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1 Einleitung

1 Einleitung

Adenosin Ubernimmt im Kdrper eine Vielzahl von Funktionen. Als Metabolit des
ATP-Abbaus ist es an der Regulation des Energiestoffwechsels der Organe
entscheidend beteiligt. In den vergangenen Jahren konnte der Einfluss von
Adenosin bei vielen physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen
nachgewiesen werden (121). So wirkt Adenosin bei Ischamien kardio- und
cerebroprotektiv (90, 175, 195). In der Niere reguliert es Durchblutung,
Filtrations- und Resorptionsleistung (265). Ferner wirkt es antilipolytisch,
antiinflammatorisch und antinozizeptiv (22, 47, 220). Auch bei der Regulation
des Schlafes ist Adenosin von Bedeutung (202).

Lange bevor die Bedeutung von Adenosin flr die Niere erkannt wurde,
beschrieb Koschlakoff im Jahr 1864 die harntreibende und o6demaus-
schwemmende Wirkung von Koffein (137). Er beobachtete eine gesteigerte
Harnausscheidung nach wiederholter Gabe von Koffein bei zwei Patienten mit
kardialen Odemen und chronischem Nierenleiden. Allerdings kam es nach 14
Tagen zu einem Wirkungsverlust. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass
dieser Effekt des Koffeins durch eine antagonistische Wirkung an Adenosin-A;-
Rezeptoren vermittelt wird (212).

In den letzten 40 Jahren wurden die vielfaltigen Wirkungen von Adenosin
genauer erforscht. Dabei wurden verschiedene selektive Agonisten und
Antagonisten entwickelt, die spezifisch auf einen der vier Adenosin-
Rezeptorsubtypen auf den Zelloberflachen verschiedener Organe (Herz, Niere,
ZNS, Fettgewebe u.a.) wirken. So koénnen unerwinschte Nebenwirkungen
reduziert werden. Daraus haben sich neue therapeutische Ansatzpunkte
ergeben. Erste Adenosin-Agonisten fur den Aja-Rezeptor (Regadenoson,
Lexiscan®, CV Therapeutics, Palo Alto) waren in klinischen Studien bei der
Bildgebung der Koronardurchblutung wirksam und haben 2008 eine Zulassung
von der FDA erhalten (30, 44).

Die Forschung zur Therapie von kardiovaskularen Erkrankungen mit Adenosin-
A+-Agonisten und —Antagonisten befindet sich derzeit in klinischen Studien. Da

diese Substanzen wirkungsvolle Therapiemaoglichkeiten versprechen, erscheint
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eine gezielte Untersuchung der Adenosin-A-Rezeptor-Funktion von grofiem
Interesse. Durch verschiedene Arbeiten konnte in den letzten Jahren gezeigt
werden, dass der Adenosin-Ai-Rezeptor eine bedeutende Rolle bei der
Regulation der Nierenfunktion spielt und an der Entwicklung des Nieren-
versagens beteiligt ist (265).

Ausgangspunkt fur diese Arbeit waren klinische Studien mit Adenosin-As-
Rezeptor-Antagonisten. Diese steigerten, so wie schon von Koschlakoff bei
Koffein beobachtet, wirkungsvoll die Nierenfunktion bei Patienten mit
Herzinsuffizienz. Daneben schitzen Ai-Antagonisten auch vor Nierenversagen,
das beispielsweise durch Kontrastmittel ausgelést werden kann (66).
Gleichzeitig wird aber auch die Anwendung von Adenosin-As-Agonisten gepruft.
Diese ermoglichen neue Therapien, die aktuell in klinischen Studien zu
folgenden Krankheitsbildern untersucht werden: Vorhofflimmern, paroxysmale
supraventrikulare Tachykardien, Angina pectoris, Diabetes mellitus Typ 2,
Hyperlipidamie und Schmerzsyndrome (64).

Dabei stellt sich die Frage, wie sich der Einsatz von Ajs-Agonisten auf die
Nierenfunktion auswirkt. Sollte es zu einer dauerhaften Beeintrachtigung der
Nierenfunktion kommen, ware die Anwendung von Aj-Agonisten stark

eingeschrankt und gegebenenfalls kontraindiziert.
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1.1 Adenosin

Das Nukleosid Adenosin besteht aus der Purinbase Adenin und dem Zucker [3-
D-Ribose (6-Aminopurin-9B-D-ribofuranosid, Summenformel:  C4oH13N504)
(siehe Abbildung 1). Adenin ist mit der Ribose Uber deren C1’-Atom N-
glykosidisch verknupft.

Abbildung 1: Strukturformel von Adenosin

Adenosin ist im Korper ubiquitar vorhanden. Als extrazellulares Signalmolekul
hat es eine grolRe Bedeutung. Im Energiestoffwechsel spielen die 5'-
Phosphatester des Adenosins eine besondere Rolle (Adenosin-5'-triphosphat
(ATP), Adenosin-diphosphat (ADP) und Adenosin-monophosphat (AMP)). Als
Nukleotid 2’-Desoxyadenosin-5-monophosphat (desoxygeniertes AMP) ist es
Teil des genetischen Codes. Cyclisches AMP (cAMP), welches durch das
Enzym Adenylatcyclase aus ATP gebildet wird, ist als Botenstoff (,second
messenger®) Teil intrazellularer Signalkaskaden. S-Adenosylmethionin, die
aktive Form des Methionins, wird fir die Ubertragung von Methylgruppen
bendtigt (156).

Intrazellular entsteht Adenosin Uberwiegend durch Dephosphorylierung von
Adenosin-5-Monophosphat (AMP) durch die 5’-Nukleotidase und durch
Hydrolyse von S-Adenosylhomocystein (SAH) durch die SAH-Hydrolase (262).
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Durch Nukleosidtransporter (ENT) gelangen Adenin-Nukleoside aus den Zellen
ins Interstitium und kénnen dort Rezeptoren aktivieren. Die meisten Gewebe
und Zellen setzen Adenosin extrazellular frei.

Extrazellulares ATP wird durch membranstandige Ektoenzyme abgebaut (291).
Adenosin entsteht aus AMP durch die 5-Ectonukleotidase (CD73) und aus
cAMP durch die Ecto-Phosphodiesterase.

Im Extrazellularraum befindliches Adenosin wird wieder in Zelle aufgenommen
oder erneut im Purinstoffwechsel verwendet oder durch die
Adenosindesaminase (ADA) zu Inosin abgebaut.

Abbildung 2 veranschaulicht die verschiedenen Wege, auf welchen Adenosin

entstehen und abgebaut werden kann.

Cytosol Mg%t;?aan o Interstitium

A J

IMP «—— AM AMP
4”? 4 I1 2
INO <+ |Adenosine |« » | Adenosine

HCY '—\1 ®

SAH
Methionine I/—» ~CHj, '
Acceptors Adenosine Receptor
ATP SAM (A, Ay, Ay OF A)

Abbildung 2: Adenosin-Bildung und Metabolismus nach Vallon et al. (265)
(Abkurzungen: HCY=Homocystein, IMP=Inosinmonophosphat, INO=Inosin,
SAH=S-Adenosyl-Homocystein, SAM=S-Adenosyl-Methionin, 1=Adenosin-
kinase, 2=Adenylylkinase, 3=ATPasen, 4=5-Nukleotidase, 5=Adenosin-
desaminase, 6=AMP-Deaminase, 7=Inosinkinase, 8=SAH-Hydrolase, 9=Phos-
phodiesterase, 10=Adenylylcyclase, 11=ecto-ATPasen, 12=ecto-Phospho-
diesterasen, 13=ecto-5-Nukleotidase, NV=Neuronale Varikositat)
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Adenosin ist an der metabolische Kontrolle in vielen Geweben beteiligt. Bei
Energiemangel steigt die interstitielle Konzentration von Adenosin an. Uber die
Bindung an Rezeptoren auf der Zelloberflache kann es die Stoffwechselaktivitat
regulieren. Die Aktivierung von Aza-Rezeptoren bewirkt eine lokale Vaso-
dilatation, damit kann ein erhdhter Sauerstoff- und Energiebedarf durch eine
gesteigerte Durchblutung angepasst werden.

Auf Grund seiner extrem kurzen Halbwertszeit im Blut von wenigen Sekunden
ist es Uberwiegend lokal wirksam (171). Die extrazellulare Adenosin-
Konzentration betragt unter physiologischen Bedingungen zwischen 5 und 100
nM (Niere 5 nM, Gehirn 20 nM, Herz 100 nM), kann aber bei Ischamie,
Hypoxie, Trauma, Stress oder Entzindung schnell auf das Hundertfache (10
MM) ansteigen (227, 284).

Uber mitogen aktivierte Protein-Kinase(MAPK)-Signalwege wird den
Adenosinrezeptoren eine Rolle bei Zellproliferation, -tod und —differenzierung
zugegeschrieben (227).

Die beiden Methylxanthine Koffein und Theophyllin wirken als Adenosin-

Antagonisten an A¢- und Aza-Rezeptoren.

1.1.1 Der Adenosin-A;-Rezeptor

Man unterscheidet vier Adenosin-Rezeptoren (AR), welche die Klasse der P1-
Purinorezeptoren bilden (75). Neben dem As-Rezeptor existieren Aza-, Azs- und
As-Adenosin—Rezeptoren. Die Signaltransduktion des Ai-Adenosin-Rezeptors
wird Uber mehrere Wege vermittelt: Uber Gi-Proteine Hemmung der
Adenylatcyclase, Aktivierung der Phospholipase C, Inhibition der Phospholipase
A, Aktivierung eines G-Protein gekoppelten K*-Kanals, Inhibition eines Ca*'-
Kanals (77, 130, 173, 174, 268, 269). Die Gi-Proteine sind Pertussis-Toxin-
sensitiv. Die Sequenz-Homologie zwischen den Adenosin-Rezeptoren ist
gering. Der A;-AR hat mit dem As-AR noch die grote Ahnlichkeit, sie betragt
jedoch nur 49% (89).

Der Ai-Rezeptor hat eine hohe (nanomolare) Affinitat fur Adenosin, wahrend die
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Aza- und Ags- Rezeptoren erst bei mikromolaren Konzentrationen stimuliert
werden (75).
Bei der Entwicklung von selektiven Agonisten wurde festgestellt, dass eine N6-
Substitution mit Alkyl-, Cycloalkyl- oder Arylalkyl-Gruppen die Selektivitat fur
den A-Rezeptor steigert (63).
Der As-Rezeptor wird fast ubiquitar exprimiert, vor allem auf Adipozyten,
Myokardzellen, auf Entziundungszellen wie Neutrophilen sowohl in der Niere
und in fast allen Regionen des ZNS und im Ruckenmark (22, 47, 76, 175, 266).
Trotz der wichtigen Funktionen des Ai-Rezeptors sind A{-AR-Knockout-
Mause lebensfahig (76, 285). Die Organfunktionen sind nicht hochgradig
eingeschrankt. Die Tiere zeigen hohere Blutdruckwerte (272). Im Vordergrund

stehen vor allem ZNS-Auffalligkeiten (86). Ihre Lebenserwartung ist verkurzt.

1.2 Adenosin in der Niere

In der normoxischen Niere kommt Adenosin sowohl intra- als auch extrazellular
vor (185, 188, 265). Uber die extrazellularen Rezeptoren wirkt es auf das renale
Gefal- und Tubulussystem. Der Adenosingehalt der Niere steigt, wenn die
ATP-Hydrolyse durch erhohten Energiebedarf fur Reabsorption gesteigert wird
oder wenn bei Hypoxie vermindert ATP synthetisiert werden kann (185, 188).
Bei Kaninchen konnte ein Anstieg der extrazellularen Adenoinkonzentration bei
Sauerstoffmangel um den Faktor 6 bis 8 beobachtet werden (165).

Erheblichen Einfluss auf die interstitielle Adenosin-Konzentration hat auch die
Natriumchlorid-Aufnahme (231). Eine kochsalzreiche Diat erhoht die
Konzentration des Autakoids bis um den Faktor 7, bei NaCl-armer Diat fallt der
Gehalt um bis zu 64% ab.

