschoben. Die Blase
wurde herausluxiert und mit einem vorgelegten Faden umlegt, eingeschnitten,
der Blasenkatheter eingefuhrt und mit der Ligatur fixiert. AnschlieRend wurde
die Blase wieder in die Bauchhthle reponiert. Die entstandenen
Operationswunden wurden mit einem Faden (Perma-Hand 4-0, Fa. Ethicon,
Norderstedt) verschlossen und anschlielend die Maus auf die Seite gelagert

und der Urin in PE-Gefal3en (Fa. Eppendorf) gesammelt.

2.3.2.4 Verwendete Infusionslésungen

Uber den ersten vendsen Katheter wurde wahrend aller Versuche Ringerlésung
(NaCl 111 mmol/l, NaHCO3; 30 mmol/l, KCI 4,7 mmol/l), die 2,25% boviner

Serumalbumin enthielt, infundiert. Die Losung enthielt zusatzlich noch Tritium
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[3H] markiertes Inulin (Aktivitdt: 10 pCi/ml). Die Infusion wurde mit Hilfe einer
elektrischen Prazisionsinfusionspumpe (Pumpe Sp101i, WPI, Berlin), mit einer

Geschwindigkeit von 180 pl/h kontinuierlich infundiert.

Uber den zweiten vendsen Katheter wurde in den Vorperioden, sowie bei den
Zeitkontrollen, Ringerlosung mit bovinem Serumalbumin, in gleicher
Zusammensetzung wie bei der ersten Lésung, infundiert. In den Hauptperioden
wurde 10%-ige Aminosaurelésung gegeben, welche durch Verdinnung aus
einer 15%-igen Aminosaurestandardldsung (Thomaeamin“n 15%, Delta-
Pharma GmbH, Pfullingen) mit folgender Zusammensetzung hergestellt wurde
(Angaben jeweils in Gewichtprozent): L-Isoleucin 0,57%, L-Leucin 0,99%, L-
Lysinmonoacetat 1,39%, L-Methionin 0,42%, L-Phenylalanin 0,615%, L-
Theonin 0,69%, L-Tryptophan 0,18%, L-Valin 0,615%, L-Arginin 1,38%, L-
Histidin 0,66%, L-Aminoessigsaure 1,155%, L-Alanin 2,145%, L-Prolin 1,38%,
L-Cystein 0,105%, L-Gentaminsdure 1,485%, L-Ornithinaspartat 0,538%, L-
Ornithinacetat 0,155%, L-Serin 0,885%, L-Tyrosin 0,03%, L-Acetyltyrosin
0,03%, L-Pyridoxinhydrochlorid 0,00155%, L-Edetinsaure 0,0117%. Die
Aminosauren wurden in Ringerldsung mit 2,25% bovinem Serumalbumin (BSA)
gelost. Die Osmolaritat der 15%-igen Aminoséurestandardiésung betrug etwa
1440 mosm/l, der pH Wert der AS-Losung wurde mit 6,1 angegeben. Die 10%-
ige  Aminosaurelésung wurde durch  Verdinnung der 15%-igen
Aminosaureldésung mit Ringerlésung plus BSA hergestellt. Durch den zweiten
Katheter wurde mit Hilfe einer weiteren Prazisionsinfusionspumpe (Perfusor(],
Braun, Melsungen), das konstante Volumen von 150 pl/h zugefihrt. Das
Gesamtinfusionsvolumen betrug somit 180 pl/h + 150 pl/h = 330 pl/h, was etwa

1% des Korpergewichts einer Maus entspricht.
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2.3.2.5 Ablauf des Experiments

Der Praparation schloss sich eine ca. 60-minitige Aquilibrierungszeit an. Diese
galt als abgeschlossen, wenn der Blutdruck und die Herzfrequenz konstant
waren, und die Urinmenge ca. 20 pl pro 30 Minuten betrug. Es schlossen sich
nun die funf 30-mindtigen Versuchsperioden an, je nach Versuchsdesign, 5
gleiche Kontrollperioden oder 2 Vorperioden und 3 Hauptperioden. Wéhrend
der Vorperioden sowie bei Zeitkontrollen, wurde Ringerldsung mit 2,25%
bovinem Serumalbumin (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA), in den
Hauptperioden wurde 10%-ige Aminosaureldsung infundiert. Wahrend der
Auswechselung der Infusionslosungen, zwischen der zweiten Vorperiode und
der ersten Hauptperiode, gab es eine 15-minltige Zwischenperiode, in der

keine Probensammlung stattfand. (siehe Abb. 4)

OP Ende

* Aquilibrierung VPI VPII ZWpP HP | HP Il HP Il

60 min 30 min 30 min 15 min 30 min 30 min 30 min

[*H] Inulin in Ringer + BSA (180 pl/h)

Ringer + BSA (150 pl/h) Ringer + BSA £ AA (150 pl/h)

Abbildung 4: Design der Clearance Experimente

Wahrend der Aquilibrierungsperiode und den Vorperioden 1 und 2 (VPI+VPII)
wurde Ringerlosung infundiert. Diese wurde bei den Kontrolltieren beibehalten
bzw. gegen eine Aminosaureldsung eingetauscht. Bei Wechsel der
Infusionslésung wurde vor Beginn der Sammelperioden 3-5 (HPI-HPIII) eine
Zwischenperiode (ZWP) von 15 min durchgefuhrt, bei den Zeitkontrollversuchen
wurden die Sammelperioden 3-5 (HPI-HPIII) direkt an die vorausgegangenen
Vorperioden (VPI+VPII) angeschlossen. Wéahrend des gesamten Versuches
wurde Uber einen 1. Katheter [*H] Inulin in Ringer+BSA infundiert und tber
einen 2.Katheter die versuchsentsprechenden Infusionslésungen
verabreicht.



30

2.3.2.6 Probengewinnung

Die Probenentnahmen erfolgten in der Mitte und zum Ende jeder 30-minitigen

Sammelperiode:

- Uber den in der A. carotis liegen Katheter wurden in der Mitte jeder
Urinsammelperiode ca. 40 pl Blut mit einer heparinisierten Glaskapillare
(Mikrohamatokritréhrchen”, Fa. Hilgenberg, Malsfeld), entnommen und
weiterverarbeitet (siehe 2.4).

- Am Ende jeder Urinsammelperiode wurde das P.E.-Urinsammelgefaf3
gewechselt und gravimetrisch die Urinmenge bestimmit.

- Die in der Aquilibrierungszeit und den Zwischenperioden gewonnen
Urinvolumina wurden ebenfalls gravimetrisch bestimmt und in die

Berechnung der Volumenbilanz einbezogen.

2.4 Analytik

2.4.1 Analysierte Parameter

Folgende Parameter wurden bei den Stoffwechselkafigversuchen mit wachen
Mausen bestimmt:

- Tiergewicht (g)

Trinkmenge (ml)

Urinvolumen (ml)

Natrium-, Kalium-, und Chloridkonzentration im Urin (mmol/l)

Osmolalitat (osmol/kg)

In den Clearanceversuchen wurden folgende Werte bestimmt:
- Systolischer und diastolischer Blutdruck (mmHg)

- Herzfrequenz (1/min)

- Hamatokrit (%)
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- [*H]-Aktivitat in Plasma und Urin

- Natriumkonzentration im Plasma (Pna) (mmol/l)

- Natrium- (Uya) und Kaliumkonzentration (Ux) im Urin (mmol/l)
- Urinvolumen (ml)

- Nierengewicht (g)

2.4.2 Hamatokrit

In der Mitte jeder Urinsammelperiode wurde Blut aus dem arteriellen Katheter in
Glaskapillaren gesammelt. Diese wurden einseitig mit Kitt (Hamatokrit-
Versiegelungskitt, Fa. Brand, Wertheim) verschlossen und fur 5 min in einer
Hamatokrit-Zentrifuge (Hettich Hamatokrit , Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. In
der Auswertung wurde das Verhaltnis der zellularen Bestandteile zum Plasma
im prozentualen Wert des Hamatokrits (Hkt) bestimmt. Nach der Bestimmung
wurde das Plasma aus den Kapillaren fur weitere Analysen gewonnen und die

festen Bestandteile verworfen.

2.4.3 Elektrolyte in Plasma und Urin

Zur Elektrolytbestimmung (Natrium und Kalium) im Plasma wurden 5 pl Plasma
mit 15 pl bidestilliertem Wasser verdinnt und in 1 ml Lithiumlésung pipettiert
(Standard Lithiumldsung, Eppendorf, Hamburg). Fir die Elektrolyte (Natrium
und Kalium) im Urin wurden 10 pl Urin in 2 ml Litiumlésung gegeben. Von allen
Proben wurden Doppelproben pipettiert. Vor der Probenmessung wurde das
Flammenphotometer (ELEX 6361", Eppendorf, Hamburg) mit einer
Standardlosung definierten Elektrolytgehalts (150 mmol/l Na; 150 mmol/l K)
kalibriert und von den gewonnen Einzelwerten jeder Doppelprobe Mittelwerte
gebildet. Bei den Urinproben aus den Stoffwechselkafigversuchen wurde die
Chloridkonzentration mit Hilfe des Chloridmeters (Chloridmeter 6610,

Eppendorf, Hamburg) bestimmt und nach der Kalibrierung des Gerates mit
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einer Standardlosung bekannten Chloridgehalts (100 mmol/l) 50 pl Urin in die
Messlosung (1 ml Gelatine Losung Eppendorf, 10 ml Essigsre 1,02 m/I, 5ml
Salpetersre 0,92 mmol/l) gegeben. Von allen Proben wurden Doppelproben
pipettiert. Die ermittelten Elektrolytkonzentrationen wurden zur Berechnung der
Elektrolytausscheidung und der fraktionellen Natriumausscheidung verwendet.

2.4.4 Osmolalitat des Urins der Stoffwechselkafigversuche

Die Osmolalitat des Urins wurde mit Hilfe die Osmometers (osmomat 030,
gonotec Gmbh, Berlin) bestimmt. Die Messmethode dieses Gerates beruht auf
der Gefrierpunkterniedrigung von Lésungen mit einer hdheren Osmolalitat als
Wasser. Das Gerdat wurde zunachst kalibriert mit Losungen bekannter
Osmolalitat (H.O, Eichlésung 300 mosmol/l und 600 mosmol/l). Nachfolgend
wurden die Proben bestimmt und aus den Doppelproben die Mittelwerte

ermittelt.

2.4.5 [3H]-Aktivitat in Plasma und Urin

Zur Bestimmung der GFR wurden je 5 pl Plasma und Urin in spezielle
MelRgefalie (Midi-Vialll, Fa. Packard, Groningen, Niederlande) pipettiert und
mit 3 ml Szintillationsfliissigkeit (Ultima Gold", Fa. Packard) gemischt. In der
Szintillationsflussigkeit wird die bei Zerfall des S3H-markierten Inulins
freiwerdende Energie in Lichtblitze umgewandelt, die durch ein
SzintillationsmeRgerat (2550 TR", Fa. Packard) erfalt wurden. Nachfolgend
wurde aus den bestimmten Werten die GFR berechnet. Die Berechnung der
GFR ist in Punkt 2.5.3 angegeben.
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2.4.6 Urin- und Trinkvolumina

Die Volumina wurden gravimetrisch mit Hilfe einer Prazisionswaage (Percisa
100A-300M", PAG Oerlikon, Zirich/Schweiz) bestimmt. Das Leergewicht der
Gefalle wurde zuvor bestimmt und dann vom Gesamtgewicht nach
Versuchsende abgezogen. Die Gewichtsdifferenz in mg diente als direktes Mal3
fur das Urinvolumen in pl. Die Trinkvolumina der Stoffwechselkafigversuche
wurde durch wiegen des mit Wasser geflllten Trinkgefasses vor und nach dem
Versuch ermittelt, die Volumendifferenz wurde als das vom Tier getrunkene

Volumen registriert.

2.4.7 Nierengewicht

Die entnommenen Nieren wurden von der Nierenkapsel befreit und mit einer
Prazisionswaage das Feuchtgewicht bestimmt. Dann wurden die Nieren fir 16
Stunden bei 70 °C im Trockenschrank (Memmert, Schwabach) getrocknet und

nachfolgend das Trockengewicht ermittelt.