Es bestehen grol3e regionale Konzentrationsunterschiede von Adenosin in der
Niere. Der Adenosingehalt ist vom Sauerstoffangebot abhangig. Im Vergleich
zur Rinde ist die Adenosin-Konzentration im Mark, wo das Sauerstoffangebot
deutlich niedriger ist, um den Faktor 3-4 héher (165).
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1.2.1 Adenosinrezeptoren in der Niere
Die im Folgenden beschriebenen Expressionsmuster wurden durch
semiquantitative mRNA-Messungen in Rattennieren bestimmt (270, 283). Sie
sind fur Ratte und Maus sehr ahnlich. Ferner konnten ahnliche Muster auch
durch In-Situ-Hybridisierung beobachtet werden (273).
Die hochste Expression in der gesamten Niere zeigen Aya-Rezeptoren
(Verhaltnis A4-AR: Aoa-AR: Agx-AR 1: 2,6: 0,6). Die Expression von Aq4-
Rezeptoren ist im inneren Mark deutlich hoher als im au3eren Mark und Kortex
(Verhaltnis Kortex: aulleres Mark: inneres Mark 1:6:29).
A+1-Rezeptoren sind in allen Strukturen der Niere zu finden. Sie sind stark
exprimiert in afferenten Arteriolen, im juxtaglomerularen Apparat, im dunnen
absteigenden Teil der Henleschen Schleife und im Sammelrohr und etwas
schwacher im medullaren Teil des aufsteigenden Astes der Henleschen
Schleife (siehe Abbildung 3). Vitzthum et al. konnten im proximalen Tubulus
keine mMRNA des Ais-Rezeptors nachweisen (270). Dies widerspricht Studien
von Yamaguchi et al. und funktionellen Studien, die eine starke natriuretische
und diuretische Wirkung von Aj-Antagonisten im proximalen Tubulus
beobachteten (134, 167, 246, 278, 283). Ferner konnten durch
Immmunhistochemie Ai-Rezeptoren im proximalen Tubulus dargestellt werden
(234).
Die Expression von Aja-Rezeptoren ist assoziert mit den renalen BlutgefaRen
und beschrankt sich auf Glomeruli und afferente Arteriolen (270). Agg-
Rezeptoren sind ebenfalls im renalen Gefassbett zu finden, in der Niere sind sie
jedoch deutlich weniger exprimiert als As- und Aza-Rezeptoren (99). As-
Rezeptoren konnten in den Nierentubuli nicht nachgewiesen werden (270).
Renoprotektiv wirken Ai-Rezeptoren in glatten Muskelzellen der Gefalle
und in proximalen Tubuluszellen Uber mitogen-aktivierten Protein-Kinasen
(MAPK), insbesondere extrazellular-regulierte Kinasen (ERK) und den Akt-
Signalweg via Proteinkinase B (Akt) (123). MAPK, ERK und Akt-Signalwege

schitzen vor endothelialer Apoptose (28, 126).
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IMCD

Abbildung 3: Genexpression des A;-Rezeptors entlang des Nephrons in der Rattenniere
nach (270) (schwarze Markierung bedeutet starke Expression des As-
Rezeptors, Abkiirzungen: GLOM= Glomerulum, PCT= proximaler Tubulus Pars
convoluta, PST= proximaler Tubulus, Pars recta, dTL= absteigender Ast der
Henleschen Schleife, TL= dinner Abschnitt der Henleschen Schleife, m/cTAL=
medullarer / kortikaler dicker aufsteigender Ast der Henleschen Schleife, DCT=
distaler Tubulus, Pars convoluta, CT= Verbindungstubulus, CCD= kortikales
Sammelrohr, OMCD= &uflerer medullarer Teil des Sammelrohres, IMCD=
innerer medullarer Teil des Sammelrohres)

1.2.2 Autoregulation der Niere

Die Niere ist auf eine ausreichende Durchblutung angewiesen, damit sie ihre
Organfunktion, das heil3t Flissigkeits-, Elektrolyt- und Fremdstoffausscheidung
sowie Volumen- und Elektrolythomdostase, ausuben kann. So zahlen die
beiden Nieren mit 20% des Herzminutenvolumens (120ml/min) zu den am
besten durchbluteten Organen des Korpers. Die Niere ist in der Lage, in einem
Bereich systolischer Blutdriicke von 80 bis 160 mm Hg ihre Durchblutung und
Filtrationsleistung (1801/Tag) weitgehend konstant zu halten. Dieses Prinzip
nennt man Autoregulation. Die Durchblutung wird durch den Tonus der
afferenten und efferenten Arteriolen kontrolliert. Bei einem moderaten Anstieg

des arteriellen Druckes erhoht die Niere den Widerstand im Vas afferens, so

10
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dass die Filtrationsleistung nicht beeinflusst wird. Die Filtrationsmenge
unterliegt einer strengeren Autoregulation als die Nierendurchblutung.

Bei einem Anstieg der Nierendurchblutung kdme es ohne Autoregulation zu
einer Zunahme der GFR. Das Flussigkeitsvolumen und die Elektrolytmenge, die
ruckresorbiert werden muissten, nahmen zu. Dadurch stiege der Energiebedarf
der Niere. Dieser hangt entscheidend von der filtrierten Natrium-Menge im
Primarharn ab, da der Na'-Transport vorwiegend Uber aktive Transport-
prozesse wie Na'/K'-ATPasen erfolgt. Der Na'-Transport erzeugt einen
Gradienten Uber die Tubulusmembran, der fir Na*-Cotransporter und
sekundar-aktive Transportmechanismen wie Reabsorption von Aminosauren,
Glukose und Phosphat bendtigt wird.

Aus diesem Grund verfugt die Niere uUber Mechanismen, die sie vor
gesteigertem Energiebedarf bei erhdhter Durchblutung schitzen, man spricht
von einer metabolischen Kontrolle der Organfunktion. Dieses Prinzip bedeutet,
dass die Durchblutung an den Bedarf an Energiezufuhr angepal3t wird. So wird
die Durchblutung der Muskulatur bei erhohter Leistung gesteigert. Da in der
Niere die metabolische Leistung von der Durchblutung abhangig ist, wirde eine
Steigerung der Durchblutung zu mehr Resorptionsarbeit fiihren, was einem
positivem Feedback entsprache und mit der sehr guten Autoregulation nicht
vereinbar ware. Daher spricht man von einer metabolischen Konstriktion in der

Niere, im Gegensatz zur metabolischen Dilatation der anderen Organe (265).

Die Autoregulation der Niere wird Uber myogene, neuronale und metabolische
Mechanismen kontrolliert. Wird Druck auf glatte Gefalimuskelzellen durch eine
Erhéhung des Blutdrucks ausgelbt (Dehnungsreiz), so reagieren diese mit
einer Kontraktion. In welchem Umfang diese myogene Komponente, auch als
Bayliss-Effekt bezeichnet, in der Niere an der Autoregulation beteiligt ist, ist
bisher unvollstandig aufgeklart.

Renkin et al. untersuchten den Einfluss neuronaler Regulation (208). Sie
zeigten, dass denervierte Nieren ihre Durchblutung ebenso konstant halten
konnen wie innervierte Nieren. Somit ist auch die neuronale Komponente nicht

entscheidend fur die Kontrolle der Durchblutung.
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Das Konzept einer metabolischen Kontrolle der Organdurchblutung, wie zum
Beispiel beim Herzmuskel, wurde friher fur die Nierendurchblutung auf Grund
der oben genannten positiven Ruckkopplung abgelehnt (207, 252): Erhohte
Durchblutung - Erhohte Filtration = Erhohte Resorptionsarbeit der Tubuli->
Vasodilatation mit weiter erhdhter Filtration.

Dass das Konzept einer metabolischen Konstriktion auf die Niere anwendbar
ist, wurde durch Osswald et al. (182, 185, 189) gezeigt. Dazu passt, dass die
Niere eine adenosinbedingte postokklusive Ischamie zeigt, im Gegensatz zur
postokklusiven Hyperamie der Muskeldurchblutung. Diese vaskulare Antwort
der Niere auf Hypoxie wird durch Adenosin-A{-Rezeptoren vermittelt (200).
A+1-Knockout-Mause weisen eine eingeschrankte Autoregulation auf (27, 106,
225, 241). Durch Absenkung des arteriellen Blutrdruckes kommt es zu deutlich
ausgepragteren Abfallen der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und des
renalen Blutflusses (RBF) als bei Wildtyp-Tieren (106). Es fehlt eine effektive
Kompensierung des tubuloglomerularen Feedbacks.

Demnach kommt der metabolischen Kontrolle eine entscheidende Rolle bei der

Autoregulation der Niere zu.

1.2.3 Hamodynamische Regulation durch Adenosin

Drury and Szent-Gyorgi stellten bereits 1929 fest, dass Adenosin in der Niere
eine Vasokonstriktion bewirkt (55). In verschiedenen Tierexperimenten konnte
gezeigt werden, dass Bolusinjektionen von Adenosin in die Aorta abdominalis
oder Arteria renalis den renalen Blutfluss fur wenig Sekunden reduzieren (siehe
Abbildung 4) (186, 215). Dieser Effekt lasst sich durch unselektive Adenosin-
Antagonisten wie Theophyllin hemmen (183). Die Anwendung von selektiven
Adenosin-As-Antagonisten hat gezeigt, dass die praglomerulare Vasokon-

striktion durch Aktivierung von As-Rezeptoren vermittelt wird (50, 51, 200)
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Abbildung 4: Adenosin-Einzelinjektion in die Aorta abdominalis: Synchrone Registrierung von
RBF (oben) und Blutdruck (unten): Der RBF-Abfall geht dem Blutdruckabfall
voraus. (Injektion von 10nmol Adenosin, Registrierungsgeschwindigkeit 25mm/
min, Registrierung vom 10.03.08)

Bei einer Dauerinfusion von Adenosin in die Nierenarterie wird der renale
Blutfluss zunachst vermindert und steigt dann nach wenigen Minuten auf oder
uber das Ausgangsniveau an (siehe Abbildung 5) (183, 186, 189). Zunachst
uberwiegt die kortikale Vasokonstriktion in allen Zonen (161, 194). In den
oberflachlichen Zonen bleibt die Konstriktion, die durch den A{-AR vermittelt
wird, erhalten. In tieferen kortikalen Zonen kommt es durch A>-AR und andere
Autakoide (z. B. Prostaglandine) vermittelt zur Vasodilatation (161, 166). Die
GFR nimmt ab und bleibt wahrend der Adenosin-Infusion erniedrigt, wahrend
der renale GefalRwiderstand kaum verandert ist. Nach Absetzen der Infusion

kommt es zu einer UberschielRenden Durchblutung (189) (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Einfluss einer 25miniitigen Adenosin-Infusion auf den renalen Blutfluss:
Nach wenigen Minuten erholt sich der RBF. Nach Absetzen der Infusion kommt
es zu einer UberschieRender Durchblutung (189)

John Hall et al. untersuchten die Wirkung von dauerhaft erhohten Adenosin-
Konzentrationen in der Niere (103). Dazu implantierten sie Hunden einen
Katheter in die Nierenarterie und infundierten den wachen Tieren Uber sechs
Tage Adenosin mit einer Rate von 2 pg/min und kg. Die Infusion senkte GFR
und Filtrations-fraktion, hatte aber keinen Einfluss auf Elektrolyt- und
Wasserausscheidung. Damit war gezeigt, dass an wachen Hunden intrarenale
Adenosin-Infusionen die GFR senken ohne die Durchblutung zu vermindern,
vergleichbar mit den Ergebnissen an narkotisierten Hunden

Durch Mikropunktionsmessungen an Hunden konnte gezeigt werden, dass eine
kontinuierliche Adenosin-Infusion eine Umverteilung der Durchblutung bewirkt
(188, 189). Eine Infusion von Adenosin in das Nierengewebe der
kortikomedullaren Zone bewirkte zunachst eine deutliche Abnahme des
medullaren Blutflusses, gefolgt von einem kraftigem Anstieg (4). Der Blutfluss
oberflachlicher kortikaler Areale nimmt ab, in tieferen marknahen Arealen nimmt
er zu (33, 161, 237). Die Vasokonstriktion oberflachlicher Nephrone wird durch
den Ai-Rezeptor vermittelt. Selektive As-Agonisten wie N—Cyclopentyladenosin
(CPA) bewirken eine Abnahme der Gesamtnierendurchblutung. Die Applikation
des unselektiven Adenosin-Agonisten 2-Chloroadenosin bewirkt in niedriger
Konzentration eine Vasokonstriktion juxtamedullarer afferenter Arteriolen. Hohe

Konzentrationen bewirken dagegen eine Vasodilatation (116, 117).
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Aza-Agonisten wie beispielsweise CGS-21680C erzielen beinnahe eine
Verdopplung des medullaren Blutflusses, wobei die kortikale Durchblutung nicht
beeinflusst wird (4, 292).

Diese Beobachtungen sprechen daflr, dass die Vasokonstriktion durch hoch
affine A¢- und die Dilatation durch niedrig affine A,-Rezeptoren vermittelt wird.
Der genaue Mechanismus der Aj-vermittelten Vasokonstriktion in der Niere ist
noch nicht komplett aufgeklart. Untersuchungen von Walkowska et al. zeigen,
dass die durch den Aji-Rezeptor vermittelte Vasokonstriktion sowohl durch
Stickstoffmonoxid (NO) als auch Cyclooxygenase (COX) moduliert werden
(271).

1.2.4 Adenosin und tubulo-glomerulares Feedback (TGF)

Das tubulo-glomerulare Feedback ist ein intrinsischer Mechanismus der GFR-
Regulation (184, 224). Steigt durch eine Zunahme der GFR oder eine Abnahme
der tubularen Reabsorption bis zum Ende der Henleschen-Schleife die NaCl-
Konzentration in der Tubulusflissigkeit an der Macula densa an, kommt es zu
einer Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen. Dadurch wird die GFR
reduziert, so dass dann die NaCl-Konzentration an der Macula densa sinkt. Es
handelt sich also um eine negative Ruckkopplung zwischen GFR und NaCl-
Transportleistung des Nephronsegmentes zwischen Glomerulum und Macula
densa. Beim tubulo-glomerularen Feedback handelt es sich um eine vaskulare
Antwort auf die tubulare Transportleistung, die dafur sorgt, dass bei den distal
der Macula densa gelegenen Nephronsegmenten stets eine relativ konstante
Elektrolytmenge ankommt. In diesen Teilen des Nephrons erfolgt dann die
Feinregulation der Flissigkeits- und Elektrolytausscheidung (265).

Osswald et al. schlugen schon 1980 Adenosin als Mediator des TGF vor (185).
Dafur sprach neben der vasokonstriktiven Wirkung von Adenosin auf afferente
Arteriolen auch eine Inhibition der Renin-Freisetzung durch Adenosin. Weitere
Hinweise auf eine Beteiligung des Adenosins am TGF waren dessen

Stimulation durch Adenosin-Agonisten und dessen Hemmung durch Adenosin-
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Antagonisten wie Theophyllin oder 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX)
(73, 125, 226).

Thomson et al. zeigten, dass der As-Rezeptor nicht nur ein Modulator, sondern
der Mediator fur das TGF ist (250). Die Ergebnisse, dass As-Knockout-Mause
kein TGF haben, bestatigten dies deutlich (27, 223, 263, 264). Umgekehrt
bewirkt eine A1-Rezeptor-Uberexpression eine Verstarkung des TGF (181).
A-Rezeptoren scheinen auch an der Transduktion des TGF beteiligt sein (34).
Sie wirken der A-AR-vermittelten Vasokonstriktion entgegen.

Das TGF erfordert die NaCl-Aufnahme in die Macula densa Zellen (225). Das
TGF ist bei NKCC2- und ROMK-Knockout-Mausen (Natrium-Kalium-2Chlorid-
Kotransport, ROMK = Renal Outer Medullary Potassium channel, Kaliumkanal
des auleren Nierenmarks) blockiert. Eine pharmakologische Hemmung des
Natrium-Kalium-Chlorid-Kontransports durch Schleifendiuretika wie Furosemid
hebt ebenfalls das TGF auf (279).

Angiotensin Il ist ein Kofaktor fur die Vermittlung des TGFs. Mause mit
fehlendem AT1-Rezeptor oder ACE-Defizienz zeigen eine reduzierte TGF-
Antwort (225).

1.2.5 Einfluss von Adenosin auf die GFR

Adenosin senkt die glomerulare Filtrationsrate Uber eine Vasokonstriktion der
afferenten Arteriolen und einer Vasodilatation der efferenten Arteriolen (265).
Die Vasokonstriktion wird durch den A{-AR vermittelt, die Vasodilatation durch
Aoa- und Aze-AR (51, 79, 113). Die oberflachlichen Nephrone reagieren mit
einer deutlich starkeren Abnahme der Single-nephron GFR (SNGFR) als die
Gesamt-GFR (187, 189).

Bei salzarm ernahrten Ratten bewirkt eine Infusion von Adenosin in die Aorta
thoracica eine Abnahme der GFR um 56%, wahrend der renale Blutfluss nur
um 20% reduziert wurde (187).

Veroffentlichungen von Edlund et al. (60, 61) und Balakrishnan et al. (9)
beschreiben Untersuchungen der Adenosinwirkungen nach intravendser

Infusion bei gesunden Probanden. Sie beobachteten eine Abnahme der GFR
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um etwa 25 % bei unverandertem Blutdruck und renalem Blutfluss (RBF) bzw.
renalem Plasmafluss (RPF). Ebenso nahmen durch die Adenosininfusionen
Urinvolumen und freie Wasserclearance ab. Die Filtrationsfraktion wurde
zwischen 18 und 39% gesenkt, der Sauerstoffborauch sank um 48%. Absolute
und fraktionale Ausscheidung von Natrium, Chlorid, Lithium, Phosphat,
Harnsdure und Harnstoff wurden reduziert. Das Verhaltnis von
ausgeschiedenem Kalium zu ausgeschiedenem Natrium stieg von 10 auf 42.

Die Inhibition des Ai-Rezeptors durch einen Antagonisten bewirkt beim

Menschen einen Anstieg der GFR um etwa 20% (10).

1.2.6 Einfluss von Adenosin auf den Flussigkeits- und Elektrolyttransport

Neben seinen Einfluss auf RBF, GFR und Renin-Sekretion hat Adenosin auch
direkten Einfluss auf den Flussigkeits- und Elektrolyttransport entlang des
Tubulus und Sammelrohrs (266). Adenosin und dessen agonistisch wirkende

Analoga wirken antidiuretisch und antinatriuretisch (38, 183, 186, 189).

Proximaler Tubulus

Die Aktivierung von Aj-Rezeptoren im proximalen Tubulus stimuliert die
Reabsorption von Flussigkeit, Natrium, Bikarbonat, und Phosphat (32, 33, 246,
249). Adenosin stimuliert den Na-Bikarbonat—Cotransport. Dies konnte an
isolierten Tubuluszellen von Ratten und Menschen gezeigt werden. Selektive
A+-Antagonisten (z.B. CVT-124, DPCPX, KW-3902, FK-453) wirken diuretisch
und natriuretisch (32, 52, 88, 92, 93, 95). Sie werden deshalb auch fiur einen
Einsatz ihrer eukaliuretischen natriuretischen Wirkung bei Herzinsuffizienz
gepruft. Auf die klinische Relevanz von As-Antagonisten wird im Kapitel 1.5 A;-
Antagonisten zur Behandlung des kardiorenalen Syndroms naher eingegangen.
Unselektive Adenosin-Antagonisten wie Koffein oder Theophyllin erzeugen
ebenfalls eine natriuretische und diuretische Wirkung. Diese diuretische
Wirkung von Adenosin-Rezeptorantagonisten fehlt bei Mausen, denen durch

genetische Manipulation der Ai-Rezeptor inaktiviert wurde (212).
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Uberraschenderweise ist die Flissigkeits-, Natrium- und Kalirumriickresorption
im proximalen Tubulus bei A-Knockout-Tieren nicht beeintrachtigt, da sie durch

andere Mechanismen kompensiert werden kann (267).

Dicker aufsteigender Teil der Henleschen Schleife

Im dicken aufsteigenden Teil der Henleschen Schleife hemmt eine Aktivierung
des Ai-Rezeports die NaCl-Ruckresorption (16, 31, 254, 267). In diesem
Abschnitt ist die Adenosin-Freisetzung transportabhangig (13, 17). Besonders
bei Hypoxie steigt hier der Adenosin-Spiegel stark an (17).

Beach et al. zeigten an isolierten Tubuluszellen des medullaren dicken
aufsteigenden Teils der Henleschen Schleife eine Hemmung der Chlorid-

Reabsorption von 50% durch As-Rezeptor-Aktivierung (16).

Distaler Tubulus, Pars convoluta

Im Aldosteron-sensitiven distalen Tubulus wird ein weiterer Einfluss von A¢-
Rezeptoren vermutet, da Aj-Antagonisten im Gegensatz zu anderen proximalen
wirkenden Diuretika keine erhdhte Kalium-Ausscheidung bewirken. Genaue

Mechanismen sind noch nicht erforscht.

Medullares Sammelrohr

Eine A—AR-Aktivierung stimuliert die Mg®*- und Ca?*-Aufnahme (111, 124).
Adenosin hemmt im medullaren Sammelrohr die Vasopressin vermittelte
Natrium- und FlUssigkeits-Reabsorption (209, 281, 282). AulRerdem senkt es
die durch Vasopressin vermittelte elektrogene Sekretion von Chlorid-lonen
(172). Jedoch gibt es auch Adenosin-unabhangige Kompensations-

mechanismen.

1.2.7 Adenosin und Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Die synergistischen Wechselwirkungen von Adenosin und dem Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
der glomerularen Filtrationsrate, GefalRwiderstand und tubuloglomerularem
Feedback (74).
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Renin wird von Zellen des juxtaglomerularen Apparetes bei Abfall des
Perfusionsdrucks, verminderter NaCl-Konzentration an der Macula densa und
durch sympathische Stimuli freigesetzt. Renin spaltet von Angiotensinogen
Angiotensin | ab. Aus Angiotensin | wird durch das Angiotensin-Converting-
Enzym (ACE) Angiotensin Il abgespalten, welches ein starker Vasokonstriktor
ist. Angiotensin Il vermittelt die Konstriktion am Vas afferens und Vas efferens.
Dies fuhrt zu einer Abnahme der GFR und des renalen Plasmaflusses.

Ferner steigert Angiotensin Il die Natrium-Ruckresorption im proximalen
Tubulus.

Adenosin und Angiotensin Il bewirken eine Vasokonstriktion der afferenten
Arteriolen. Das Ausmal} der durch Adenosin vermittelten Vasokonstriktion hangt
von der Aktivitdat des RAAS ab. Bei Aktivierung des RAAS durch salzarme Diat
kommt es zu einer gesteigerten Vasokonstriktion durch Adenosin (187, 274).
Obwohl die synergistischen Wirkungen von Adenosin und Angiotensin Il schon
vor 40 Jahren beobachtet wurden, ist der genaue Mechanismus noch nicht
hinreichend bekannt. Vermutet wird ein Zusammenhang uUber die intrazellulare
Calcium-Konzentration (140), die durch beide Stoffe moduliert wird.

Wird das RAAS durch eine salzreiche Diat gehemmt, wird der vasokonstriktive
Effekt von Adenosin abgeschwacht (186, 187). Auch eine Adenosin-
Rezeptorblockade hemmt die Angiotensin Il vermittelte Vasokonstriktion (72).
Bei isolierten afferenten Arteriolen kommt es nach 2 Minuten zu einer
Tachyphylaxie der vaskonstriktiven Wirkung von Angiotensin Il. Die Zugabe von
Adenosin bewirkt keine zusatzliche Kontraktion, jedoch wird dadurch die
kontraktile Wirkung von Angiotensin Il wiederhergestellt (139). Dieser Effekt
lasst sich auch umkehren. Eine Vorbehandlung isolierter und perfundierter
Arteriolen mit Adenosin steigerte die Kontraktilitat nach Zugabe von Angiotensin
II. Dartuber hinaus kam es zu keiner Desensitivierung, der Effekt blieb 30
Minuten erhalten (193).