2.5 Berechnungen und Statistik

2.5.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Der systolische (Psysto) und diastolische (Pgiasto) Blutdruck wurden den
Aufzeichnungen des Schnellschreibers entnommen. Die Berechnung des
mittleren arteriellen Blutdrucks erfolgte mit Hilfe der Formel:

MAP = Piastol + 1/3(Psystol -Pdiastol)
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2.5.2 Urinzeitvolumen (UV)

Das Urinzeitvolumen pro Minute (UV) wurde berechnet mit Hilfe des
Urinvolumens einer Sammelperiode (UVs) und der Dauer der Sammelperiode
(Ds), mit der folgenden Formel:

UV = (UVs) / (Ds)

2.5.3 Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Die GFR wurde aus den gemessenen *H-Aktivitdten fiir Plasma (Apjasma) und
Urin (Aurin) SOwie dem Urinzeitvolumen (UV) berechnet, auf Nierengewicht und
Urinsammelzeit bezogen und nach folgender Formel berechnet:

GFR = Aurin / Aplasma * UV

2.5.4 Nierenindex (NI)

Der Nierenindex (NI) gibt das Verhaltnis des Nierenfeuchtgewichts zu 100 g
Korpergewicht an. Er wird aus dem Nierengewicht (NG) und dem absoluten
Korpergewicht (KG), wie folgend errechnet:

NI = NG/ KG * 100

2.5.5 Elektrolytausscheidung

Nach Bestimmung der Urinkonzentrationen der Elektolyte Na*, K* und CI
erfolgte die Berechnung der Elektrolytausscheidung entsprechend

UnaV = [Na] * UV

Uk V= [K]*UV

Uc V= [CI] * UV

Wobei [Na] und [K] die flammenphotometrisch bestimmten Konzentrationen

von Natrium bzw. Kalium und [CI] die Chloridkonzentration mit dem
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Chloridmeter gemessen darstellen. UV bezeichnet den UrinfluR (ml/min). Die

Parameter beziehen sich auf 1 g Nierengewicht.

2.5.6 Fraktionelle Natriumausscheidung

Die FEna gibt die Natriumausscheidung in Prozent der Gesamtmenge des
filtrierten Natriums an:

FEna = (100 * UnaV) / (Pna* GFR)

Wobei Uyn,V die Natriumausscheidung und Py, die Natriumkonzentration im

Plasma angibt.

2.5.7 Statistische Methoden

Die statistische Beurteilung der Versuchsdaten der Stoffwechselkéfigversuche
erfolgte mit Hilfe des ungepaarten t-Tests zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten der Clearanceversuche
erfolgte innerhalb der Versuchsgruppen mit Hilfe des zweiseitigen, gepaarten t-
Tests. Dabei wurden die Mittelwerte der Vorperioden gegeniber den
Mittelwerten der Hauptperioden getestet. Als Mal} fir die statistische Signifikanz
diente der p-Wert, der die Uberschreitungswahrscheinlichkeit gegeniiber der
Nullhypothese angibt. Der Unterschied wurde als signifikant betrachtet, wenn

p<0.05 war und als hoch signifikant, wenn p<0,01 war.

Fur die Beurteilung der Parameter von drei und mehr Gruppen untereinander
wurde eine Varianzanalyse mit dem ANOVA-Test mit Korrektur durch den

Bonferroni Nachtest durchgefihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Stoffwechselkafigversuche an wachen Mausen

Bei den Stoffwechselkafigversuchen herrschte in den Raumen eine konstante
Raumtemperatur von 21 °C, wobei die Tiere wahrend des gesamten Verlaufs
freien Zugang zum Trinkwasser hatten, jedoch kein Futter erhielten. Alle
Tiergruppen hatten ein durchschnittliches Gewicht von 25-30 g und ein
Lebensalter von 5-6 Wochen mit Ausnahme der &lteren CD-1-Mause, die
entsprechend ihres Alters von ca. 20 Wochen ein Gewicht von 35-40 ¢

aufwiesen.

3.1.1 Stoffwechselkafigversuche ohne NaCl-Beladung

Die Stoffwechselkafigversuche ohne NaCl-Beladung dauerte 8 Stunden.
Wahrend dieser Zeit wurde das Trink- und Urinvolumen erfasst und im
Anschluss der Na-, K-, und Cl-Gehalt des Urins bestimmt.

3.1.1.1 Junge und altere CD-1-M&ause

Die Ubersicht Uber diese Ergebnisse findet sich in Tabelle 1. Bei diesen
Versuchen zeigte sich ein signifikanter Unterschied des Urin- und
Trinkvolumens zwischen den jungen CD-1-Mausen (5-6 Wochen alt) und den
alteren CD-1-Méausen (ca. 20 Wochen alt). Die alteren CD-1-Mausen schieden
53% mehr Urin (p<0,05) aus und tranken 59% mehr Flussigkeit (p<0,05), als
die Vergleichsgruppe der jungen CD-1-Mause. Bei der K-Ausscheidung fand
sich eine signifikant erhdhte Ausscheidung der alteren CD-1-Mause gegenuiber
den jungen CD-1-Mausen (p<0,05). Ebenso wiesen die alteren CD-1-M&use
eine um 40% hohere Na-Ausscheidung im Vergleich mit den jungen CD-Mause
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auf, die Unterschiede erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau (p=0,09).
Die anderen erhobenen Parameter zeigten keine signifikanten Unterschiede der

beiden Gruppen (siehe Tabelle 1).

3.1.1.2 D3 (-/-) Mause und Wildtypmause (C57/BI6)

Die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Versuche findet sich in Tabelle 2.
Bei den Uber 8 Stunden, an nichternen Tieren durchgefihrten
Stoffwechselkafigversuchen zeigte sich, dass die D3(-/-) Mause eine signifikant
hohere Urinausscheidung pro Stunde gegentber der Vergleichsgruppe von
Wildtypmausen (p<0,05) aufwiesen. Das Urinvolumen der D3(-/-) Mause lag
25% Uber dem der Wildtypméause. Bei der Na-Ausscheidung liel3 sich eine 39%
hohere Na-Ausscheidung der Ds(-/-) Mause gegenuber den Wildtypmausen
beobachten, die jedoch nicht signifikant war (p=0,06). Fur die Ubrigen
Untersuchungsparameter fanden sich keine grosseren Unterschiede der Ds(-/-)

Mause mit der Vergleichsgruppe der Wildtypmause.
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Tabelle 1: Trinkvolumen, Urinvolumen, Na-Ausscheidung, K-Ausscheidung, Cl-
Ausscheidung und Osmolalitdt wacher Mause, die tber 8 Stunden, nichtern in
Stoffwechselkafigen gehalten wurden. Die Gruppen bestanden aus jungen CD-
1-Mausen (5-6 Wochen alt) und aus alteren CD-1-M&ausen (ca. 20 Wochen alt).
Alle Werte, ausser der Osmolalitat, sind auf 100 g Kdrpergewicht bezogen und
als Mittelwert#SEM angegeben. *p<0,05 versus Kontrollgruppe (CD-1-jung)

GRUPPE CD-1-jung CD-1-alt
(n) (n=10) (n=10)

Trinkvolumen 1,34+0,12 3,29+0,78*
(ml/(8h*100q))
Urinvolumen 1,15+0,19 2,42+0,35*
(ml/(8h*100q))
Natriumausscheidung 11,5+2,8 19,1+3,1
(umol/(8h*100Q))
Kaliumausscheidung 19,6+5,9 39,8+6,1*
(umol/(8h*1009))
Chloridausscheidung 17,1+£3,9 20,7£3,7
(umol/(8h*100Q))
Osmolalitat 1,57+0,25 1,09+0,17
(osmol/kg)

Tabelle 2: Trinkvolumen, Urinvolumen, Na-Ausscheidung, K-Ausscheidung, Cl-
Ausscheidung und Osmolalitat wacher Mause, die nichtern Gber 8 Stunden in
Stoffwechselkafigen gehalten wurden. Die Gruppen bestanden aus Ds(-/-)
Mausen und der zugehorigen Vergleichsgruppe von Wildtypméausen (C57/BI6).
Alle Werte, ausser der Osmolalitat, sind auf 100 g Kdrpergewicht bezogen und
als Mittelwert#SEM angegeben. * p<0,05 versus Kontrollgruppe (WT)

GRUPPE WT Ds(-/-)
(n) (n=10) (n=10)

Trinkvolumen 452+1,11 4,75+1,05
(ml/(8h*100q))
Urinvolumen 2,95+0,27 3,92+0,29*
(ml/(8h*100q))
Natriumausscheidung 25,5+3,9 41,8+7,3
(umol/(8h*100Q))
Kaliumausscheidung 44,9+14,6 43,9+5,0
(umol/(8h*100Q))
Chloridausscheidung 22,745,6 35,4457
(umol/(8h*100Q))
Osmolalitat 0,78+0,14 0,75+0,07
(osmol/kg)
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3.1.2 Stoffwechselkafigversuche mit 1% und 4% NaCl-Beladung

Bei diesen Versuchen wurden die Tiere vor dem Stoffwechselkafigversuch mit
1%-iger oder 4%-iger NaCl-L6sung mittels oraler Sondierung beladen und dann
das Urin- und Trinkvolumen Uber die erste Stunde (1 Sammelperiode (SP1))
und die folgenden drei Stunden (2 Sammelperiode (SP2)) registriert. Die
Bestimmung der Urinelektroyte (Na*, K*, CI) erfolgte fur die beiden Perioden
getrennt. Die NaCl-Gabe wurde dem Kdorpergewicht entsprechend dosiert, die
Tiere erhielten 5% ihres Koérpergewichts der 1%- bzw. 4%-igen NaCl-Losung.
Wie zu erwarten, stieg das Trink- und Urinvolumen bei der 4%-igen NaCl-
Beladung in beiden Versuchgruppen an (Ds(-/-) Mause und Wildtypmause
(C57/BI6)). Bei 1%-iger NaCl-Beladung waren die Werte vergleichbar mit den
Basalwerten im Stoffwechselkafigversuch ohne NaCl-Beladung (siehe Tabelle 3
und Abbildungen 5-9).

3.1.2.1 Vergleich von D3(-/-) Mausen und Wildtypmausen (C57/BI6)
unter 1%-iger NaCl-Beladung

Beim Vergleich der Daten der D3(-/-) M&use mit den Wildtypmé&usen bei 1%-iger
NaCl-Beladung fielen keine signifikanten Unterschiede auf. Mdgliche
Unterschiede beim Trinkvolumen in der SP2 von 3 Stunden erreichten durch die
gro3e Streuung der Mittelwerte nicht das Signifikanzniveau (siehe Tabelle 3
und Abbildungen 5-9).
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3.1.2.2 Vergleich von D3(-/-) Mausen und Wildtypmausen (C57/BI6)
unter 4%-iger NaCl-Beladung

Es war ein signifikanter Unterschied der Trinkmenge in der SP2 (p<0,05) zu
beobachten. Die D3 (-/-) Mause tranken 52% weniger als die Wildtypmause.
Neben dieser Beobachtung zeigte sich eine signifikant niedrigere
Kaliumausscheidung (p<0,05) der D3 (-/-) Méause in der SP2 gegeniber den
Wildtypmause. Bei der Ausscheidung der udbrigen Elektrolyte sowie der
Osmolalitat fanden sich keine Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen
(siehe Tabelle 3 und Abbildungen 5-9).

3.1.2.3 Vergleich von Wildtypmausen (C57/BI6)
unter 1%-iger und 4%-iger NaCl-Beladung

Beim Vergleich der Werte der Wildtypmause unter 1%-iger NaCl-Beladung mit
den Werten der Wildtypmause unter 4%-iger NaCl-Beladung fanden sich eine
Reihe von signifikanten Unterschieden. Das Trinkvolumen der SP1 (p<0,05)
stieg um das 1,8fach an, die selbe Steigerung zeigte sich beim Urinvolumen der
SP1 (p<0,05). Wahrend das Urinvolumen der SP2 (p<0,05) nur eine 1,6fache
Zunahme beobachten liess. Bei der Na-Ausscheidung gab es die starksten
Zunahmen mit einer Vervierfachung in der SP1 (p<0,0001) und einer knappen
Verdreifachung in der SP2 (p<0,0001). Die K-Ausscheidung, bei Beladung mit
4%-iger NaCl-Losung belief sich in der SP1 auf das 1,8fach der Parameter bei
1%-iger NaCl-Beladung (p<0,05). Die CIl-Ausscheidung wies eine
Verdreifachung in der SP1 (p<0,0001), wie der SP2 (p<0,0001) auf. Die
Osmolalitat in der SP2 (p<0,0001) war um 30% gesteigert.