Die synergistische Wirkung von Adenosin und Angiotensin Il zeigt sich auch in
Knockout-Tiermodellen: In As-Knockout-Mausen ist die Angiotensin I
vermittelte Wirkung auf die Niere deutlich abgeschwacht (104). Auf der anderen

Seite ist bei AT1-Knockout-Mausen, denen der wichtigste Rezeptor fur
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Angiotensin Il fehlt, die Adenosin-Wirkung deutlich verringert, das TGF fehlt
(258).

Die Angiotensin |l vermittelte Vasokonstriktion bewirkt die Neubildung von
Adenosin entweder Uber eine verminderte Adenosin-Desaminase-Aktivitat oder
méglicherweise durch erhdhte 5’-Nukleotidase (74). Uber die Phosphorylierung
von leichten Myosinketten wird intrazellular wird die Empfindlichkeit fir Calcium
erhoht (139, 193).

Bereits im Jahre 1970 wurde beobachtet, dass intrarenale Adenosin-Infusionen
bei Hunden die Renin-Sekretion hemmen (245). Osswald et al. bestatigten
diesen Effekt auch bei Ratten (187). In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung von Ai-Rezeptoren die Renin-Sekretion hemmt
(38, 119, 128, 159, 232, 275).

Auch beim Menschen wurde diese Hemmung der Renin-Sekretion durch den
Adenosin-Ai-Rezeptor bestatigt (60). Im Gegenzug wird durch Aj-Antagonisten
(z.B. FK 453) die Plasma-Renin-Konzentration erhoht (10). Bei Ai-Knockout-
Mausen werden eine erhohte Plasma-Renin-Aktivitat und Renin-mRNA-
Expression beobachtet (27, 211, 228).

1.2.8 Adenosin und Hypoxie in der Niere

Schon 1898 konnte Bier zeigen, dass die Niere im Gegensatz zu anderen
Organen nach einer Ischadmie mit einer Durchblutungsverminderung reagiert
(19). Grupp und Heimpel beobachteten nach einer 1-7 minitigen Abklemmung
der Nierenarterie am Hund eine zweiphasige Blutflussreaktion: nach
Reperfusion kommt es initial zur Reduktion des RBF, dann folgt eine
Hyperamie (102). Osswald et al. malen einen Adenosin-Anstieg im
Nierengewebe von 5 nmol auf 31 nmol pro Gramm Feuchtgewicht bereits nach
einer Minute Ischamie (188). Als Mediator der postokklusiven Ischamie
identifizierten sie endogenes Adenosin, da dieser Effekt durch Theophyllin
hemmbar ist. Nishiyama et al. zeigten, dass die durch Hypoxie hervorgerufene
Vasokonstriktion auch durch den Ai-Antagonisten KW-3902 reduziert werden

kannn (178). Da Hypoxie und Ischamie an der Entstehung des
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Nierenversagens beteiligt sind (248), ergeben sich hieraus therapeutische

Ansatzpunkte.

1.2.9 Zusammenfassung: Renale Wirkungen von Adenosin in der Niere

Tabelle 1 fasst die Wirkung des Adenosine-Ai-Rezeptors in der Niere

zusammen.
Tabelle 1: Ubersicht tiber renale Wirkungen von Adenosin in der Niere
(modifiziert nach Mc Coy (163))
Lokalisation Wirkung Rezeptor
GFR Senkung A4
Steigerung Aons
Vas afferens Vasokonstriktion A4
Vas efferens Vasodilatation Aoas
Renin-Sekretion Senkung Aq
Steigerung Aons
Tubulare H,O-RUckresorption Senkung Aq
Steigerung AoaB
NaCl-Reabsorption im Steigerung Aq
proximalen Tubulus
NaCl-Resorption im Senkung Aq
aufsteigenden Ast der Steigerung Aoas
Henleschen Schleife

1.2.10 Rolle von Adenosin beim Nierenversagen

Adenosin hat fur das pathophysiologische Verstandnis von Nieren-
erkrankungen eine bedeutende Funktion. Inm wird eine wesentliche Rolle beim
akuten Nierenversagen zugeschrieben (23). Ausldésender Faktor fir das akute
Nierenversagen (ANV) ist meist eine unzureichende Sauerstoffversorgung, die
durch verschiedene Faktoren wie GefalRverengung, Minderdurchblutung oder
zu geringer Sauerstoffgehalt des Blutes hervorgerufen werden kann. Dadurch
kommt es zu einer Akkumulation von Adenosin in der Niere und zu einer
Absenkung der GFR. In experimentellen Modellen des ANV kommt es zu einer

gesteigerten Expression von As-Rezeptoren in den Glomerula (235). Inwiefern
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eine Hemmung der Ai-vermittelten Wirkungen sinnvoll ist, kann nur schwer
abgeschatzt werden, da auf der anderen Seite eine Absenkung der GFR auch
protektiv gegen eine Hypoxie oder Ischamie wirkt, besonders in der Medulla.

In der Klinik ist das Kontrastmittel induzierte Nierenversagen von Bedeutung.
Bekannte Risikofaktoren sind Volumen- und Natrium-Mangel. Die Gabe von
unselektiven Adenosin-Antagonisten wie Theophyllin oder selektiven Aj-Ant-
agonisten wirkt hier protektiv (65-68, 114, 115, 286). Der Einfluss des A;-
Rezeptors beim ANV kann auch durch Versuche mit As-Knockout-Mausen
gezeigt werden. Die Knockout-Mause Uberstehen eine Kontrastmittelgabe
deutlich besser als entsprechende Wildtypen (146).

Im Gegensatz dazu wirkt auch eine Adenosin-Infusion protektiv bei Ischamie
(142, 143, 145, 149). Der uber den A1-Rezeptor vermittelte Effekt bewirkt neben
niedrigeren  Kreatinin- und  Harnstoff-Blutspiegeln  auch  verringerte
Entzindungsreaktionen, Nekrosen und Apoptosen. Dieser Effekt kann auch bei
A1-Knockout-Mausen gezeigt werden.

Neben dem As-Rezeptor haben auch die Axa- und Agzg-Rezeptoren protektiven
Einfluss bei Ischamie (59, 99, 144). Die Funktion des As-Rezeptors ist noch
nicht komplett aufgeklart. Arbeiten von Lee et al. (142, 147) deuten darauf hin,
dass eine Aktivierung des As-Rezeptors Ischamie-Schaden verstarken.

Bei Nierentransplantationen kommt es haufig zu Ischamie-
Reperfusionsschaden. Die Aktivierung von Ai-Rezeptoren wirkt hier protektiv
(142). Hier schitzt ein erhdhter renaler Adenosinspiegel die Niere (100, 101).
Im Gegensatz dazu zeigt sich auch ein protektiver Effekt durch unselektive
Adenosin-Antagonisten wie Theophylllin (97, 107, 153).

Eine Aktivierung von A{-Rezeptoren in der Niere schitzt auch Uber den

Akt-Signalweg bei Ischamie und Reperfusion der Leber protektiv vor akuter
Nierenschadigung (191).
Interessant ist auch, dass es einen akuten und einen verzdgerten protektiven
Effekt bei Ischamie gibt (123). Eine Behandlung mit dem As-Agonisten CCPA
24 Stunden vor einer 30 minutigen Ischamie bewirkt eine Akt-Aktivierung und
HSP27-Induktion, eine akute Vorbehandlung vor der Ischamie ist Proteinkinase
C und Akt-abhangig.
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1.3 Extrarenale Wirkungen des Adenosin-A;-Rezeptors
Im ZNS wirkt eine Aktivierung des As-Rezeptors anxiolytisch und sedierend,
indem prasynaptisch die Ausschittung verschiedener exzitatorischer
Transmitter (v. a. Noradrenalin, Glutamat) gehemmt wird (57, 58). Die Erregung
des Ai-Rezeptors wirkt antikonvulsiv und schitzt so vor epileptischen Anfallen
(56, 96, 105, 136). Mit A-Agonisten lassen sich im Tiermodell Krampfanfalle
therapieren (2, 41). Durch eine A;-Aktivierung werden Astrocyten vor Hypoxie
geschutzt (21, 135). Adenosin vermittelt im ZNS eine analgetische Wirkung
(154, 220). Der Adenosin-Ai-Rezeptor ist an der Nozizeption und
Temperaturempfindung beteiligt. Uber A;-Rezeptoren wird auBerdem der
Schlaf-Wach-Rhythmus vermittelt (202). Ferner wirkt der Ajs-Rezeptor im
Tiermodell der Multiplen Sklerose protektiv (261). Eine Beteiligung des A;-
Rezeptors bei der Entwicklung einer Schizophrenie wird diskutiert (141).
As-Knockout-Tiere sind angstlicher und aggressiver, zeigen ein normales
Lernverhalten, weisen einen reduzierten Muskeltonus auf und reagieren
empfindlicher auf Schmerzreize (86). AulRerdem weisen Aj-Knockout-Tiere
héhere Blutdruck-Werte auf (272).
Adenosin spielt eine Rolle beim Asthma bronchiale (155). Bei Asthmatikern
konnte eine erhdhte Konzentration von Adenosin in der bronchoalveolaren
Lavage gemessen werden. Adenosin vermittelt eine Bronchokonstriktion. Der
Einsatz von As-antagonistischen Methylxanthinen wie Koffein und Theophyllin
wirkt bronchodilatatorisch. Auf der anderen Seite wirkt Adenosin in der Lunge
auch antiinflammatorisch (240, 253). Dieser Effekt wird Uber As-Rezeptoren auf
Alveolarakrophagen vermittelt. As-Knockout-Mausen zeigen bei erhohten
Adenosin-Konzentrationen deutlich verstarkte Entzindungsreaktionen mit
Mucosametaplasien und Alveolarschaden. Durch die Ajs-Rezeptor-Defizienz
kommt es in der Lunge der Knockouttiere zu einer Uberschiel3ienden Expression
von Th2-Zytokinen wie Interleukin 4 und 13 sowie weiteren Chemokinen und
Metalloproteinasen.

Kardial ist der Ai{-Rezeptor im Atrium an der Vermittlung negativer
Chronotropie, Inotropie und Dromotropie beteiligt (42, 180, 288). Kardioprotektiv

wirkt Adenosin auch durch ischamische Prakonditionierung (40, 46). Ferner
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wird das Herz durch Adenosin vor Ubermafiger Katecholamin-Einwirkung,
verminderter Endothelin-1-Produktion und Hemmung des Renin-Angiotensin-
Systems geschutzt (37). Im Tiermodell reduzierten Adenosin-As-Agonisten eine
ventrikulare Hypertrophie (152). Adenosin steigert die ANP-Ausschittung uber
den Ai-Rezeptor (288). Der As-Agonist R-PIA (N(6)-(R)-phenylisopropyl
adenosine) eignet sich im Tiermodell zur Beendigung von Torsade de Pointes-
Tachykardien (247).
In der Kardiologie wird Adrekar® (Adenosin) bei symptomatischen AV-
junktionalen und supraventrikularen Tachykardien zur Rhythmuskontrolle
eingesetzt (219). Adenoscan® (Adenosin) wird bei Myokardszintigraphien als
koronarer Vasodilatator eingesetzt.
Im Tierversuch konnte aullerdem gezeigt werden, dass bei spontan
hypertensiven Ratten (SHR) eine verringerte Affinitdt zentralnervoser
Adenosine-Ai-Rezeptoren vorliegt (162). Dies ist ein Hinweis darauf, dass
Hypertension Folge einer defizienten purinergen Neurotransmission sein kann.
Die Aktivierung von Ai-Rezeptoren kann sowohl pro- als auch anti-
inflammatorisch wirken (71). A-Rezeptoren kdnnen neutrophile Granulozyten
und Monocyten aktivieren (164, 217, 218). Auf der anderen Seite vermitteln A4-
Rezeptoren auch antiinflammatorische Effekte (145, 149, 152, 261). Durch eine
Aktivierung von Ai-Rezeptoren kann das Tumorwachstum von Glioblastomen
gehemmmt werden (244).
Ai-Rezeptoren sind auch im Fettgewebe stark exprimiert (47, 49). Bei
Aktivierung der Rezeptoren wird Uber die Hemmung der Adenylatcyclase die
Lipolyse inhibiert. Desweiteren wird eine Hemmung der hormon-sensitiven
Lipase (HSL) wund der Triglycerid-Lipase des Fettgewebes (ATGL)
angenommen. Eine exzessive Aktivitat des Ai-Rezeptors kdnnte ein Grund fir
Adipositas sein (11). AuBerdem wird durch A{-Rezeptor-Aktivierung die Insulin-
Sensitivitat in  Muskel- und Fettgewebe gesteigert (29, 213). Eine
Uberexpression von A;-Rezeptoren im Fettgewebe schiitzt Mause vor Insulin-
Resistenz (54).
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1.4 Anwendungsmaoglichkeiten fir Adenosin-A;-Rezeptor-Agonisten
Adenosin-Ai-Rezeptor-Agonisten eréffnen neue Einsatzmoglichkeiten bei
verschiedenen Krankheitsbildern. Derzeit laufen mehrere klinische Studien fur
folgende Indikationen (64, 85, 127):
e Vorhofflimmern (Tecadenoson (CVT-510), Selodenoson, Capadenoson
(BAY-68-4986), PJ-875)
e Angina pectoris (Capadenoson (BAY-68-4986))
e Diabetes mellitus Typ 2 (GR79236, ARA, CVT-3619, GS9667, RPR-749)
e Schmerztherapie (SDZ WAG94, GW493838, T62 (allosterischer
Modulator))
e Cerebroprotektion (NNC 21-0136)

Fast alle Agonisten haben ein Adenosin-Grundgerist. Ausnahme st
Capadenoson.

Die Herausforderung bei der Entwicklung spezifischer Ai-Rezeptor-Agonisten
besteht darin, das Zielgewebe spezifisch zu stimulieren und gleichzeitig
Nebenwirkungen durch die Rezeptor-Aktivierung in anderen Geweben zu
minimieren. Aullerdem sollte eine Tachyphylaxie durch Desensibilisierung
vermieden werden.

Um Nebenwirkungen zu reduzieren werden auch partielle Agonisten als
Alternative untersucht (284). Diese vermitteln im Gegensatz zu vollen Agonisten
nur eine submaximale Wirkung am Rezeptor.

Der As-Agonist Tecadenoson, von CV Therapeutics entwickelt, wurde in der
Phase IlI-Studie TEMPEST (Trial to Evaluate the Management of PSVT during
Electrophysiological Study with Tecadenoson, 2005; multizentrische,
randomisierte, doppelt blinde und plazebokontrollierte Studie) untersucht (62,
197). Es reduzierte die Zahl paroxysmaler supraventrikulare Tachykardien
(PVST) dosisabhangig in bis zu 87% der Falle. Klinische Studien laufen auch
fur Selodenoson von Aderis Pharma (3). Da die Aktivierung des A¢-AR die
Refraktarzeit des AV-Knoten verlangert, die sinuatriale Schrittmacherrate

reduziert und das Aktionspotential verkurzt, kdnnen Arrythmien entstehen. Das
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Risiko nach einer Kardioversion eine Rhythmusstorung zu entwickeln ist bei A4-
Agonisten deutlich niedriger als bei Adenosin (<1% vs. 11-15%) (62).

Fiar den antiarrhythmischen Einsatz wurden auch Partialagonisten untersucht.
Sie wirken ebenfalls Uber eine Verlangerung der atrioventrikularen Uberleitung,
verursachten aber keine héhergradigen AV-Bldcke (280).

Capadenoson (BAY 68-4986), der erste nicht-nukleosidische As-Agonist, hat in
ersten Studien erfolgversprechende Ergebnisse gezeigt. Er kann oral appliziert
werden. Eine Phase II-Studie zum Einsatz bei Vorhoffimmern ist
abgeschlossen (14). Eine geplante Phase II-Studie, welche die Wirkung von
Capadenoson bei Angina pectoris untersuchte, wurde jedoch zuriickgezogen
(15).

Der Einsatz von Ai-Agonisten bei Diabetes mellitus Typ Il beruht auf einer
Steigerung der Insulinsensitivitdt und Senkung der Neutralfette, wird jedoch
durch kardiovaskulare Nebenwirkungen und Desensibilisierung bei kompletten
Agonisten (GR79236, ARA und RPR 749) erschwert (48). Neuer entwickelte
Partialagonisten (CVT-3619) sollen ohne diese Probleme auskommen (48). Sie
wirken gewebeselektiv. Deshalb vermitteln sie einen starkeren Effekt bei
Adipocyten als im Herz und steigern so die Insulinsensitivitat ohne
Tachyphylaxie und kardiale Nebenwirkungen zu erzeugen. Die Substanz ARA
zum Beispiel ist etwa 100 mal weniger wirksam bei As-AR vermittelter
Bradykardie als bei A-AR vermittelter Lipolyse-Inhibition (289).

CVT-3619 wurde von Tecadenoson abgeleitet (48, 70). Die Substanz senkte
die freien Fettsauren um 30-60%, reduzierte Triglyceridspiegel und steigerte die
Insulinsensibilitat in Ratten. Durch die Modifikation konnten kardiovaskulare
Nebenwirkungen deutlich reduziert werden. Die maximale Wirkung auf cAMP-
Reduktion entspricht vollen Agonisten wie Cyclopentyladenosin (CPA). Die
Hemmung der Fettsauren-Freisetzung ist weniger effektiv (nur 58% des CPA-
Effektes). Erklaren lasst sich dieser Unterschied durch eine groRe
Rezeptorreserve oder eine erhdhte Effizienz bei Rezeptorbindung am A4-AR in
Adipocyten. Diese Effekte unterlagen keinem Wirkungsverlust Uber sechs
Wochen (48).
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SDZ WAG94 senkte bei diabetischen Ratten die Blut-Glukose-Konzentrationen.
Ferner wurden Blutdruck, Herzfrequenz, Blutkonzentrationen von freien
Fettsauren, Triglyzeriden, Phospholipiden und Cholesterin gesenkt (118).
GR79236 inhibierte die Katecholamin-induzierte Lipolyse in Adipocyten und
reduzierte die Fettsdure- und Triglycerid-Spiegel um 50% (205).

NNC-21-0136 wirkte im Tiermodell bei Ischamien neuroprotektiv (135). Die

Substanz weist nur eine geringe Blutdrucksenkung auf.

1.4.1 Allosterische Modulation des Adenosin-A;-Rezeptors
Eine andere Moglichkeit, den Ai-Rezeptor zu stimulieren, ist die allosterische
Modulation (83, 89). Der Modulator verstarkt hierbei die Rezeptoraktivierung,
wenn endogenes Adenosin gebunden wird. Von Vorteil ist hier, dass der
Rezeptor nur bei Anwesenheit des orthosterischen Liganden, Adenosin,
stimuliert wird. Man erhoffte sich dadurch, dass kardiovaskulare
Nebenwirkungen reduziert und eine Tachyphylaxie verhindert werden konnen.
FUr den Ai-Rezeptor werden zwei Substanzen untersucht, T-62 (151,
179) und PD-81,723 (169). Diese allosterischen Modulatoren wirken Rezeptor-
spezifisch. Die beiden Stoffe konnen oral appliziert werden und sollen zur
Behandlung neuropathischer Schmerzen eingesetzt werden. Li et al. zeigten,
dass T-62 bei neuropathischen Schmerz im Tiermodell wirksam ist (150).
Unerwlinschte Nebenwirkungen wie Sedierung oder motorische Schwache
waren nur schwach, meist nur zu Beginn der Therapie, ausgepragt. Jedoch
kommt es auch hier zur Tachyphylaxie. Bereits nach 5 Tagen kam es zu einem
ausgepragten Wirkungsverlust. Die Tachyphylaxie konnte nur zu einem Teil
durch Rezeptor-Down-Regulierung und Desensitivierung erklart werden. T-62

wurde bereits in einer Phase |I-Studie untersucht (129).

1.5 A;-Antagonisten zur Behandlung des kardiorenalen Syndroms
Eine Herzinsuffizienz geht oft mit einer renalen Dysfunktion einher und

umgekehrt. Etwa 50% aller Patienten mit Herzinsuffizenz weisen gleichzeitig
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auch eine Niereninsuffizienz auf. Dabei ist eine eingeschrankte Nierenfunktion,
gemessen durch Absinken der GFR und Kreatinin-Anstieg, der starkste
Risikofaktor fur Mortalitat (siehe Abbildung 6) (69, 109). Das kardiorenale
Syndrom zeichnet sich durch Volumenuberlastung, Diuretikaresistenz, Hypo-
natriamie und ein hamodynamisch relevantes prarenales ANV aus. Es konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit Herzinsuffizienz deutlich erhéhte Adenosin-

Blutspiegel aufweisen (78).
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Abbildung 6: GFR als prognostischer Marker fur Mortalitdt nach Hillege ((214)nach (109))
(Kaplan-Meier-Kurve: Mortalitatswahrscheinlichkeit (Ordinate) in Abhangigkeit
der GFR und zeitlichem Verlauf in Tagen (Abszisse))

Da dass kardiorenale Syndrom mit herkdmmlicher Medikation nur schwer in
den Griff zu bekommen ist, wird intensiv an neuen Therapiemdglichkeiten
geforscht. Enorme Bedeutung haben deshalb Adenosin-Ai-Antagonisten
gewonnen, die in ersten klinischen Studien erfolgsversprechende Resultate
erzielen konnten (43, 52, 53, 87, 88, 91, 93, 95).

A+s-Antagonisten wirken protektiv auf die Nierenfunktion. Sie verhindern eine
Vasokonstriktion und inhibieren Salz- und Wasserreabsorption. Fur die Niere ist
keine Substanzklasse bekannt, die so selektiv eine Vasodilatation am Vas
afferens  bewirkt. Die Ergebnisse werden in aktuellen Reviews

zusammengefasst (12, 122). Ein Problem bei der Entwicklung von A;-
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Antagonisten ist die hohe Lipophilitat und die damit verbundene geringe
Ldslichkeit in Wasser sowie begrenzte Bioverfligbarkeit (108). Beflirchtungen,
Ai-Antagonisten konnten bei Myokardischamien die Infarktzone vergroRern,
konnten entkraftet werden (7).

Als As-Antagonisten wurden im Wesentlichen zwei Substanzen
ausfuhrlich geprift: BG9719 (CVT-124) und KW-3902. Im Tiermodell fur die
chronische  Herzinsuffizienz  steigerte = CVT-124  Kreatinin-Clearance,
Urinvolumen und Na-Ausscheidung (160). Jackson et al. untersuchten Ratten
mit dilatativer Kardiomyopathie unter Therapie mit Schleifendiuretika (120).
Auch hier zeigte CVT-124 eine deutliche Besserung hinsichtlich Kalium-
ausscheidung, renaler Hamodynamik und linksventrikularer Funktion. GFR,
Urinvolumen und Na-Ausscheidung konnten durch die Gabe der Substanz
gesteigert werden. Erste klinische Studien mit der Substanz CVT-124 zeigten
bei Patienten mit Herzinsuffizienz (NYHA 1I-IV) vergleichbare Effekte (93, 95).
Auch KW-3902 konnte in klinischen Studien ahnlich wirkungsvolle Ergebnisse
vorweisen (52, 88). Bereits 1992 wurde die Substanz synthetisiert (243). KW-
3902 ist ein an der Position 8 substituiertes Xanthin (8-(3-noradamantyl)-I,3-
dipropylxanthin). Bei kochslazsalzreich-erndhrten Ratten wurde die Substanz
oral appliziert und bewirkte eine ausgepragte Diurese und Natriurese. Beim
Glycerol-induzierten akuten Nierenversagen vermittelte es einen nephro-
protektiven Effekt. Unter dem Namen Rolofylline wird KW-3902 in klinischen
Studien der Phase 3 zum Einsatz bei chronischer Herzinsuffizienz untersucht.
In den Studien PROTECT 1 und 2 konnte KW-3902 im Vergleich zur
Standardtherapie Dyspnoe und Nierenfunktion deutlich bessern und die Diurese

verstarken (43).