Bei der Betrachtung der Na-Bilanz der Wildtyptiere unter 1%-iger und 4%-iger
NaCl-Beladung fiel auf, dass die Wildtyptiere mit 4%-iger NaCl-Beladung ein
Drittel weniger ihrer NaCl-Menge ausschieden, als die Wildtyptiere unter 1%-

iger NaCl-Beladung das Signifikanzniveau (p=0,07) wurde jedoch nicht
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erreichte. Die Tiere mit 4%-iger NaCl-Beladung schieden tendenziell einen
geringeren Teil der Beladung wieder aus, als die mit 1%-iger NaCl-Beladung.
(siehe Tabelle 3 und Abbildungen 5-9).

3.1.2.4 Vergleich von D3 (-/-) Mausen
unter 1%-iger und 4%-iger NaCl-Beladung

Beim Vergleich zwischen 1%-iger und 4%-iger NaCl-Beladung bei D3 (-/-)
Mausen ergab sich folgendes: Beim Trinkvolumen der SP1 (p<0,05) war eine
Zunahme um das 2,3fache, in der SP2 um das 1,4fache zu beobachten, wobei
in der SP2 das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde (p=0,21). Das
Urinvolumen in der SP1 (p<0,05) war um 43% und in der SP2 (p<0,05) um 47%
des Ausgangswertes bei 1%-iger NaCl-Beladung gesteigert. Die Na-
Ausscheidung war um das 2,8-fach in der SP1 (p<0,0001) und um das 4,1-
fache in der SP2 (p<0,0001) erhéht. Die K-Ausscheidung wies eine Steigerung
von 65% in der SP1 (p<0,05) und von 163% in der SP2 (p<0,0001) auf. Bei der
Cl-Ausscheidung zeigte sich in der SP1 (p<0,0001) eine um das 3-fache und in
der SP2 (p<0,0001) um das 4-fache gesteigerte Konzentration gegentiber den
Parametern bei 1%-iger NaCl-Beladung. Die Osmolalitat in der SP2 (p<0,0001)

lieR eine Zunahme von 87% erkennen.

Bei der Na-Bilanz lie3 sich bei den D3(-/-) Mausen kein Unterschied feststellen,
die Tiere schieden bei 1%-iger wie bei 4%-iger NaCl-Beladung 60% der Na-
Beladung wieder aus. (siehe Tabelle 3 und Abbildungen 5-9).
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Tabelle 3: Trinkvolumen, Urinvolumen, Na-Ausscheidung (UnaV 1 bzw. UnaV
2), K-Ausscheidung (UkV 1 bzw. UV 2 ), Cl-Auscheidung (UcV 1 bzw. UgV 2),
Osmolalitat und die Na-Bilanz, sie zeigt an wieviel Prozent der Na-Beladung
ausgeschieden wurden. Die Ziffern 1 und 2 kennzeichnen die zwei
Registierungsperioden, von 1h und 3h. Die Daten wurden in
Stoffwechselkafigversuchen an wachen D3 (-/-) Mausen (KO) und
Wildtypméausen (WT)erhoben, die zuvor mit NaCl-Losungen unterschiedlicher
Konzentration beladen wurden. Alle Werte, ausser Osmolalitat und Na-Bilanz,

sind auf 100 g Korpergewicht bezogen und als Mittelwerte #<SEM angegeben.

GRUPPE WT 1% KO 1% WT 4% KO 4%
(n) (n=9) (n=9) (n=8) (n=9)

Trinkvolumen 1 1,09+0,19 0,87+0,16 2,01+0,19* 2,05%£0,19°
(ml/(1h*1009))
Trinkvolumen 2 2,11+0,61 1,00+0,35 2,95+0,45 1,43+0,37%
(ml/(3h*1009))
Urinvolumen 1 1,19+0,13 1,48+0,19 2,20x0,22* 2,18+0,18°
(ml/(1h*1009))
Urinvolumen 2 2,72+0,26 2,89+0,35 4,44+0,44* 4,81+0,57°
(ml/(3h*1009))
UnaV 1 3,13%+0,39 4,40+0,51 13,47+1,42* | 12,26+1,26°
(umol/(min*100q))
UnaV 2 2,51+0,32 1,83+0,19 6,62+0,54* 7,52+0,65°
(umol/(min*100g))
UV 1 1,16+0,21 1,41+0,30 2,11+0,18* 2,33%0,25°
(umol/(min*1009))
UkV 2 0,53+0,07 0,40%0,05 0,76%0,10 1,06+0,07% ' °
(umol/(min*100q))
UcV1 3,16%0,56 4,4%0,49 11,15+1,43* | 13,32+0,98°
(umol/min*100g))
UalV 2 2,391+0,34 2,0+0,22 6,63%0,59* 7,74+0,61°
(Umol/min*1009))
Osmolalitat 1 0,87+0,10 0,89+0,12 1,03+0,06 0,97+0,02
(osmol/(1h*kQ))
Osmolalitat 2 0,51+0,05 0,40+0,02 0,67+0,02* 0,75+0,05°
(osmol/(3h*kq))
Na-Bilanz 73,9+7,9 66,2+6,1 58,0+1,6 60,6%4,2
(% der Beladung)

# p< 0,05 versus Kontrollgruppe WT4%
° p< 0,05 versus Kontrollgruppe KO1%
* p< 0,05 versus Kontrollgruppe WT1%
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Abbildung 5: Trinkvolumen (TV) der Stoffwechselkafigversuche an Wildtyp (WT)
(offene Balken) und D3 knock-out (KO) (schwarze Balken) Mausen mit oraler Beladung
von 1%-iger bzw. 4%-iger NaCl-Lésung. Einteilung des 4-stindigen Versuchs in zwei
Perioden (1h, erste Stunde nach NaCl-Beladung; 3h, 2-4h nach NaCl-Beladung).

# p<0,05 WT4% versus KO4%; * p<0,05 WT1% versus WT4%;

° p<0,05 KO1% versus KO4%

6 p—
L IwT (n=9) o
Ko (n=9) .

UV (ml/100g)

1%NacCl 4%NacCl 1%NacCl 4%NacCl

1h 3h
Abbildung 6: Urinvolumen (UV) der Stoffwechselkafigversuche an Wildtyp (WT)
(offene Balken) und D3 knock-out (KO) (schwarze Balken) Mausen mit oraler Beladung
von 1%-iger bzw. 4%-iger NaCl-Losung. Einteilung des 4-stiindigen Versuchs in zwei
Perioden (1h, erste Stunde nach NaCl-Beladung; 3h, 2-4h nach NaCl-Beladung).
*p<0,05 WT4% versus KO4%:; * p<0,05 WT1% versus WT4%:
° p<0,05 KO1% versus KO4%
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Abbildung 7: Natriumausscheidung (Un,V) der Stoffwechselkafigversuche an Wildtyp
(WT) (offene Balken) und Ds; knock-out (KO) (schwarze Balken) Mausen mit oraler
Beladung von 1%e-iger bzw. 4%-iger NaCl-Loésung. Einteilung des 4-stiindigen
Versuchs in zwei Perioden (1h, erste Stunde nach NaCl-Beladung; 3h, 2-4h nach
NaCl-Beladung). #p<0,05 WT4% versus KO4%; * p<0,05 WT1% versus WT4%;
° p<0,05 KO1% versus KO4%
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Abbildung 8: Chloridausscheidung (UcV) der Stoffwechselkafigversuche an Wildtyp
(WT) (offene Balken) und Ds; knock-out (KO) (schwarze Balken) Mausen mit oraler
Beladung von 1%-iger bzw. 4%-iger NaCl-Lésung. Einteilung des 4-stiindigen
Versuchs in zwei Perioden (1h, erste Stunde nach NaCl-Beladung, 3h, 2-4h nach
NaCl-Beladung). * p<0,05 WT4% versus KO4%: * p<0,05 WT1% versus WT4%,
° p<0,05 KO1% versus KO4%
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Abbildung 9: Natriumbilanz (Antell
der NaCl-Beladung in Prozent der im
Verlauf des Versuchs wieder
ausgeschieden wurde) der
Stoffwechselkafigversuche an
Wildtyp (WT) (offene Balken) und Ds
knock-out (KO) (schwarze Balken)
Mausen mit oraler Beladung von 1%-
iger bzw. 4%-iger NaCl-Lésung.



46

3.2 Clearanceversuche an narkotisierten Mausen

3.2.1 Junge und altere CD-1-Mé&use

Diese  Clearance-Untersuchungen wurden im  Anschluss an die
Stoffwechselkafigversuche durchgefuhrt. Die jungen CD-1-Mause waren 5-6
Wochen alt und wogen 25-30 g, wahrend die &lteren CD-1-Mause ca. 20

Wochen alt waren und ca. 35-40 g wogen.

Der Nierenindex (NI), welcher als das Verhéltnis des Nierenfeuchtgewichtes zu
100 g Korpergewicht angibt, lag bei den &lteren CD-1-Mausen bei 1,59+0,11
und somit signifikant hoher als bei den jungen CD-1-Mausen mit 1,36+0,04. Die
alteren CD-1-Mé&usen hatten somit ein hoheres Nierengewicht in Beziehung zu
ihrem Gesamtkorpergewicht.

3.2.1.1 Zeitkontrollen

Die Ergebnisse der Zeitkontrollversuche finden sich in Tabelle 4 und Abb. 10-
15. Hier wurde den jungen CD-1-Mausen uber die gesamte Versuchsdauer eine
mit BSA versetzte Ringerlosung infundiert. Es zeigten sich konstante Werte
Uber den gesamten Versuchsverlauf fur die GFR (im Mittel 0,47
ml/(min*gNiere)) und die Urinausscheidung (2,2 ul/(min*gNiere)). Die
Natriumausscheidung im Urin  steigerte sich um minimale 0,05
pmol/(min*gNiere) wahrend des Versuchs. Die fraktionelle
Natriumausscheidung stieg hingegen starker an ohne jedoch das
Signifikanzniveau zu erreichen. Fur den mittleren arteriellen Blutdruck und die
Herzfrequenz fanden sich signifikante Zunahmen von 9% und 8%. Die
Hamatokritwerte fielen tUber den Versuchsverlauf signifikant von 44,8% auf
41,4% ab.
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3.2.1.2 Aminosaureinfusion 10%

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 4 und in den Abb.10-15.

Bei der Betrachtung der glomeruléren Filtrationsrate der jungen und der alteren
CD-1-Mause unter 10%-iger Aminosaureinfusion fiel auf, dass die alteren Tiere
einen, wenn auch nicht signifikant niedrigeren (p=0,25) Basalwert aufwiesen,
als die jungen CD-1-Mause. Im Verlauf des Versuches zeigte sich eine geringer
ausgepragte GFR-Steigerung auf Aminosauren bei den alteren Tieren, als bei
den jungen CD-1-Mausen. Diese geringe GFR-Steigerung bei den alteren
Mausen war jedoch nicht signifikant (p=0,08). Bei den jungen Tieren steigerte
sich die GFR durch Aminosaureninfusion um 51% (p<0,05), bei den &lteren
Tieren um 25% (p=0,08). Bei der Urinausscheidung war zu beobachten, dass
die alteren CD-1-Mause eine um 33% niedrigere Ausscheidung wahrend der
Basalperiode hatten. Sie schieden dann jedoch in den Hauptperioden 48%
(p<0,05) mehr aus. Die jungen CD-1-Mause zeigten von dem ho6heren
Basalwert eine vergleichbare Steigerung des Urinvolumens von 69%, die das
Signifikanzniveau knapp  verfehlte  (p=0,05). Bei der basalen
Natriumauscheidung waren die beiden Gruppen nahezu identisch, die jungen
CD-1-Mause steigerten ihre Natriumausscheidung unter der
Aminosaureninfusion um ca. das Dreifache (p=0,17), wéahrend die Aalteren
Mause nur eine Verdoppelung der Natriumausscheidung aufwiesen (p=0,05),
beide Werte erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau. Bei der fraktionellen
Natriumausscheidung lieBen sich keine Unterschiede in der Wirkung der
Aminosauren zwischen den zwei Gruppen erkennen, ebenso waren die
Basalwerte in ihrer HOhe vergleichbar. Bei beiden Gruppen gab es im
Versuchsverlauf einen Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks und einen
Abfall des Hamatokrits, die Herzfrequenz blieb Uber die Dauer des Versuches
konstant. In beiden Gruppen trat ein signifikanter Anstieg des MAP auf, so dass
der RR-Anstieg fur die unterschiedliche Wirkung der Aminosaureinfusion auf die
GFR ausscheidet.
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Tabelle 4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Zeitkontrolle (CD-CON) und
der Versuche mit Infusion von 10%-iger Aminosaurelésung bei jungen CD-
Mausen (CD-JNG-AS10) und bei alteren CD-M&ausen (CD-ALT-AS10). Der
mittlere arterielle Blutdruck (MAP), die Herzfrequenz (HF), der Hamatokrit (Hkt),
die Natriumkonzentration im Plasma (Napasma), das Urinvolumen (UV), die
Natriumausscheidung (UnaV), die fraktionelle Natriumausscheidung (FEn,) und

die glomerulare Filtrationsrate (GFR) sind als Mittelwerte£SEM angegeben.