1.6 2-Chloro-N6-cyclopentyladenosine (CCPA)

Zur Stimulation des Adenosin-A-Rezeptors wurde in dieser Arbeit 2-Chloro-N6-
cyclopentyladenosine (CCPA) als hochspezifischer Aj-Agonist verwendet. Die
Substanz wurde von Cristalli synthetisiert und erstmals im Jahre 1988 von
Lohse et al. beschrieben (siehe Abbildung 7) (157). CCPA weist unter den
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bisher publizierten Aj-Agonisten die hochste Affinitat am Adenosine-A4-
Rezeptor auf (133). Es wirkt hochselektiv mit Bindungsaffinitadten von 0,8, 2300
und 42nM gegenuber humanen Ai-, Aza- und As-Rezeptoren (132). Die
Rezeptorselektivitat von A¢- gegenuber dem Aza-Rezeptor betragt 500:1 (170).
Fir den Ags-Rezeptor wird flr die Stimulation der Adenylatcyclase eine ECsg
von 18800 nM angegeben. CCPA wirkt antagonistisch am As-Rezeptor (81).
CCPA hat ein Molekulargewicht von 374,31 g/mol (20).

31,H,0

HO

OH OH

Abbildung 7: Chemische Struktur von CCPA (277)

Bei in-vitro Messungen bewirkt CCPA eine negative Chronotropie bei einer
ECso = 8,2nmol/l und kann durch As-selektive Antagonisten wie 8-Cyclopentyl-
1,3-dipropylxanthin (DPCPX) antagonisiert werden (42). Es zeigen sich selbst
bei mikromolekularen Konzentrationen keine vasodilatatorischen Effekte und
keine Beeinflussung der Thrombozytenaggregation, die Uber A,a-Rezeptoren
vermittelt werden. Aus den Untersuchungen von Monopoli et al. kann eine

Plasmahalbwertszeit von circa 20 Minuten abgeschatzt werden (170).

Casati et al. untersuchten Blutdruck und Herzfrequenz wacher spontan
hypertensiver Ratten bei akuter und wiederholter Gabe von CCPA (35).
Intraperitoneal injiziert bewirkte es eine Senkung des systolischen Blutdrucks
und eine ausgepragte Bradykardie (ED3y = 0,128mg/kg KG). Die

Herzfrequenzsenkung hielt bei einmaliger Gabe von CCPA 4 bis 5 Stunden an.
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Bei einer Dosierung von 0,1mg/kg KG zweimal taglich Uber 21 Tage kam es
nach wenigen Tagen zur Toleranzentwicklung hinsichtlich Blutdruck und Puls.
Mit dieser Applikationsform und -dosierung konnten auch antikonvulsive Effekte
beobachtet werden. Dies spricht fiir eine Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke
(2, 170). Jedoch veranderte es nicht den Schlaf-Wach-Rhythmus. CCPA
verringerte die lokomotorische Aktivitat und erniedrigte den Muskeltonus.
Bezuglich Rezeptorbindung konnte an Hirngewebe keine Veranderung
hinsichtlich Zahl und Affinitat der As-Rezeptoren beobachtet werden. Unklar
bleibt, wie der Wirkungsverlust zu Stande kommt, insbesondere welche
Konzentrationen von CCPA im ZNS erzielt wurden. Ferner wurde eine
Entkopplung der Gi-Proteine nicht untersucht. In einer anderen Arbeit zeigten
Casati et al., dass CCPA auch oral appliziert werden kann (36).

Sala et al. untersuchten die Wirkung von CCPA auf Plasma-Renin-Aktivitat und
Plasmakonzentrationen von ANP, cGMP und Endothelin-1 bei spontan
hypertensiven Ratten (216). CCPA reduzierte die Plasma-Renin-Aktivitat,
steigert ANP und cGMP im Plasma. Endothelin-1-Spiegel wurden durch CCPA
nicht beeinflusst.

Am Herzen zeigte CCPA in verschieden Studien einen protektiven Effekt bei
Ischamie. So reduzierte CCPA die MyokardinfarkigroRe (170, 251, 259)
Thornton et al. zeigten, dass CCPA genauso wirksam wie eine ischamische
Prakonditionierung ist und dass dieser Effekt nicht durch die ebenfalls
hervorgerufene Hypotonie oder erniedrigte Herzfrequenz verursacht wird. Auch
bei Skelettmuskeln kann CCPA den Ischamieschaden reduzieren (290).

Die CCPA vermittelte Senkung des Blutdruckes und der Herzfrequenz
bewirkt einen Anstieg der renalen Sympathikusaktivierung (84). Jedoch fallt die
Aktivierung deutlich geringer aus als bei einer vergleichbaren Blutdrucksenkung
durch Nitroprussid. Dies spricht fur eine Reduktion der Barorezeptoren-
Empfindlichkeit durch CCPA.

Walkowska et al. untersuchten den Einfluss von CCPA auf die
Nierendurchblutung (271). Bei kochsalz-reich und —arm ernahrten Tieren
reduziert CCPA den renalen Blutfluss (RBF), corticalen Blutfluss (CBF) und
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auleren medullaren Blutfluss (OMBF). Antidiuretische Effekte konnten nur bei
kochsalzreicher Diat beobachtet werden.

Es liegen keine Studien zum Einsatz von CCPA an Menschen vor. RPR749,
ebenfalls ein As-Rezeptor-Agonist, wurde bereits beim Menschen angewendet.
Shah et al. untersuchten seine lipidsenkende Wirkung (229). Dabei konnte
gezeigt werden, dass bei oraler Applikation die Plasmakonzentrationen freier
Fettsauren effektiv gesenkt werden konnen. Zudem wurden keine schweren
Nebenwirkungen beobachtet. Lediglich maRige und in der Mehrzahl milde
Ereignisse wurden erfasst. Am haufigsten war das Verdauungssystem
(Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe) betroffen. Vitalparameter wie EKG oder

Spirometrie zeigten keine Auffalligkeiten.

1.7 Einfluss der Vorbehandlung

NaCl-arme Diat

Eine kochsalzarme Diat (0,15%) Uber 5 Tage senkt die interstitielle Adenosin-
Konzentration um 64% bzw. um den Faktor 2,8 (231) und Rezeptordichte (Bmax)
fur den As-Antagonisten DPCPX um 46% (236).

Kulick et al. zeigten, dass der As-Rezepr im proximalen Tubulus eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Flussigkeits- und Natriumresorption spielt (138).
Eine kochsalzarme Diat (0,03%) uber sieben Tage bewirkt im proximalen
Tubulus einen Anstieg der Ai-Rezeptor-Protein-Menge und seine mRNA-
Expression. Funktionell bestatigt wird diese Beobachtung durch eine
gesteigerte Flussigkeitsreabsorption in diesem Bereich. In den Sammelrohren

im Bereich des inneren Markes nimmt die Rezeptordichte ebenfalls zu.

NaCl-reiche Diat

Bei akuter Hypernatriamie durch intraaortale Infusion hypertoner NaCl-Lésung
zeigte sich, dass der ATP-Spiegel in der Niere in Folge der gesteigerten
Transportleistung sinkt, wahrend der renale Gewebsgehalt von Adenosin
ansteigt (184).
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Eine kochsalzreiche Diat (4%) steigert die interstitiellen Adenosin-Konzentration
um den Faktor 18 im Vergleich zu den NaCl-arm ernahrten Tieren bzw. um den
Faktor 6,6 bei normaler Diat (231). Die durch den As-Rezeptor vermittelten
Effekte sind abgeschwacht (177, 186):

Die NaCl-reiche Diat erzielt eine Down-Regulation von A-Rezeptoren (293).
Die mRNA-Level werden um 65 % reduziert. AuBerdem wird die maximale

Bindungskapazitat um 37% gesenkt (236).

CCPA

Uber akute Wirkungen von Aj-Agonisten wie CCPA liegen mehrere
Untersuchungen vor (216, 259, 290). Wenige Studien prufen eine wiederholte
Gabe von Aj-Agonisten wie CCPA in vivo (2, 35, 36, 216). Deshalb bleibt
unklar, wie sich eine wiederholte Gabe von As-Agonisten auf die Nierenfunktion

auswirkt.

In Zellkulturen ist eine Desensibilisierung des Ai-Rezeptors bei chronischer
Stimulation gezeigt worden (1, 80, 98, 112, 176, 206). Abbracchio et al.
demonstrierten einen raschen Wirkungsverlust fur Cyclohexyladenosin bei
Gehirnschnitten in vitro (1). Auch glatte Muskelzellen (DDT1MF-Zellkultur)
zeigten eine Tachyphylaxie (176, 206). Nach 24 Stunden Inkubation mit dem
A+i-Agonisten R-PIA ist die Aktivitat der Adenylatcyclase um 50% reduziert
(206). Die Dichte der A{-Rezeptoren in Zellmembranen sinkt, wohingegen der
Proteingehalt der Rezeptoren in intrazellularen Kompartimenten ansteigt. Die
Rezeptor-Phosphorylierung nimmt zu. Gao et al. zeigten ebenfalls, dass nach
24 stindiger Stimulation mit dem Aj-Agonisten Cyclopentyladenosin eine
Reduktion der Rezeptoranzahl und der Rezeptor-G-Protein-Komplexe um 50%
beobachtet werden kann (80). Auch bei der As-vermittelten Lipolyse zeigt sich
bereits nach 24 Stunden eine Tachyphylaxie (112, 158, 192).

Auch in vivo konnte eine Desensibilisierung des Aq-Rezeptors
beobachtet werden (2, 35, 148, 158, 192). Casati et al. zeigten fur CCPA eine
Toleranzentwicklung fir Blutdruck und Herzfrequenz nach wenigen Tagen (35).

Auch bei induzierten konvulsiven Anfallen stellt sich eine Tachyphylaxie nach
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mehrtagiger Applikation von CCPA ein (2). Dieser Wirkungsverlust lasst sich
nicht nur auf Veranderungen der Rezeptordichte oder Affinitat, gemmessen im
Hirngewebe, zuruckfuhren. Im Gegensatz dazu wurde fur Ax-Agonisten keine
Toleranzentwicklung bei Blutdruck und Herzfrequenz beobachtet.

Lee et al. untersuchten eine chronische Stimulation mit dem A;-Agonisten R-
PIA an Ratten (148). Bereits nach drei Tagen hatten Blutdruck und Herz-
frequenz wieder Ausgangswerte erreicht. Durch die Infusion von R-PIA wurden
die Tiere lethargisch, nach drei bis vier Tagen normalisierte sich das Verhalten
wieder. Am ehesten in Folge einer reduzierten Nahrungsaufnahme kam es zu
einem Gewichtsverlust, der bei Kontrolltieren nicht beobachtet wird. Bei
Myokardzellen konnte eine Desensitivierung im Bereich des Vorhofes, nicht
aber im Ventrikel gezeigt werden. Die chronische Stimulation fuhrte zu einem
Verlust der negativ ino- und chronotropen Wirkung. In Bindungsstudien wurde
eine Abnahme der Rezeptordichte um 52% beobachtet. Es kam zu einer
deutlichen Abnahme der maximalen Rezeptorbindung und kompetitiven
Bindung. Ferner wurde eine Downregulation von As-Rezeptoren, Entkopplung
der Gi-Proteine vom Aj-Rezeptor und einer Abnahme von Gi-Proteinen
beobachtet.

Auch fur die ischamische Prakonditionierung zeigt sich ein Wirkungsverlust,
wenn CCPA Uber 72 Stunden infundiert wird (260).