GRUPPE Periode CD-CON CD-JNG-AS10 CD-ALT-
(n) n=8 n=8 AS10
n=6

MAP BAS 83,2+7,2 86,8+3,3 88,8+5,4
(mmHg) HP | 91,2+7,2* 95,4+4,5* 97,245,7
HP Il 92,8+6,8* 96,2+4,6* 99,8+2,1*
HP Il 91,4+7,0* 92,7+5,4 100,7+2,2*
HF BAS 513,1+23,3 525+26,5 529,2+34,6
(2/min) HP | 543,8+18,6* 550+17,7 542,5+27,6
HP Il 568,1+16,0* 543,8+22,4 541,7+27,4
HP Il 568,8+14,6* 566,7+22,6 543,4+26,8

Hkt BAS 45,0+0,9 46,1+0,7 47,6+1,1
(%) HP | 44,4+0,9 43,8+0,8* 45,3+1,1*
HP Il 43,9+1,0 42,1+0,8* 44,0+1,2*

HP Il 42,3+1,1* 40,8+1,1* 43,2+1,0*

Napiasma BAS 155,1+4,5 148,9+2,3 152,2+2,6
(mmolll) HP | 155,9+45,0 145,2+2,3 153,212 .4
HP Il 157,6+4,4 146,0£3,1 150,3%2,2

HP 1l 153,1+9,1 143,2+4,2 153,1+2,5

uv BAS 1,95+0,4 3,13+0,8 2,35+0,2
(ul/(min*gN)) HP | 2,48%0,5 5,21+1,3 3,93+0,4*
HP I 2,18+0,4 4,92+1,4 3,48+0,16*

HP Il 2,16%0,2 5,44+0,1 3,35+0,5

UnaV BAS 0,13+0,04 0,20+0,06 0,19+0,06
(umol/(min*gN)) |HP I 0,12+0,04 0,57%0,29 0,35+0,12
HP I 0,17+0,08 0,68+0,42 0,37+0,13

HP 111 0,18+0,03 0,42+0,19 0,33+0,10

FENa BAS 0,21+0,06 0,29+0,09 0,33+0,10
(%) HP | 0,18+0,08 0,64+0,37 0,61+0,28
HP I 0,30+0,14 0,70+0,39 0,73+0,27

HP 111 0,17+0,03 0,49+0,26 0,75+0,33

GFR BAS 0,41+0,06 0,39+0,04 0,32+0,04
(ml/(min*gN)) HP | 0,49+0,04 0,54+0,04* 0,36+0,04
HP I 0,47+0,09 0,66+0,15 0,40+0,04

HP 111 0,49+0,08 0,54+0,11 0,34+0,05

* p<0,05 versus BAS
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Abbildung 10: Herzfrequenz (HF)
bei narkotisierten jungen (CD-JNG,
CD- CON) und alteren (CD-ALT) CD-
1-Mausen. Die CD-JNG und CD-ALT
Gruppe bekam zunachst
Ringerldsung infundiert (BASAL), die
in  HPI-HPIl durch Aminosaure-
l[6sung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert.

Abbildung 11: mittlerer arterieller
Blutdruck (MAP) bei narkotisierten
jungen (CD-JNG, CD- CON und
alteren (CD-ALT) CD-1-Mé&usen. Die
CD-JNG und CD-ALT Gruppe bekam
zundchst Ringerldsung infundiert
(BASAL), die in HPI-HPII durch
Aminosaureldsung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert. * p<0,05 versus BASAL

Abbildung 12: Glomerulare
Filtrationsrate (GFR) bei
narkotisierten jungen (CD-JNG, CD-
CON und alteren (CD-ALT) CD-1-
Méausen. Die CD-JNG und CD-ALT
Gruppe bekam zunachst
Ringerldsung infundiert (BASAL), die
in  HPI-HPIl durch Aminosaure-
l6sung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert. * p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 13: Urinvolumen (UV) bei
narkotisierten jungen (CD-JNG, CD-
CON und alteren (CD-ALT) CD-1-
Méausen. Die CD-JNG und CD-ALT
Gruppe bekam zunachst
Ringerldsung infundiert (BASAL), die
in  HPI-HPIl durch Aminosaure-
l[6sung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert. * p<0,05 versus BASAL

Abbildung 14: Natriumausscheidung
im Urin (UnaV) bei narkotisierten
jungen (CD-JNG, CD-CON und
alteren (CD-ALT) CD-1-Méausen. Die
CD-JNG und CD-ALT Gruppe bekam
zunédchst Ringerldsung infundiert
(BASAL), die in HPI-HPIIl durch
Aminosaurelésung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert.

Abbildung 15: Fraktionellen
Natrium-ausscheidung (FEna) bei
narkotisierten jungen (CD-JNG, CD-
CON und alteren (CD-ALT) CD-1-
Méausen. Die CD-JNG und CD-ALT
Gruppe bekam zunachst
Ringerldsung infundiert (BASAL), die
in  HPI-HPIl durch Aminosaure-
l6sung ersetzt wurde. Die
Zeitkontrollgruppe (CD-CON) wurde
Uber die gesamte Versuchsdauer
(BASAL+HPI-HPIII) mit Ringerlésung
infundiert.
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3.2.2 D3 (-/-) Mause und Wildtypmause (C57/BI6)

Bei den hier verwendeten Tieren handelt es sich um die Tiere aus den
Stoffwechselkafigversuchen, wobei zwischen den Stoffwechelkéafigversuchen
und den Clearanceversuchen wenigstens 4 Tage lagen. Die beiden
Tiergruppen waren ca. 5-6 Wochen alt und wogen 25-30 g. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied im Nierenindex dieser beiden Tiergruppen, er lag bei

1,35+0,12 fur die Wildtyptiere und bei 1,16+0,09 fir die D3 knock-out Tiere.

3.2.2.1 Zeitkontrollen

Fur die Zeitkontrollgruppen wurden C57/BI6 und Ds(-/-) Mause verwendet, die
Uber die gesamte Versuchsdauer mit BSA versetzte Ringerldsung infundiert
bekamen (siehe Material und Methoden 2.3.2.1). In den zwei
Zeitkontrollgruppen (C57/BI6, D3(-/-)) ergaben sich im Verlauf des Versuches
teilweise signifikante Veranderungen (siehe Tabelle 5). Bei der Betrachtung der
Entwicklung der einzelnen Gruppen uber den Versuchszeitraum fiel auf, dass
der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) bei den Wildtyptieren um 6% und bei den
D3(-/-) Mausen um 10% anstieg. Ebenso war ein Abfall des Hamatokrits von 7%
bei den Wildtyptiere und den Ds3(-/-) Mause zu beobachten. Die Kontrollgruppe
der D3(-/-) Tiere zeigte eine signifikant erhdhte Natriumausscheidung (p<0,05)
und fraktionelle Natriumausscheidung (p<0,05) in der 2. Versuchsperiode,
wahrend die Wildtyptiere eine signifikante erhéhte Natriumausscheidung in der

4. Versuchsperiode (p<0,05) aufwiesen.

Das Urinvolumen Uber die 5 Versuchsperioden lag in der Wildtypgruppe bei
einem Mittelwert von 3,15+0,6 pl/(min*gNiere) und in der Ds(-/-) Gruppe bei
4,09+£0,7 pl/(min*gNiere). Die Na-Konzentration im Plasma hatte einen
Mittelwert von 153,1+3,3 mmol/l bei den Wildtyptieren und 148,3+3,3 mmol/l bei
den Dj(-/-) Tieren. Der Mittelwert der GFR, wahrend der Dauer der 5
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Versuchsperioden, lag bei den Wildtyptiere bei 0,52+0,04 ml/(min*g)Niere und
bei den D3(-/-) Tiere bei 0,53+0,06 ml/(min*g)Niere. Die Unterschiede zwischen
den Wildtyptieren und den Dgs(-/-) Mausen beim Urinvolumen, der Na-
Konzentration im Plasma, sowie der GFR erreichten nicht das Signifikanzniveau

von p< 0,05.

3.2.2.2 Aminosaureinfusion 10%

Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse findet sich in Tabelle 5 und den
Abbildungen 16-21. Hierbei zeigte sich, dass die Wildtyptiere eine signifikante
GFR-Steigerung von 47% in der 1. Hauptperiode (p<0,05) und von 71% in der
2.Hauptperiode (p<0,05) hatten, wahrend die Ds3(-/-) Tiere keine GFR-
Steigerung aufwiesen und bei einer mittleren GFR von 0,48%0,06
ml/(min*gNiere) in allen drei Hauptperioden blieben. Bei den Wildtyptieren war
ebenfalls eine Zunahme des Urinvolumens gegeniber dem Basalwert zu
beobachten: Um das 1,4-fach (p<0,05) in der 1. Hauptperiode und um das 2,3-
fache (p<0,05) in der 3. Hauptperiode. Die D3(-/-) Tiere schieden wahrend der
Versuchsperioden im Mittel 4,18+0,9 pl/(min*gNiere) aus und zeigten keine
signifikanten  Steigerungen auf die Aminosaureinfusion in den drei
Hauptperioden. Bei der Natriumausscheidung im Urin fand sich bei den
Wildtyptieren in der 2. Hauptperiode eine Vervierfachung der Ausscheidung der
Basalperioden (p<0,05), wahrend in der 1. und 3. Hauptperiode das
Signifikanzniveau gerade eben nicht erreicht wurde, mit einem p-Wert von 0,05.
Der Mittelwert der Hauptperioden lag gegen tber dem Basalwert jedoch um das
2,9-fache hoher (p<0,05). In der Gruppe der D3(-/-) Tiere fiel eine Steigerung
von 29% in der ersten Hauptperiode auf (p<0,05), bei der Betrachtung der
Steigerung des Mittelwertes der drei Hauptperioden gegeniiber dem Basalwert
gab es keine signifikante Steigerung der Natriumausscheidung im Urin mehr
(p=0,29). Weder bei den Wildtyptieren, noch bei den D3(-/-) Tieren fiel bei der
fraktionellen Natriumausscheidung eine signifikante Steigerung auf. Jedoch
nahmen die Zahlenwerte der Wildtypgruppe starker zwischen der Basalperiode
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und den Hauptperioden zu. als die der Ds(-/-) Tiere. Diese waren bedingt durch
die grof3e Streuung der Versuchswerte nicht signifikant (p=0,05). In Folge der
Versuchsbedingungen wurde in beiden Gruppen ein Anstieg des MAP in den
Hauptperioden, sowie ein Abfall des Hamatokritwertes beobachtet. Die
Natriumkonzentration im Plasma blieb in beiden Gruppen Uber den gesamten

Versuch konstant.
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Zeitkontrollen (WT-CON und
KO-CON) und der Versuche mit Infusion von 10%-iger Aminoséaurelésung (WT-
AS10 und KO-AS10). Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP), die Herzfrequenz
(HF), der Hamatokrit (Hkt), die Natriumkonzentration im Plasma (Napjasma), das
Natriumausscheidung
Natriumausscheidung (FEna) und die glomerulare Filtrationsrate (GFR) sind als
Mittelwerte #£SEM angegeben.

Urinvolumen

(LV),

die

(UNaV),

die

fraktionelle

GRUPPE |Periode| WT-CON | KO-CON | WT-AS10 | KO-AS10
(n) n=8 n=8 n=10 n=8
MAP BAS 91,945,7 | 90,1+4,9 | 855+2,9 | 93,1+3,8
(mmHg) HP | 95,6+6,4* | 98,3+6,2* | 95,5+4 4% | 100,6+3,1*
HP 1 94,3+6,0* | 98,7+6,1* | 96,5+4,3* | 99,2+3,7
alll 97,8+6,2* | 100,7+6,8* | 86,7+4,2 | 98,8450
HE BAS 507,8+19,4 | 531,3+14,5 | 511,1+23,3 | 534,4+14,5
(1/min) HP | 525,0+19,8 | 550,0+12,5 | 530,0+16,1 | 568,8+21,5
HP 1 465,6+59,8 | 562,5+17,1 | 535,0+20,1 | 556,3+13,8
HP Il | 535 7+21,9 | 578,6+17,1 | 543,8+18,6 | 564,3+21,9
Hkt BAS 44,8+0,9 | 48,3+0,5 | 46,1+0,6 | 45,9+2,5
(%) HP | 43,5+1,0* | 46,5+0,6* | 43,4+0,7* | 44,3+2 4%
HP 1l 41,8+1,1* | 45,0+0,6* | 41,840,7* | 43,3+2,2*
alll 41,4+1,1* | 44,7+0,7* | 40,4+0,9* | 44,0+1,1*
Napiasma BAS 154,5+2,9 | 146,8+2,8 | 143,4+3,5 | 151,7+4,2
(mmol/l) HP | 152,7+3,4 | 150,3+3,3 | 142,0+1,8 | 150,4+5,1
HP 1l 154,3+2,4 | 149,2+3,3 | 144,2+2.8 | 152,3+5,0
alll 150,7+4,8 | 146,9+3,9 | 139,9+2,3 | 153,5+5,0
uv BAS 2,58+0,4 | 3,58+0,6 | 2,87+0,7 | 4,23+1,7
(W/(min*gN))  [HP I 2,69+0,3 | 3,59+0,3 | 6,88+2,0*+ | 5,01+1,1
HP Il 2,95+0,6 | 4,41+0,9 | 9,27+3,1 | 3,48+0,3
alll 4,39+1,2 | 4,76+1,2 | 9,33+2,9* | 3,94+0,6
UnaV BAS 0,19+0,05 | 0,23+0,07 | 0,27+0,08 | 0,42+0,11
(umol/ HP | 0,23+0,05 | 0,42+0,10* | 0,81+0,29 | 0,59+0,11*
(min*gN)) HP 1 0,30+0,09 | 0,46+0,15 | 1,33+0,44* | 0,47+0,16
alll 0,460,14* | 0,55+0,32 | 1,19+0,43 | 0,70%0,25
FEna BAS 0,26+0,08 | 0,32+0,10 | 0,39+0,09 | 0,54+0,14
(%) HP | 0,35+0,09 | 0,54+0,13* | 0,79+0,28 | 0,52+0,14
HP Il 0,39+0,16 | 0,53+0,14 | 1,08+0,37 | 0,58+0,10
HP 1l 0,59+0,22 | 0,52+0,26 | 1,11+0,49 | 0,53+0,33
GFR BAS 0,52+0,03 | 0,56+0,03 | 0,45+0,05 | 0,45+0,05
(ml/(min*gN)) [HP I 0,50+0,03 | 0,54+0,05 | 0,66+0,09* | 0,48+0,04
HP Il 0,57+0,05 | 0,53+0,07 | 0,77+0,12* | 0,49+0,08
HP 1l 0,48+0,06 | 0,50+0,09 | 0,81+0,09* | 0,48+0,05

* p<0,05 versus BAS
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Abbildung 16: Herzfrequenz (HF) bei narkotisierten Wildtyp (WT) und D3

knock-out

dargestellt) Infusion von

uber

(Ds(-/-)) Mausen (Mittelwert+SEM). Bei den Zeitkontrollen (links
Ringerldsung

den gesamten Versuch

(BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion (rechts

dargestellt), Basalwert mit

Infusion

von

Ringerlosung (BASAL) und

anschlieRend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIII) mit Aminosaureinfusion.

* p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 17: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) bei narkotisierten Wildtyp
(WT) und Dz knock-out (D3(-/-)) Mausen (Mittelwert+<SEM). Bei den
Zeitkontrollen (links dargestellt) Infusion von Ringerlésung tUber den gesamten
Versuch (BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion
(rechts dargestellt), Basalwert mit Infusion von Ringerlésung (BASAL) und
anschlieRend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIIl) mit Aminoséaureinfusion.

* p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 18: Glomerulare Filtrationsrate (GFR) bei narkotisierten Wildtyp
(WT) und D3 knock-out (Ds(-/-)) Mausen (Mittelwert#SEM). Bei den
Zeitkontrollen (links dargestellt) Infusion von Ringerlésung uber den gesamten
Versuch (BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion
(rechts dargestellt), Basalwert mit Infusion von Ringerldsung (BASAL) und
anschlielend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIII) mit Aminosaureinfusion.
* p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 19: Urinvolumen (UV) bei narkotisierten Wildtyp (WT) und D3z knock-
out (Ds(-/-)) Mausen (Mittelwert+SEM). Bei den Zeitkontrollen (links dargestellt)
Infusion von Ringerldsung uber den gesamten Versuch
(BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion (rechts
dargestellt), Basalwert mit Infusion von Ringerlésung (BASAL) und
anschlieRend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIII) mit Aminosaureinfusion.

* p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 20: Natriumausscheidung im Urin (UnaV) bei narkotisierten Wildtyp
(WT) und D3 knock-out (Ds(-/-)) Mausen (Mittelwert#SEM). Bei den
Zeitkontrollen (links dargestellt) Infusion von Ringerlésung uber den gesamten
Versuch (BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion
(rechts dargestellt), Basalwert mit Infusion von Ringerldsung (BASAL) und
anschlielend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIII) mit Aminosaureinfusion.

* p<0,05 versus BASAL
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Abbildung 21: Fraktionellen Natriumausscheidung (FEna) bei narkotisierten
Wildtyp (WT) und D3 knock-out (Ds(-/-)) Mausen (MittelwertzSEM). Bei den
Zeitkontrollen (links dargestellt) Infusion von Ringerlésung uber den gesamten
Versuch (BASAL+HPI+HPII+HPIII). Bei den Versuchen mit Aminosaureinfusion
(rechts dargestellt), Basalwert mit Infusion von Ringerldsung (BASAL) und
anschlielend drei Hauptperioden (HPI+HPII+HPIII) mit Aminosaureinfusion.

* p<0,05 versus BASAL
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4. DISKUSSION

4.1 Altersabhangige renale Veranderungen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein deutlicher Unterschied in der
Nierenfunktion von jungen und Aalteren CD-1-M&ausen (5-6 und 20 Wochen)
gefunden. Er zeigte sich in wachem und narkotisiertem Zustand. Zu Beginn
wurde die renale Ausscheidungsfunktion in Stoffwechselkéafigen an wachen CD-
1-Mausen untersucht. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese
Beobachtungen den Basalparametern wacher CD-1-Mause entsprachen, da
keinerlei invasive MalRnahmen an den Mausen, durchgefihrt wurden. In
weiteren Untersuchungen wurde die glomerulare Filtrationsrate (GFR) an

narkotisierten jungen und alteren CD-1-M&ausen untersucht.

In den Stoffwechselkafigversuchen mit jungen (5-6 Wochen) und &lteren (20
Wochen) CD-1-Mausen zeigte sich ein signifikant niedrigeres Trink- und
Urinvolumen bei den jungen gegeniber den alteren Tieren. Diese Beobachtung
kénnte dafir sprechen, dass die Niere der &lteren Mause eine reduzierte
Konzentrationsfahigkeit aufweist. Hierfur wirde auch die geringere Osmolalitat
des Urins dieser Tiere sprechen. Um den grol3eren Verlust an Flissigkeit zu
kompensieren, nehmen diese Tiere mehr Trinkwasser auf. Der Verlust der
Konzentrationsfahigkeit der Niere im Alter konnte bereits bei C57/Bl6 Mausen,
Ratten und beim Menschen beobachtet werden [Burich, 1975; Rowe et. al.,
1976]. Welche Mechanismen fir dieses Ph&dnomen verantwortlich sind, ist noch
nicht hinreichend verstanden. Einige Autoren sehen im altersbedingten Abfall
der GFR die Hauptursache, wahrend andere annehmen, dass durch die relative
Zunahme der medullaren Durchblutung der Niere der Konzentrationsgradient
abnimmt und somit das Gegenstromprinzip der Henle-Schleife an Effektivitat
verliert und weniger stark konzentrierter Urin ausgeschieden wird. Darlber

hinaus werden Defizite im tubularen lonentransport diskutiert.
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Bei der Betrachtung altersabhangiger renaler Veranderungen bei Nagetieren,
insbesondere bei Mausen stellt der verwendete Tierstamm eine wichtige
Grundlage dar. Dieser Faktor scheint entscheidenden Einfluss auf das Ausmalf}
und die Geschwindigkeit renaler Veranderungen bei Mausen im Alter zu haben
[Hackbarth und Harrison 1982b]. In einer Studie wurden drei unterschiedliche
Mausestamme (C57/BI6, CBA/HT6, B6CBAF;) hinsichtlich morphologischer
und funktioneller Verdnderungen der Niere im Alterungsprozess untersucht.
Hierbei fand sich, dass die altersabhéangigen morphologischen Veranderungen,
z.B. glomerulare Sklerose und Stauung, mit einer abnehmenden Nierenfunktion
korrelierten. Bei den C57/BI6 M&ausen konnten bereits bei 29 Wochen alten
Tieren pathologische Veranderungen der Glomeruli beobachtet werden, die mit
einem Abfall der GFR einhergingen. Die CBA/HT6 zeigten dieses Phanomen
erst im Alter von 66-101 Wochen wahrend die B6CBAF; Mause im Alter von
101 Wochen immer noch eine nahezu unauffallig Nierenfunktion aufwiesen.
Diese Beobachtungen legen nahe, dass die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten CD-1-Mause den C57/BI6 Mausen, was den altersabhangigen
Verlauf der Nierefunktion betrifft, am ahnlichsten sind, da bei den CD-1-Mausen
bereits nach 20 Wochen funktionelle renale Veranderungen festgestellt werden

konnten.

Bei der Elektrolytausscheidung von Natrium, Kalium und Chlorid war ebenfalls
eine erhohte Ausscheidung bei é&lteren CD-1-Mausen zu beobachten,
insbesonders die Kaliumausscheidung im Urin der alteren Tiere war stark
gesteigert. Hintergrund dieser Beobachtung konnte die Aldosteron bedingte
Ruckresorption von Natrium im distalen Tubulussystem sein, bei welcher
Natrium im Austausch mit Kalium und Wasserstoffionen aus dem Tubuluslumen
aufgenommen und somit mehr Kalium im Urin ausgeschieden wird. Hiergegen
spricht jedoch die Tatsache, dass im Alter die Plasmareninaktivitat und der
basale Aldosteronspiegel im Plasma reduziert sein sollen [Weidmann et.
al.,1975; Crane et. al, 1976], sowie die parallele Zunahme der
Natriumkonzentration im Urin, welche im Rahmen dieses Regulationsvorganges

abnehmen sollte. Die Untersuchungen von Hackbarth und Harrison [1982b]
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konnten auch fir die altersbedingten tubularen Verdnderungen Unterschiede
zwischen den Mausestammen zeigen. Hierbei ist interessant, dass beim
C57/BI6 Mausen die Natriumausscheidung zuerst abnahm und erst im Alter von
101 Wochen stark anstieg, wahrend die CBA/HT6 Mause eine kontinuierliche
Zunahme der Natriumausscheidung im Urin mit dem Alter aufwiesen. Die
gesteigerte Natriumausscheidung war positiv mit einer Hypertrophie der Niere
korreliert. Generell kann gesagt werden, dass bei allen drei Mausestammen die
Natriumausscheidung (fir die anderen Urinelektrolyte fanden sich keine
Angaben) altersabhangig zugenommen hat, dass der Zeitpunkt dieser
Veranderung im Lebensverlauf jedoch vom Mausestamm abhing. Das
Phanomen der altersabhéangig gesteigerten Elektrolytausscheidung im Urin
konnte von Alt et. al. [1980] in &hnlichem MalRRe bei alten Ratten beobachtet
werden. Hingegen wurde in einer Studie an gesunden Probanden keine
Zunahme der Natriumausscheidung im Urin gefunden, die jungen und alten
Probanden schieden die selbe tagliche Menge an Natrium aus [Fliser et. al.,
1993]. Im Gegensatz dazu trat in einer anderen Studie von Epstein und
Hollenberg [1976] eine gesteigerte Natriumausscheidung bei alteren Probanden
gegeniber jungen Probanden nach einer Natriumrestriktion auf. Fir diese
unterschiedlichen Beobachtungen koénnte ursachlich sein, dass bei der
Untersuchung von Fliser et. al. [1993] keine Probanden mit renalen und
kardiovaskularen Vorerkrankungen in die Studie aufgenommen wurden,
wahrend die Probanden bei Epstein und Hollenberg [1976] weniger restriktiv
ausgewahlt wurden. Bei den zitierten Untersuchungen mit Mausen und Ratten
wurden teilweise Tiere mit bereits bestehenden renalen Veranderungen, die bei
Nagetieren in hoherem Alter ohnehin sehr haufig sind [Dunn, 1967], in die
Experimente eingeschlossen, was die auftretenden Unterschiede erklaren
konnte. Da die beim Menschen sicher zu erwartenden renalen und
kardiovaskularen Vorerkrankungen bei den Experimenten nicht bertcksichtigt

wurden, kdnnten diese Bedingungen die Beobachtungen beeinflusst haben.