Molekulare Mechanismen der Desensibilisierung werden in einem Review von
Klaase et al. diskutiert (131).
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2 Fragestellung

Zahlreiche Adenosin-Ai-Agonisten werden derzeit in fortgeschrittenen
klinischen Studien geprift und stehen kurz vor ihrer Zulassung fir den Einsatz
bei Arrythmien, Ischamien, Dyslipidamien chronischen Schmerzen, Epilepsie
und Emesis .

Bisherige Untersuchungen zu renalen Adenosinwirkungen wurden nur nach
kurzfristiger Gabe von Adenosin-As-Rezeptor-Agonisten durchgefihrt. Unklar ist
bisher noch, welche Bedeutung Adenosin in der langfristigen Kontrolle der
Nierenfunktion und Hamodynamik hat. Ob sich nach langfristiger Stimulation
der Adenosinrezeptoren eine Tachyphylaxie entwickelt, bleibt offen.

Es gibt kaum Studien, die eine wiederholte Gabe von Aj-Agonisten in vivo
prufen (2, 35). In vitro konnte eine rasche Tachyphylaxie beobachtet werden
(1). Effekte einer dauerhaften Anwendung selektiver Adensoin-As-Agonisten auf
die Niere sind bis jetzt noch nicht ausreichend bekannt.

Diese Arbeit soll nun klaren, wie sich eine chronische Stimulation der Adenosin-
A+-Rezeptoren auf die Nierenfunktion auswirkt. In den Versuchen wird gepruft,
welche Effekte sich durch eine chronische Stimulation mit dem Adenosin-A;-
Rezeptor-Agonisten 2-Chloro-N°-cyclopentyladenosin (CCPA) im Tierversuch
an Ratten Uber sieben Tage erzielen lassen. Ob sich nach langfristiger
Stimulation der Adenosinrezeptoren eine Tachyphylaxie (Wirkungsverlust)
entwickelt, ist bisher nicht ausreichend geklart. Da die Wirkung des Adenosin-
A+-Rezeptors in der Niere sehr stark von der Aktivitat des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems abhangt, wurde die Fragestellung sowohl bei minimaler
RAAS-Aktivitat unter kochsalzreicher Diat als auch bei stark erhdhter RAAS-

Aktivitat unter kochsalzarmer Diat untersucht.

Zur Bewertung der Tachyphylaxie werden herangezogen:
1) Trinkmenge wahrend der siebentagigen Vorbehandlung mit CCPA
Gewichtsverlauf wahrend der Vorbehandlung

2) Elektrolytausscheidung und Urinmenge an Tag 1 und 7
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3) glomerulare Filtrationsrate in Narkose nach Vorbehandlung mit
CCPA und bei akuter Applikation von CCPA

4) renaler Blutfluss und Antwort der Niere auf Adenosin-Einzel-
Injektionen in die Aorta thoracica

5) Plasma-Renin-Aktivitat

6) Genexpression der Aq- und Axa-Rezeptoren in der Niere

7) Blutdruck und Herzfrequenz in Narkose

Eine dauerhafte Verschlechterung der Nierenfunktion durch selektive Adenosin-
A+1-Agonisten wirde die klinische Anwendung dieser Substanzklasse stark
einschranken. Daher soll in dieser Arbeit geklart werden, in welchem Male die

Nierenfunktion durch As-Agonisten beeinflusst wird.
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3 Versuchsaufbau, Material und Methoden

3.1 Versuche

3.1.1 Gruppeneinteilung

Um den Einfluss der CCPA-Vorbehandlung auf die Nierenfunktion und
Hamodynamik unter zwei physiologischen Extrembedingungen des Kochsalz-
Haushaltes untersuchen zu konnen, wurden acht Versuchsgruppen gebildet.
Eine Versuchsreihe untersucht den Einfluss der CCPA-Vorbehandlung unter
kochsalzarmer Diat, eine andere den Einfluss unter kochsalzreicher Diat. Pro
Versuchsreihe gab es jeweils einen Versuchsarm, in dem die Tiere mit CCPA
vorbehandelt wurden, im anderen Arm, der Kontrollgruppe, wurde die Substanz
CCPA nicht verabreicht (siehe Abbildung 8). In jedem Arm gab es wiederum
zwei Gruppen. Bei einer Gruppe wurde die akute hamodynamische Reaktion
der Niere auf Adenosin-Injektionen in die Aorta abdominalis untersucht, in der
anderen Gruppe wurden die Clearance-Messungen und die Untersuchungen
des Nierengewebes durchgeflhrt (siehe Abbildungen 9 und 10).

Die Tierversuche wurden durch das Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

Diat: NaCl-arm Diat: NaCl-reich
[ [

Kontrolle Kontrolle

Abbildung 8: Ubersicht (iber Versuchsgruppen
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Diat: NaCl-arm
[

Kontrolle (=KON)

(ohne Vorbehandlung)
RBF: Clearance- RBF: Clearance-
Akute Messung, Akute Messung,
Antwort Unter- Antwort Unter-
auf suchung auf suchung
Adenosin- Nieren- Adenosin- Nieren-
Injektion gewebe Injektion gewebe

Abbildung 9: Versuchsgruppen in Versuchsreihe Kochsalz-arm (RBF = renaler Blutfluss)

Diat: NaCl-reich
[

Kontrolle
(ohne Vorbehandlung)
RBF: Clearance- RBF: Clearance-
Akute Messung, Akute Messung,
Antwort Unter- Antwort Unter-
auf suchung auf suchung
Adenosin- Nieren- Adenosin- Nieren-
Injektion gewebe Injektion gewebe

Abbildung 10: Versuchsgruppen in Versuchsreihe Kochsalz-reich (RBF = renaler Blutfluss)

Jede Versuchsgruppe bestand aus 8 Tieren. Die Stichprobengrofde wurde mit
dem Statistikprogramm NCSS 2007 abgeschatzt.

scheinlichkeit (a-Fehler) einer Aussage wurde ein Wert kleiner gleich 5%
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3 Versuchsaufbau, Material und Methoden

gewahlt, der Fehler 2. Art (R-Fehler) sollte maximal 5% betragen. Als priméare
Variable wurde fur den renalen Blutfluss und die glomerulare Filtrationsrate eine
Differenz von 25% bei einer der physiologischen Streuung entsprechenden

Standardabweichung von 15% angenommen.

3.1.2 Versuchsprotokoll Vorbehandlung

Vier Tage vor Beginn der Vorbehandlung mit CCPA bzw. der Kontrollperiode
wurde die Kochsalzdiat, je nach Gruppe Natriurese bzw. Natriumretention
initiiert. Ab diesem Zeitpunkt erhielten die Tiere Spezialfutter, entweder

Kochsalz-arm oder —reich (siehe Abbildung 11).

Stoffwechselké&fi
& 9\

T 4 i

Tag - 4 Tag 1 Tag 8

Beginn Beginn Operation mit
Na-Diat CCPA-Diat GFR- oder RBF-
(Na-arm (CCPA oder Messung,

oder Kontrolle) anschlieRend
Na-reich) Organentnahme

Abbildung 11: Versuchsprotokoll Vorbehandlung

3.1.3 Versuchsprotokoll Clearance

Die Clearance-Messungen wurden in Narkose nach Abschluss der operativen
Eingriffe und einer Aquilibrierungszeit von circa 30 bis 45 Minuten begonnen.
Insgesamt wurde die Clearance in neun Sammelperioden (jeweils 3 Vor-,
Haupt- und Nachperioden) gemessen, die jeweils 20 Minuten dauerten. Der in

den 20 Minuten ausgeschiedene Urin wurde in Eppendorfgefallen gesammelt.
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Jeweils zur Mitte der Sammelperiode wurde eine Blutprobe abgenommen. Aus
den pro Sammeleinheit (Vor-, Haupt- und Nachperiode) ermittelten drei Werte
wurde der Mittelwert bestimmt.

Die Vorperioden dienten zur Erfassung der Ausgangsfunktion der glomerularen
Filtration. Nach drei Vorperioden erhielten alle Tiere einen CCPA-Bolus
intravenos injiziert gefolgt von einer einstiindigen CCPA-Infusion. In den drei
Hauptperioden wurde der Einfluss der CCPA-Infusion auf die Nierenfunktion
bestimmt. Nach Beendigung der CCPA-Infusion wurden drei Nachperioden als
Erholungsphase erfasst.

Der zeitliche Ablauf der Clearance-Messung ist in Abbildung 12 dargestellt.
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00 min ——

60 min —1—

Infusion e
CCPA e
120 min ——

180 min ——

Clearance-Messung
Zeitlicher Ablauf

Vorbereitung:
Narkose
Trachealkanule

Katheter V. Jugularis
Katheter A. Carotis
Katheter Blase/Ureter

Aquilibrierung

Beginn Sammelperioden

Vorperiode 1
Vorperiode 2
Vorperiode 3
Hauptperiode 1
Hauptperiode 2
Hauptperiode 3
Nachperiode 1
Nachperiode 2

Nachperiode 3

“Up2

Up 3

~Upb
~Upb6
Up7
.— Up 8

~Up9

Beginn Infusion Inulin
Beginn Blutdruckmessung

“Bp2

“< Bp6
< Bp7
< Bp8

< Bp9

Versuchsende, Entnahme Nieren

Up = Urinprobe

(Gesammelt Uber 20 min)

Bp = Blutprobe

(Entnahme zu Periodenmitte
Uber A. carotis, jew. 100ul)

Abbildung 12: Versuchsprotokoll Clearance-Messung: Zeitlicher Ablauf
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3.2 Versuchstiere

3.2.1 Tierhaltung

Die Versuche wurden an mannlichen Sprague Dawley Ratten durchgefuhrt, die
von Charles River, Sulzfeld, bezogen wurden. Die Tiere hatten bei den
Messungen ein mittleres Gewicht von 300 £ 100g.

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen (12 h Tag-Nacht-
Rhythmus, Raumtemperatur 22,5° C, Luftfeuchtigkeit von 22,5° C) in den
Tierhaltungsraumen des pharmakologischen Instituts gehalten.

Bis zur Beginn der speziellen NaCl-Diaten erhielten die Ratten pelletierte
Standardnahrung und freien Zugang zu Leitungswasser. Zur Akklimatisierung
wurden die Tiere eine Woche in den Tierhaltungsraumen gehalten, bevor die

Diat umgestellt wurde.

3.2.2 Diat und Vorbehandlung

Um die Wirkungen von CCPA in der Niere unter unterschiedlichen
Ausgangsbedingungen des Elektrolythaushaltes zu untersuchen, wurden zwei
Gruppen gebildet. Bei einer Gruppe wurde eine erhdhte Kochsalzausscheidung
durch Anreicherung von NaCl im Futter erzielt. Die andere Gruppe wurde
maximaler Kochsalzretention unterzogen, indem NaCl-armes Futter eingesetzt
wurde.

FiUr die kochsalzarme Diat wurde zu Beginn der Diat 10 mg/kg Kopergewicht
Furosemid (Sigma Aldrich, Schnelldorf) intraperitoneal injiziert, um durch die
starke Natriurese einen ausgepragten Kochsalzverlust zu erzielen. Dann
erhielten die Tiere natriumchloridarmes Spezialfutter mit einem Natrium- und
Chloridgehalt von jeweils 0,015% (C1036, Altromin®, Lippe). Die Tiere hatten
Zugang zu Leitungswasser ad libitum.