Die von den meisten Autoren [Epstein und Hollenberg, 1976; Alt et. al., 1980;
Hackbarth und Harrison,1982b] und in dieser Arbeit beobachtete gesteigerte
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Natriumausscheidung der alteren Individuen kdnnte auch auf einen Verlust der
Konzentrationsfahigkeit der  Niere  zurickgefuhrt  werden. Welche
pathophysiologischen Mechanismen diesem Konzentrierungsverlust zugrunde
liegen ist noch nicht hinreichend verstanden. Neben der beobachteten
reduzierten GFR bei &lteren Individuen scheinen auch Defekte in tubularen
Transportsystemen eine plausible Erklarung far den Verlust der

Konzentrationsfahigkeit zu sein.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Basalparameter fir CD-1-Mause sind
in Ubereinstimmung mit den von Meneton et. al. [2000] veréffentlichen Daten.
Sie befinden sich jedoch eher am unteren Ende der dort beschriebenen
Varianzbreite. Die Ursache hier konnte sein, dass die Daten der
Stoffwechselkafigversuche an CD-1-Mausen wahrend des Tages uber 8h
erhoben wurden, in denen sich die eher nachtaktiven Mause in einer
Ruhephase befanden. In einer Studie zeigten Mause nachts im Vergleich zum
Tag eine bis ums 40-fache gesteigerte Elektrolyt- und Volumenausscheidung
[Cambar et. al.,, 1981]. Dass die erhobenen Parameter im physiologischen
Bereich der CD-1-Mause liegen, beweist die weitgehend ausgeglichene

Flussigkeitsbalance.

In den Clearanceversuchen konnte bei den jungen und &lteren CD-1-Mausen
im Versuchverlauf ein Anstieg des MAP und ein Abfall des Hamatokrits
beobachtet werden. Da der MAP Anstieg in beiden Gruppen und der
Kontrollgruppe in gleichem Masse auftrat und maximal 10% Uber dem
Basalwert lag, durften die Veranderungen nicht physiologisch relevant sein. Der
Hamatokritabfall trat durch die einmal pro Periode durchgefiihrte Blutabnahme
auf, wobei der Blutverlust bei maximal 8% des Gesamtblutvolumens lag. Weil
sich der MAP und der Hamatokrit in beiden untersuchten Tiergruppen in
gleichem Mal3e veranderten, sollten diese Phanomene keinen Einfluss auf die
Ergebnisse haben.
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Zwischen den jungen und alteren CD-1-Mausen fand sich im Clearanceversuch
kein Unterschied fur folgende Parameter: MAP, Herzfrequenz, Urinvolumen,
Natriumkonzentration im Plasma und der Natriumausscheidung im Urin. Die
erhobenen Daten stimmten mit den von Meneton et. al. [2000] veroffentlichten
Daten zu unterschiedlichen M&usestdmmen in narkotisiertem Zustand gut
Uberein. In den Stoffwechselkafigversuchen wiesen die &lteren CD-1-Mause
eine hohere Urin- und Natriumausscheidung auf als die jungen CD-1-Mause.
Diese Beobachtung konnte in den Clearanceversuchen nicht bestatigt werden.
Die Ursache hierfur kénnte in der verabreichten Infusion (1%/(KG*h)) liegen,
welche eher eine Hyperhydrierung und positive Flussigkeitshbilanz verursachte.
Moglicherweise reichte der freie Zugang zur Trinkflasche bei den jungen CD-1-

Mausen im Stoffwechselkafig nicht aus, um diese Hydrierung zu gewahrleisten.

Ein entscheidender Unterschied zwischen alteren und jungen Tieren zeigte sich
beim Nierenindex. Die &lteren CD-1-Mause hatten im Verhaltnis zu ihrem
Kdrpergewicht gréRere Nieren als die jungen CD-1-Mause. Diese Beobachtung
machten auch Hackbarth und Harrison [1982b] bei ihrer Untersuchung an drei
unterschiedlichen Mausestammen. Bei allen stieg der Nierenindex mit
zunehmendem Lebensalter an. Der Zeitpunkt des Anstiegs variierte zwischen
den Stammen, was genetisch bedingt sein konnte. Diese Hypertrophie der
Niere wahrend des Alterungsprozesses kann als Kompensationsversuch des

Funktionsverlustes verstanden werden.

Im Clearanceversuch besalR3en die alteren Tiere eine etwas niedrigere basale
GFR als die jungen Tiere. Dieses Phanomen konnte schon an Ratten [Alt et. al.,
1980] und am Menschen [Lewis und Alving 1938; Fliser et. al., 1993]
beobachtet werden. Die Ursachen hierfiir sind jedoch noch nicht hinreichend
verstanden. Es wird die Zunahme von spontan auftretenden
Nierenerkrankungen, wie Nephrosklerose, im Alter angenommen [Dunn, 1967].
Des weiteren scheinen nahrungsabhangige Faktoren fir die altersbedingte

Nephropathie eine Rolle zu spielen. Neuhaus und Flory [1975] fanden bei
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Ratten, dass bei proteinreicher Ernahrung die renalen Veranderungen stéarker
und schneller auftreten. Dartber hinaus scheint eine natriumarme Diat sich
positiv auf die degenerativen renalen Prozesse auszuwirken [Elema und Arends
1975], insbesondere bei Nagetieren wird ein immunologischer Prozess fir das
Fortschreiten von Nierenverdnderungen diskutiert [Mellars, 1965; Hirokawa,
1975]. Bei Mausen spielen besonders genetische Unterschiede zwischen den
Mausestammen eine entscheidende Rolle fur die Verdnderung der
Nierenfunktion im Alter [Hackbarth und Harrison 1982b].

Zur Beurteilung der renalen funktionellen Reserve wurde bei den jungen und
alteren CD-1-Mausen eine Aminosaurelésung infundiert. Bei den jungen Tieren
fand sich der erwartete signifikante GFR Anstieg. Bei den é&lteren Tieren
veranderte sich die GFR dagegen nicht. Somit haben die alteren CD-1-M&use
aufgrund struktureller Veranderungen ihre renale funktionelle Reserve verloren,
bzw. bendtigen schon unter Basalbedingungen diese Reserve zur Erhaltung
einer suffizienten Nierenleistung. Parallel mit der Aminosaureinfusion stieg bei
den jungen CD-1-Méause das Urinvolumen und die Natriumausscheidung im
Urin an. Bei den &lteren CD-1-Mausen zeigte sich trotz einer gleichbleibenden
GFR eine leichte Zunahme des Urinvolumens und der Natriumausscheidung im
Urin. Der altersabhéngige Unterschied der Reaktion auf eine Glycininfusion
wurde von Baylis et. al. [1990] an Ratten im Alter von 3-4, 18 und 22-24
Monaten untersucht. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen an CD-1-
Méausen fand sich, dass die basale GFR mit zunehmendem Alter der Ratten
abnimmt und eine GFR Steigerung in Folge Glycininfusion nur bei den jungen
(3-4 Monate) und mittelalten (18 Monate) Ratten beobachtet werden konnte,
nicht aber bei alten (22-24 Monate) Tieren. Im Gegensatz zur Studie von Baylis
et. al. [1990] wurden in der vorliegenden Arbeit nur zwei Gruppen von
unterschiedlich alten CD-1-Mausen untersucht, die altersbedingt eher den
jungen und mittelalten Ratten entsprachen. Dies wirde bedeuten, dass bei CD-
1-Méausen der renale Alterungsprozess und dessen Effekt auf die renale
Hamodynamik schneller verlauft als bei den von Baylis et. al. [1990]

untersuchten Ratten. Darlber hinaus ist zu bertcksichtigen, dass in der
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vorliegenden Studie mit Ratten von Baylis et. al. [1990] eine reine Glycin-
Losung verabreicht wurde und kein physiologisches Gemisch unterschiedlicher

Aminoséauren.

Beim Menschen hingegen scheint auch in hoherem Alter noch eine renale
Reserve vorhanden zu sein. Fliser et. al. [1993] beobachtete eine GFR
Zunahme nach Aminosaureinfusion bei jungen (23-32 Jahre) und alteren (61-82
Jahre) Probanden, wobei die GFR bei den &lteren Probanden etwas weniger
anstieg. Das Urinvolumen und die Natriumausscheidung wurden nicht
beschrieben. Bei der Betrachtung der Befunde bei M&usen und Ratten
scheinen die hamodynamischen Veranderungen im Alter im Vordergrund zu
stehen. Dies ist vermutlich bedingt durch die reduzierte Gesamtzahl an
funktionierenden Glomeruli. Eine weitere Deutung bietet die von Woods et. al.
[1993a] aufgestellte Gesamttheorie. Es wird davon ausgegangen, dass durch
einen Kotransport von Aminosauren und Natrium im Tubulussystem ein
sekundares Signal von der Macula densa ausgeht, welches dann zur
Ausschittung von Mediatoren fiihrt, die die Dilatation des Vas afferens und im
folgenden die Steigerung der GFR und des RBF induzieren. Es wére nun
vorstellbar, dass die GefalRe durch Arteriosklerose nur eine ungentgende
Dilatation erreichen was zu einer verringerten bzw. ganz aufgehobenen GFR-
Steigerung fuhren wirde. Die altersbedingten Veranderungen des renalen
GefalRwiderstandes wurden von Baylis et. al. [1990] in der Untersuchung an
Ratten ebenfalls beurteilt. Es fand sich, dass der renale Gefal3widerstand bei
den alten Ratten schon im Basalzustand gegentiber den jingeren Tieren erhoht
war und paradoxerweise in Folge der Glycininfusion noch weiter zunahm,
wahrend der renale GefalRwiderstand bei den jingeren Ratten abfiel. Inwieweit
dieses vaskulare Phanomen auch bei Mausen von Bedeutung ist, muss noch
untersucht werden. Die Theorie von Woods et. al. [1993a] fuldt auf der
Koresorption von Aminosauren und Natrium, die eine reduzierte
Natriumausscheidung erwarten liesse. In dieser Arbeit und zahlreichen anderen
Veroffentlichungen konnte dieses nicht bestatigt werden [Muhlbauer et. al.,
1994; Ruilope et.al., 1987]. Moglicherweise werden in den der Macula densa
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nachfolgenden Tubulusabschnitten die lonenkonzentrationen des Urins noch
modifiziert, so dass in der Urinprobe aus einem Blasenkatheter die reduzierte
Natriumkonzentration des Urins nicht mehr gemessen werden kann. Dies

erscheint quantitativ betrachtet aber unwahrscheinlich.

Die Elektrolytausscheidung, welche hauptsachlich durch die tubulare
Resorptionsleistung beeinflusst wird, wurde durch die altersbedingten
Veranderungen der Niere bei CD-1-Mausen wenig verandert. Diese Zunahme
der Natriumausscheidung im Urin (absolute Na-Ausscheidung, fraktionelle Na-
Ausscheidung) und des Urinvolumens bei den alteren CD-1-Mausen wies einen
ahnlichen Anstieg wie bei den jungen CD-1-Mausen in Folge der
Aminosaureinfusion auf. Bei Untersuchungen an Ratten wurde dieses
Phdnomen ebenfalls beobachtet, was daflir spricht, dass die altersbedingten
renalen Veranderungen hauptsachlich die Hamodynamik der Niere betreffen

und weniger die tubulare Funktion.
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4.2 Ds-Rezeptor Funktion

Im Hauptabschnitt dieser Arbeit wurde die Relevanz des Ds-Rezeptors fur die
Regulation der hamodynamischen und tubularen Funktionen der Niere
untersucht. Es konnten signifikante Unterschiede zwischen Wildtypmausen und
Ds-knock-out (D3 (-/-)) Mausen beobachtet werden.

Bei der Untersuchung der basalen Nierenfunktion von D3 (-/-) Mausen und
Wildtypmausen im Stoffwechselkafig fiel ein erhdhtes Urinvolumen und eine
gesteigerte Natriumausscheidung im Urin der D3 (-/-) Mausen gegeniiber den
Wildtyptieren auf. Fir die Ubrigen erhobenen Parametern (Trinkvolumen,
Kaliumausscheidung, Chloridausscheidung, Osmolalitéat) fanden sich keine
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Alle erfassten Daten liegen
in der physiologischen Schwankungsbreite und sind in Ubereinstimmung mit
den von Meneton et. al. [2000] veroffentlichten Grossenordnungen fur Mause in
wachem Zustand. Diese Beobachtung lasst darauf schlielen, dass der Ds-
Rezeptor regulierend auf die tubulare Funktion einwirken koénnte und

maglicherweise auch mit der Volumenregulation in Zusammenhang steht.

Um die Urin- und Elektrolytausscheidung an wachen, unbehandelten D3 knock-
out Mausen und Wildtypmausen im Stoffwechselkéfigversuch besser beurteilen
zu kénnen, wurden die Tiere mit einer NaCl-Losung von 1% oder 4% beladen.
Der Versuch umfasst zwei getrennte Sammelperioden (SP1 & SP2), um eine
Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung nach oralen NaCl-
Beladung treffen zu kdnnen. Bei der Beladung mit 1%-iger NaCl-Losung fiel auf,
dass die D3 knock-out Mause in der SP1 eine hdhere Natriumausscheidung
hatten als die Wildtyptiere, die in der SP2 mehr Natrium als die D3 (-/-) Mause
ausschieden. Eine weitere Beobachtung ergab sich beim Trinkvolumen der
SP2. Die D3 knock-out Méause tranken bei 1%-iger geringflgig weniger und bei
4%-iger NaCl-Beladung signifikant weniger als die Wildtyptiere, wobei sie
vergleichbare Urinvolumina ausschieden. Asico et. al. [1998] beobachtete bei
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seinen Untersuchungen an narkotisierten Mausen, dass fur das Ds;-Gen
heterozygote Mause eine NaCl-Beladung besser ausscheiden konnten als
Wildtyptiere. Die homozygoten knock-out Mause zeigten bei Asico et. al. [1998]
akut nach der NaCl-Gabe ebenfalls einen Anstieg der Na-Ausscheidung im Urin
wie bei den hier durchgefiihrten Versuchen an wachen D3 knock-out Mausen.
Bei der infolge durchgefihrten 4%-igen, oralen NaCl-Beladung der D3 knock-
out Mause war dieser beschleunigte Anstieg der Na-Ausscheidung im Urin, wie
unter 1%-iger NaCl-Beladung beobachtet, im Vergleich mit den Wildtypmausen
nicht mehr zu beobachten. Vermutlich greifen bei hdherer Beladung noch
andere regulatorische Mechanismen ein, die den funktionellen Defekt durch den
Ds-knock-out kompensieren. Dariiber hinaus wies Asico et. al. [1998] eine
gesteigerte Reninaktivitat bei den Dz (-/-) Mausen nach, was in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung steht, dass der Ds-Rezeptor in
juxtaglomerularen Zellen die Reninsekretion hemmt [Sanada et. al., 1997].
Aufgrund dieser Zusammenhénge kénnten im Organismus der D3 knock-out
Maus bereits natriuretisch wirkende Systeme stimuliert sein, die sofort nach der
NaCl-Beladung ihre Wirkung entfalten, wahrend bei der Wildtypmaus in
normaler Stoffwechsellage diese erst noch angeregt werden mussen. Das
reduzierte Trinkvolumen wirde sich auch durch die gesteigerte Reninaktivitat
erklaren lassen, welche sekundar zu einer erhéhten Wasserriickresorption
fuhrt. Die erniedrigte Trinkmenge konnte jedoch auch in einer reduzierten
Flissigkeitsausscheidung oder einer vermehrter Flissigkeitsaufnahme im
Vorfeld des Stoffwechselkafigversuchs begrindet liegen. Des weiteren wurde
bei den D3 (-/-) Mausen wie bereits bei den Basalwerten eine erhdhte
Kaliumausscheidung im Urin wahrend der 1%- und 4%-igen NaCl-Beladung
beobachtet, die durch die Aldosteron bedingte Natriumriickresorption im
Tubulussystem verursacht sein konnte. Die gesteigerte Kaliumausscheidung
kénnte jedoch auch durch die direkte Interaktion mit Rezeptoren der D,-
Rezeptorfamilie zustande kommen, da Rezeptoren der D,-Rezeptorfamilie
unter anderem durch Modulation von Calcium- und Kaliumkanalen ihre Wirkung
entfalten [Robinson und Caron 1997]. Somit scheinen einige Beobachtungen,

die Befunde von Asico et. al. [1998] bezlglich der gesteigerten Reninaktivitét
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bei D3 (-/-) Mausen zu bestatigen und die Wichtigkeit des D3s-Rezeptors fur die
Hemmung der Reninausschittung aus den juxtaglomeruldren Zellen zu

unterstreichen.

In diesem Zusammenhang interessant sind Untersuchungen der Arbeitsgruppe
an einem Rattenmodell des salzabhangigen Hypertonus [Luippold et. al., 2000].
Es wurden salz-sensitive (DS) und salz-resistente (DR) Dahl Ratten untersucht.
Ublicherweise entwickeln die salz-sensitiven Tiere unter normal- oder hochsalz
Ernahrung einen Hypertonus wéhrend die salz-resistenten Tiere normotensiv
bleiben. Zun&achst wurden beide Tiergruppen mit dem Ds-Rezeptor Agonist 7-
OH-DPAT behandelt. Bei den DR Ratten zeigte sich eine GFR Steigerung und
Natriurese, wie sie bereits von Luippold et. al. [1998] an anderen Ratten
beobachtet wurde. Die DS Ratten hingegen wiesen keine GFR Zunahme auf
und die Natriuese lief3 sich nur bei normalsalz ernéhrten Tieren beobachten,
nicht jedoch bei hochsalz ernédhrten. Fortsetzend wurden DR Ratten chronisch
(29 Tage) mit dem selektiven D3-Rezeptor Antagonist BSF 135170 behandelt,
wéahrend unter normalsalz Erndhrung keine Verdnderungen des systolischen
Blutdrucks gemessen wurden, konnte unter hochsalz Ernédhrung eine Zunahme
des Blutdrucks bei den zuvor salz-resistenten Ratten beobachtet werden. Die
funktionellen Untersuchungen und der Blutdruckanstieg bei DR mit D3-Rezeptor
Antagonistenbehandlung und hochsalz Ernahrung legen nahe, dass der D;-
Rezeptor eine Rolle in der Pathophysiologie des salzabhangigen Hypertonus
spielt. Asico et. al. [1998] beobachtete bei den D3z knock-out Mausen einen
Hypertonus. Allerdings wurden die Daten an narkotisierten Mausen erhoben,
was die Beurteilung des Phanomens erschwert, da das Narkotikum durchaus
modulierend auf den MAP wirken kann. Deshalb wére es sinnvoll, diese
Untersuchung an wachen Tieren mit Hilfe der Schwanzdruck Plethysmographie,
wie sie bei den Versuchen an Dahlratten verwendet wurde und von Meneton et.

al. [2000] auch bei Mausen beschrieben wurde, zu wiederholen.

Die Beobachtungen unter akuter NaCl-Beladung der wachen D3 knock-out

Mause scheinen darauf hinzudeuten, dass die D3 (-/-) Mause in der Lage sind,
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die NaCl-Beladung wieder auszuscheiden. Die Untersuchungen von Asico et.
al. [1998] an narkotisierten Mausen machen in diesem Punkt keine klare
Aussage. Dass diese Beobachtungen nicht zwangslaufig bedeuten, dass der
Ds-Rezeptor nicht natirlicherweise an der NaCl-Ausscheidung beteiligt ist,
zeigen neuere Studien, die sich mit Kompensationsmechanismen bei knock-out
Mausen beschaftigen. Brooks et. al. [2001] untersuchten eine Gruppe von
knock-out Mausen mit einem defizienten Na'-H" Austauscher (NHE3) und eine
weitere Gruppe mit einem Defekt am Na'-CI” Kotransporter (NCC) hinsichtlich
der eingreifenden Kompensationsmechanismen. Die beiden untersuchten
Transporter werden fur den grof3ten Teil des rickresorbierten Natriums im
distalen und proximalen Tubulus verantwortlich gemacht. Bei den NHE3 knock-
out Mausen konnte durch Antikdrper eine gesteigerte Expression eines
Natrium-Phosphat  Kotransporters  (NaPi-2) und eines epithelialen
Natriumkanals (ENaC) nachgewiesen werden. Daruber hinaus fand sich eine
Reduktion der GFR bei den NHE3 knock-out Mausen. Die NCC knock-out
Mause zeigten nur eine kompensatorische Hochregulation des ENaC. Es
scheint, dass diese eintretenden Kompensationsmechanismen, das Uberleben
der knock-out Mause ermdglichen. Aus diesem Grund ware es durchaus
denkbar, dass auch im Falle der D3 knock-out Mause solche Phanomene
regulierend auf den Natriumhaushalt einwirken, was in weiterfihrenden Studien
untersucht werden sollte. Eine wichtige Voraussetzung fur das Auftreten solcher
Kompensationsmechanismen konnte die lebenslange Defizienz des
Rezeptors/Transporters sein, was erklaren konnte, warum bei den DR Ratten
nach einer chronischen Behandlung mit dem Ds;-Rezeptor Antagonisten keine
kompensatorisch wirkenden Faktoren zum Tragen kamen und eine

Blutdrucksteigerung auftrat.

Bei den Clearanceversuchen mit D3 (-/-) Mausen und Wildtypm&usen war in
beiden Gruppen im Versuchsverlauf ein MAP Anstieg von maximal 10% zu
beobachten, der jedoch physiologisch nicht relevant sein dirfte. Die D3 knock-
out Mause wiesen die gleichen diastolischen und systolischen Blutdruckwerte

wie die Wildtypméause auf. Somit konnten die Beobachtungen von Asico et. al.
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[1998], die einen Hypertonus der D3 (-/-) Mause in narkotisiertem Zustand bei
ihrer Studie zeigen konnten, nicht bestatigt werden. Eine Hypertonie ware
jedoch als Folge der gesteigerten Reninaktivitat durchaus mdéglich, wobei
Reninaktivitditsmessungen in narkotisiertem Zustand nur bedingt aussagefahig
sind. Darliber hinaus konnte ein erhthter Blutdruck auch durch den zerebalen
Ausfall des Ds-Rezeptors verursacht werden, da beobachtet wurde, dass vor
allem Dopaminrezeptoren der D,-Rezeptorfamilie bei der zerebralen Regulation
des Blutdrucks beteiligt sind [Jose et. al., 1999].

Bedingt durch die Blutabnahmen trat ein Hamatokritabfall in beiden
Versuchgruppen ein, der maximal 8% des zirkulierenden Blutvolumens betrug.
Bei der Herzfrequenz, der Natriumkonzentration im Plasma und bei der GFR
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den D3 (-/-) Méausen und den
Wildtypmausen. Dies deutet darauf hin, dass die renale Hamodynamik im
basalen Zustand nicht direkt von der Funktion des Ds-Rezeptor abhangt bzw.
durch eintretende regulierende Mechanismen der Ds-Rezeptorausfall
kompensiert werden konnte. Wie bereits bei den NaCl-Beladungsversuchen an
wachen Mausen diskutiert, konnten bei knock-out Mausen
Kompensationsmechanismen beobachtet werden, die sowohl die tubulare
Funktion (Na-Kanale und -Transporter) als auch die renale Hamodynamik
(kompensatorischer GFR Abfall) beeinflussten [Brooks et. al., 2001]. Bei der
basalen Ausscheidung von Urin und Natrium lieBen sich leicht erhdhte
Parameter bei den D3 (-/-) Mausen gegenuber den Wildtypmausen beobachten.
Dies ist in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen aus den basalen
Stoffwechselkafigversuchen. Es wirft sich erneut die Vermutung auf, dass bei
den D3 (-/-) Méausen im basalen Zustand eine Stimulation natriuretischer
Systeme vorliegt, die die mdgliche Natrium- und Volumenretention

auszugleichen versuchen.

Die glomerulare Funktion des Ds-Rezeptors wurde mittels einer 10%-igen
Aminosaureinfusion bei D3 (-/-) Mausen und Wildtypmausen erforscht. Fir die

Basalparameter (MAP, Herzfrequenz, Hamatokrit, Natriumkonzentration im
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Plasma) zeigten sich keine Unterschiede zwischen den D3 (-/-) Mausen und den
Wildtypmausen. Das Phanomen der Aminoséure bedingten Hyperfiltration und
der nachfolgend auftretenden Diurese und Natriurese ist schon lange bekannt
und wurde an Hunden [Shannon et. al., 1932], Ratten [Meyer et. al., 1983] und

am Menschen [Pullmann et.al., 1954; Castellino et. al., 1986] beobachtet.

Bei der vorliegenden Untersuchung fand sich, dass die Wildtypméause ebenfalls
mit einer renalen Hyperfiltration, Diurese und Natriurese auf eine
Aminosaureinfusion reagierten. Sie wiesen eine GFR Steigerung gegeniber
den Basalperioden auf, sowie eine starke Steigerung der Urin- und
Natriumausscheidung. Demgegeniber stand der Befund bei den D3z (-/-)
Mausen, welche trotz Aminosaureinfusion Uber den gesamten Versuch eine
konstante GFR und Urinausscheidung hatten. Aus diesen Beobachtungen lasst
sich schlieBen, dass der Djz;-Rezeptor eine entscheidende Funktion fir die
renale Hamodynamik besitzt. In friher durchgefuhrten Untersuchungen an
Ratten wurde durch die Gabe des selektiven D3-Rezeptor Agonist 7-OH-DPAT
eine vergleichbare GFR-Steigerung, Diurese und Natriurese wie nach einer
Amionsaureinfusion beobachtet [Muhlbauer et. al., 2000]. Bedingt durch die
Lokalisation des Ds-Rezeptors in der Niere scheinen eine Reihe von
Mechanismen mdoglich [O’Connell et. al., 1998]. In den Glomeruli und den
Podozyten finden sich Ds;-Rezeptoren, die dort direkt die Filtrationsleistung des
einzelnen Glomerulums beeinflussen konnten. Des weiteren sind in den glatten
Muskelzellen der Arteriolen Djz-Rezeptoren nachgewiesen worden. Diese
kénnten direkt oder lUber den von Woods et. al. [1993a] beschriebenen TGF
Mechanismus aktiviert werden und dann eine Dilatation des Vas afferens
bewirken, die zu einer GFR-Steigerung fihrt. Diese praglomerulare
Vasodilatation wurde schon mehrfach nach einer Aminoséureinfusion
beobachtet [Baylis et. al., 1990; Mendez et. al., 1991]. Die genauen
Wirkmechanismen, die fur die Vermittlung der Dilatation des Vas afferens
verantwortlich sind konnten bisher nicht vollstandig verstanden werden. Dass
der Ds-Rezeptor an der Modulation des intrarenalen Gefaldtonus beteiligt ist,

zeigte sich in Untersuchungen mit dem Ds-Rezeptor Agonisten, der eine
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Vasokonstriktion im Vas efferens erzeugte und neben einer GFR-Steigerung
einen Abfall des RBF hervorrief [Muhlbauer et. al., 2000]. Die scheinbar
paradoxe Wirkung einer praglomeruldren Vasodilatation und einer
postglomeruléaren Vasokonstriktion durch ein Rezeptorsystem ware uber eine
unterschiedliche Rezeptorkopplung denkbar. Es scheint, dass die prazise
Autoregulation der GFR und des RBF durch ein Rezeptorsystem erklarbar

ware.

Studien am D,-Rezeptor, der eine hohe Homologie mit dem Ds-Rezeptor
aufweist, zeigten eine Beteiligung dieses Rezeptors an der Aminosaure-
bedingten Hyperfiltration. Bei Untersuchungen an Ratten mit dem D,/Ds-
Rezeptor Agonist Quinpirol wurde eine GFR-Steigerung, Diurese und
Natriurese beobachtet, die vergleichbar mit den Veranderungen nach
Aminosaureinfusion waren [Luippold und Muhlbauer 1998]. Fortfihrend wurde
untersucht in wie weit die Aminosaure- und Quinpirol-bedingte Hyperfiltration
durch D,-Rezeptor Antagonisten wieder gehemmt werden konnte. Der zentral
und peripher wirkende Antagonist S(-)-Sulpirid konnte in beiden Fallen die
Hyperfiltration hemmen. Die Effekte auf die Diurese und Natriurese waren
weniger eindeutig. In der Studie von Luippold und Mihlbauer [1998] fanden sich
trotz Hemmung der Hyperfiltration signifikante Steigerungen des Urinvolumens
und der Natriumausscheidung. Auch bei den Untersuchungen von Mendez et.
al. [1991] war diese Tendenz zu erkennen. Hier waren die Steigerungen jedoch
nicht signifikant. Hingegen war bei der Gabe des selektiv peripher wirkenden
Antagonisten Domperidon nur ein marginaler Effekt auf die Steigerung der
Filtration, der Diurese und der Natriurese zu erkennen. Diese Beobachtungen
scheinen nahezulegen, dass zentrale und periphere D,-Rezeptoren fir die
Vermittlung der Aminosaure- und Quinpirol-bedingten  Hyperfiltration
verantwortlich sind. Hierflr sprechen auch Ergebnisse aus Versuchen mit einer
chronischen Denervierung der Nieren, bei denen keine Hyperfiltration nach
Amniosaureinfusion mehr beobachtet werden konnte [Muhlbauer et. al., 1997].
Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden verwendeten Antagonisten

besteht darin, dass Domperiodon eine gréRere Affinitat fir den D,-Rezeptor als
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fur den Ds-Rezeptor aufweist, wahrend S(-)-Sulpirid eine hdhere Affinitat fur
den Ds-Rezeptor zu haben scheint. Darlber hinaus scheint auch der D,-
Rezeptor Agonist Quinpirol an den Ds-Rezeptor zu binden. In Kenntnis dieser
Wirkungen kodnnten die beobachteten Ph&nomene vorwiegend Ds-Rezeptor-
vermittelt sein. Hierflr sprechen die vorliegenden Untersuchungen an den D3
knock-out Mausen, bei denen die Reaktion auf Aminoséaureinfusion vergleichbar
mit der Gabe von S(-)-Sulpirid bei den Versuchen an Ratten war. Die trotz
pharmakologischer Blockade oder genetischem knock-out zu beobachtende
Natriurese in Folge der Aminosaureinfusion lasst annehmen, dass diese
Reaktion nicht ausschliel3lich auf die hamodynamische Antwort mit
Hyperfiltration, wie von Mendez et. al. [1991] vermutet, zurtickzuflhren ist,
sondern das Eingreifen weiterer Regulationssysteme voraussetzt. In diesem
Zusammenhang kann bei den D3 (-/-) Mausen auch nicht von vergleichbaren
Kompensationsmechanismen fir die Natriumausscheidung, wie bereits bei den
Stoffwechselkafigversuchen mit NaCl-Beladung besprochen, ausgegangen
werden, da nicht nur bei den D3z knock-out M&usen, sondern auch bei den

Akutversuchen mit Antagonistengabe eine leichte Natriurese beobachtet wurde.

Die Problematik der Rezeptorselektivitat einzelner Pharmaka unterstreicht die
Bedeutung von Studien mit knock-out Mausen, da bei diesen Tieren gezielt nur
ein Gen z.B. ein Rezeptor ausgeschaltet und somit dessen physiologische
Funktion untersucht werden kann. Bei der Arbeit mit solch permanenten knock-
out Mausen darf jedoch nicht unterschatzt werden, dass sich fir das defekte
Gen Kompensationsmechanismen entwickeln kénnen. Dieses Phanomen wird
mit der neuen Generation von konditionalen knock-out Tieren, bei denen durch
pharmakologische Modulation das entsprechende Gen intakt oder defekt ist,

umgangen.

Zusammenfassend haben die vorliegenden Experimente an D3 (-/-) Mausen
und Wildtypm&usen gezeigt, dass der Ds-Rezeptor eine entscheidende Rolle
bei der Vermittlung der Aminosaure-bedingten Hyperfiltration bei Mausen spielt.

Diese Beobachtung scheint in Ubereinstimmung mit der nachgewiesenen
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Lokalisation des D3-Rezeptors an renalen Arteriolen und an Glomeruli zu sein.
Inwieweit zentrale oder periphere Ds-Rezeptoren fir die renale Hamodynamik
wahrend einer Aminosaureinfusion bei Mausen verantwortlich sind, ist nicht
abschlieBend geklart. In dieser Frage kdnnten Denervierungsversuche oder

organspezifische knock-out Tiere weiterhelfen.

Die D3 (-/-) Mause haben unter Basalbedingungen und Stimulation durch orale
NaCl-Beladung kein Defizit bei der Elektrolytausscheidung. Die Tiere scheinen
sogar rascher eine NaCl-Beladung auszuscheiden, was auf eine bereits
bestehende Stimulation von kompensatorischen natriuretischen und

diuretischen Faktoren schlieRen lasst.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Maus gewinnt durch die neuen Methoden zur Erzeugung von transgenen
knock-out und knock-in Modellen zunehmend an Bedeutung fur die

experimentelle Forschung.

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit dem bereits von anderen Spezies
bekannten altersabhangigen Veranderungen der Nierenfunktion. Untersucht
wurden junge und A&ltere CD-1-Mause. An wachen Tieren im
Stoffwechselkafigversuch zeigte sich, dass die alteren CD-1-Mause im
Vergleich zu den jungen CD-1-Mausen einen groésseren Flissigkeitsumsatz
hatten und eine gesteigerte Elektrolytausscheidung aufwiesen. Fur die
Beurteilung der funktionellen renalen Reserve wurde die Hyperfiltration nach
Aminosaureinfusion untersucht. Die alteren CD-1-Mause hatten eine niedrigere
basale GFR und zeigten keine GFR-Steigerung infolge der AS-Infusion. Bei den
jungen Tiere nahm die GFR durch AS-Infusion stark zu. Eine gesteigerte
Natriumausscheidung und Diurese nach Aminoséuregabe war bei jungen und
alteren Tieren zu beobachten, bei den alteren CD-1-Méausen jedoch nur in
abgeschwachter Form. Diese Erkenntnis legt nahe, dass bei Mausen im Alter
die hamodynamischen Verdnderungen im Vordergrund stehen, was in einer
reduzierten Gesamtzahl an funktionierenden Glomeruli begriindet liegen
konnte. Der grossere Nierenindex (Verhaltnis des Nierenfeuchtgewichts zum
Kdrpergewicht) bei den é&lteren CD-1-Mausen konnte Folge einer

kompensatorische Hypertrophie der gesamten Niere sein.

Der zweite Teil der Arbeit untersucht die Bedeutung des Ds-Rezeptors fur die
renale Hamodynamik und Ausscheidungsfunktion bei D3 (-/-) Mausen und
Wildtypmausen. Die Basalwerte der D3 (-/-) Mause in wachem Zustand im
Stoffwechselkafig liessen keine Unterschiede gegenuber den Wildtyptieren
erkennen. Sie zeigten sogar die Tendenz, mehr Natrium auszuscheiden als die

Wildtyptiere. Diese Beobachtung wurde durch weitere Versuche mit einer
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oralen NaCl-Beladung von 1% bzw. 4% bestatigt. Auch hier konnte kein Defizit
in der Menge und der Geschwindigkeit der Natriumausscheidung bei D3 knock-
out Mausen gegentber den Wildtypmausen beobachtet werden. Im Vergleich
zu den Wildtyptieren bussten die D3 (-/-) Mause durch den Verlust des Ds-
Rezeptors ihre Fahigkeit zur suffizienten Elektrolyt- und Volumenausscheidung

nicht ein.

Um die Bedeutung des Ds-Rezeptors fir die renale Hamodynamik zu
untersuchen, wurde den Ds; (-/-) Mausen und den Wildtypméausen in
Pentobarbitalnarkose eine 10%-ige Aminoséaurelosung infundiert. Es zeigte
sich, dass die Wildtyptiere eine starke GFR-Steigerung, Diurese und Natriurese
aufwiesen, die von anderen Spezies seit langem bekannt ist. Die D3 (-/-) Mause
zeigten im Gegensatz dazu keine Steigerung ihre basalen GFR und
Urinausscheidung. Diese Beobachtungen bestatigen eindrucksvoll die aus
friheren Experimenten mit Ds-Antagonisten vermutete Bedeutung des Ds-
Rezeptors fur die renale Hamodynamik insbesondere bei der Aminosaure-

bedingten Hyperfiltration.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass der Ds-Rezptor wohl besonders fir die
renale Hamodynamik von Bedeutung ist, wahrend er fir die tubulare

Ausscheiundungsfunktion eher sekundér zu sein scheint.
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