Die salzreiche Diat begann mit einer einmaligen intraperitonealen Injektion von
Desoxycorticonsteronacetat (DOCA, Sigma, Schnelldorf) in einer Dosierung von
1 mg/kg Korpergewicht. Als langwirksames Mineralocorticoid bewirkt DOCA
eine starke Natrium-Retention. Ab diesem Zeitpunkt erhielten die Tiere
natriumreiches Spezialfutter mit einem Natriumgehalt von 3% (C1051,

Altromin®, Lippe). Die Tiere hatten ebenfalls freien Zugang zu Leitungswasser.
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3.2.3 Vorbehandlung mit CCPA

Die Abschatzungen der CCPA-Dosierung zur chronischen Vorbehandlung der
Tiere beruhen auf Untersuchungen von Monopoli et al. (170). Die Berech-
nungen beziehen sich pro Kilogramm Koérpergewicht:

Die Dosis von CCPA wurde so gewahlt, dass ein Blutspiegel von etwa 10 nM
aufrechterhalten werden soll. Dies wird erreicht, wenn nach einer Initialdosis
von 6 nmol (initial intraperitoneale Injektion, 2,2 ug/kg KG, in 1 ml 0,9% NaCl
gelost) immer soviel Substanz zugefuhrt wird, wie fortlaufend ausgeschieden
bzw. metabolisiert wird.

Bei einer Halbwertszeit von 20 Minuten sind nach einer Stunde, also 3
Halbwertszeiten, noch 12,5% der Substanzmenge im Blut enthalten. Folglich
werden bei einer CCPA-Konzentration von 10 nmol/l innerhalb von 60 Minuten
8,75 nmol aus dem Blut entfernt (Metabolisierung, renale Ausscheidung). 8,75
nmol entsprechen 3,24 ug. CCPA verteilt sich gleichmafig im Korperwasser,
also in etwa 60% des Korpergewichtes. Pro Kilogramm Koérpergewicht missen
demnach 1,94 ug zugefuhrt werden, um die metabolisierte Menge von CCPA zu
ersetzen.

Da bei der Vorbehandlung die Substanz oral Uber das Trinkwasser appliziert
wird, muss zusatzlich die orale Bioverfugbarkeit bertcksichtigt werden. Bei
einer geschatzten Bioverfugbarkeit fur CCPA von 60% errechnet sich eine
Dosis von 3,24 nug pro Stunde. Demnach wurden den Tieren Uber 24 Stunden
eine Dosis von etwa 80 ug/kg Korpergewicht zugefuhrt. Diese Dosis wurde in
der erwarteten Trinkmenge von 1,25 ml pro Stunde (entspricht 30 ml in 24
Stunden) gelést und Uber 7 Tage Uber das Trinkwasser zugefuhrt.
Untersuchungen von Casati et al. (35) und Lee et al. (148) zeigten, dass es mit
dieser Dosierung bereits nach wenigen Tagen zu einem Wirkungsverlust bei

Herzfrequenz und Blutdruck kommt.
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3.2.4 Stoffwechselkafig
Um Urinmenge und Elektrolytkonzentrationen im Urin messen zu konnen,
wurden die Tiere an Tag 1 und Tag 7 der Vorbehandlung in einem Stoff-

wechselkafig gehalten.

3.2.5 Narkose und operative Eingriffe

Narkose

Die Ratten wurden mit 100 mg/kg Korpergewicht Inactin® (Thiobutabarbital,
Sigma Aldrich, Schnelldorf) in einem Volumen von 2 ml/kg (NaCl-arm ernahrte
Tiere: 5% Glucose-Losung, NaCl-reich ernahrte Tiere: 0,85% NaCl-Losung) per
intraperitonealer Injektion narkotisiert. Eine ausreichende Narkosetiefe,
erkennbar durch erloschene Schmerz- und Schutzreflexe (Zwischenzehen-und
Cornealreflex), setzte nach circa 10 min ein. Gegebenenfalls wurden 10 bis 20
mg/kg KG Inactin nachinjiziert. Diese Narkoseart garantierte eine tiefe, lang
anhaltende Narkose bei geringer Beeinflussung der Nierenfunktion.

Um die Koérpertemperatur der Tiere wahrend der Operation konstant bei 37° C
zu halten, wurden die Operationen auf beheizten OP-Tischen (Operationstisch
fur Kleintiere, Klaus Effenberger Med-Tech. Geratebau, Pfaffing) durchgeflhrt.
Die Temperaturmessung erfolgte mit rektalen Temperatursonden. Eine
konstante Korpertemperatur ist insofern wichtig, da eine erniedrigte Korper-
temperatur die GFR deutlich reduziert (25).

Die Tiere wurden nach Versuchsende durch eine intravendse Injektion einer
gesattigten Kaliumchloridlésung, die zu einem sofortigen Herzstillstand fuhrt,

getotet.

Operative Eingriffe

Halsschnitt

Die Tiere wurden in Ruckenlage auf die Heiztische gelegt. Zu Beginn der
Operation wurde ein medianer Halsschnitt durchgefuhrt, um einen trachealen,
einen vendsen und einen arteriellen Zugang zu schaffen. Dazu wurde die Haut

mit Paraffindl bestrichen und das Fell zur Seite gekammt. Suprasternal wurde
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ein etwa 2 cm langer Hautschnitt gesetzt. Das subkutane Fett- und
Bindegewebe sowie der Musculus sternocleidomastoideus wurden stumpf
aufgeweitet. Nach Freilegung der Trachea wurde ein Faden vorgelegt, die
Trachea zwischen zwei Knorpelspangen inzidiert, die Trachealkanlle, ein
Polyethylenkatheter mit einem aufleren Durchmesser von 2,08 mm (Portex,
Smiths Medical International), eingefuhrt und mit einem Faden fixiert. Der
Trachealkatheter diente zur Sicherung der Spontanatmung.

Danach wurde ein Venenkatheter in die linke Vena jugularis eingefuhrt. Dazu
wurde die Vene lateral des M. sternocleidomastoideus freiprapariert, mit einem
Faden kranial verschlossen, caudal ein Faden vorgelegt, die Venenwand mit
einer Federschere eingeschnitten, ein Polyethylenkatheter mit einem aul3eren
Durchmesser von 0,96 mm (Portex, Smiths Medical International) circa 15 mm
weit in die Vene eingefuhrt und mit einem Knoten gesichert. Der Katheter wurde
an eine Infusionspumpe (B. Braun, Melsungen) angeschlossen. Ab diesem
Zeitpunkt erhielten die Tiere eine isotone Infusion mit einer Flussrate von 3 ml/h
zur Aufrechterhaltung der Flussigkeitshomoostase (siehe Kapitel 3.2.6
Pharmaka / Losungsmittel / Infusionen).

Anschlie®end wurde der arterielle Katheter vorbereitet. Die linke Arteria carotis
communis wurde dorsal des M. sternocleidomastodieus vorsichtig freigelegt
und cranial mit einem Faden verschlossen. Caudal wurde die Arterie mit einer
Gefallklemme verschlossen, das Gefal} eingeschnitten, ein Polyethylenkatheter
mit einem &duReren Durchmesser von 0,8 bzw. 0,96 mm (Portex®, Smiths
Medical International) in das Gefal® eingeflhrt und vorlaufig mit einem Knoten
gesichert. Dann wurde die Klemme gelost, der Katheter etwa 20 bis 40 mm
vorgeschoben und endgultig mit einem Knoten fixiert. Der arterielle Katheter
diente zur Blutdruckregistrierung und der Entnahme von Blutproben. Bei den
RBF-Messungen wurden Uber ihn Adenosin-Lésungen injiziert. Danach wurde
der Halsschnitt mit einem Knoten verschlossen.

Diese operativen Eingriffe wurden zum Teil mit Hilfe eines Stereomikroskops

unter vierfacher Vergro3erung durchgefuhrt.
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Blasenkatheter

Um Harnvolumen, Elektrolytausscheidung und Inulinclearance messen zu
konnen, wurde der Urin Uber einen Blasenkatheter abgeleitet. Dazu wurde die
Blase Uber einen medianen suprapubischen Bauchschnitt freigelegt und ein
Katheter (duRerer Durchmesser von 0,96 mm (Portex®, Smiths Medical
International)) eingebunden. Damit der Katheter nicht aus der Blase rutschen
konnte, war zuvor eine Seite Uber einer Flamme trichterformig aufgeweitet

worden.

Praparation der Niere

Fiar die RBF-Messungen wurden die Tiere auf die rechte Korperseite gelagert.
Die Bauchhohle wurde Uber einen linksseitigen, subcostal verlaufenden, circa
3cm langen Bauchschnitt ertffnet. Die Niere wurde vorsichtig freiprapariert,
vom perihilarem Fettgewebe befreit und in eine Nierenschale gelegt. Um eine
Austrocknung der Oberflache zu vermeiden, wurde die Niere mit einem in
Infusionslésung getrankten Tupfer bedeckt. Anschlielend wurde die Arteria
renalis vorsichtig zwischen Aorta und Abgang der Arteria suprarenalis freigelegt
und von der Vena renalis getrennt. Dann wurde die Sonde des Flowmeters um
die Nierenarterie gelegt (Abbildung 13).

Zum Schutz gegen Flussigkeitsverlust und AbklUhlung wurde die
Operationsflache mit Parafilm abgedeckt. Die Messungen der renalen
Durchblutung wurden nach einer Erholungszeit von 30 bis 45 Minuten
durchgefuhrt.
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A

o T Avteria renalis
Vena renalis TG e

Abbildung 13: Links freipraparierter Ureter und Arteria renalis (iber Vena renalis, rechts
Anordnung der RBF-MeRkopfes mit Ultraschallsonde

Entnahme der Niere

Die Nierenentnahme erfolgte im Anschluss an die Clearance-Messungen. Die
linke Niere wurde per Bauchschnitt vom umliegenden Gewebe befreit. Nach
einer Erholungszeit von 10 Minuten wurde sie am Nierenstiel abgesetzt und
innerhalb von 1-3 Sekunden mit Hilfe einer in flissigem Stickstoff vorgekihlten
Zange schockgefroren. Die Nieren wurden bis zur RNA-Extraktion bei -80° C

aufbewahrt.

3.2.6 Pharmaka / L6sungsmittel / Infusionen

CCPA

2-Chloro-N°-cyclopentyladenosin (CCPA) ist ein hochselektiver Adenosin-As-

Rezeptor-Agonist. Sein Molekulargewicht betragt 374,31 g/mol (20). Es wurde

von Biotrend Chemicals (Wangen, Zurich, Schweiz) bezogen.
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Adenosin

Die Adenosin-Lésungen wurden jeweils vor dem Versuch frisch aus einer
Stammlosung angesetzt. Zur Herstellung der Stammldsung wurden 26,7 mg
Adenosin (Molare Masse 267 g/mol, Sigma Aldrich, Schnelldorf) in 5 ml
destilliertem Wasser gelost. 50 pl dieser Losung enthalten 1000 nM Adenosin.
Die Injektionslésungen wurden entsprechend mit 0,85%iger NaCl-Losung

verdunnt.

Infusionen

Um wahrend den Messungen einen Kkonstanten Flussigkeits- und
Elektrolythaushalt zu gewahrleisten, erhielten die Tiere eine Infusion Uber die V.
jugularis mit einer Rate von 3 ml/h. Gleichzeitig wurden Uber diese Infusionen
Inulin zur GFR-Messung appliziert.

Die kochsalzreich ernahrten Tiere bekamen 0,85% NaCl-Losung infundiert. Die
kochsalzarm ernahrten Tiere erhielten eine Infusion mit 2,5% Glukose und
0,425% NaCl.

Die 0,85%ige NaCl-Losung wurde aus 8,5 g NaCl (Sigma, Schnelldorf) und 1 |
bidestilliertem Aqua hergestellt. Fur die 0,425%ige NaCl- und 2,5%ige Glukose-
L6sung wurden 4,25 g NaCl und 25 g Glukose (Sigma, Schnelldorf) in 1 | Aqua
bidest. geldst.

Bei den Clearance-Messungen erhielten alle Tiere zu Beginn der ersten
Hauptperiode einen CCPA- Bolus von 10 nmol (3,24 pg/kg KG) geldst in 100 pl
5% Glucose-Losung, anschlieRend Uber die 3 Hauptperioden eine einstindige
CCPA-Infusion mit 0,65 pg/kg KG bei einer Infusionsrate von 1 ml (16,7 pl/min).
Die per Infusion zugeflihrte Menge entspricht der Menge, welche die Tiere

wahrend der Vorbehandlung Uber das Trinkwasser aufgenommen haben.
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3.3 Mel3grofRen

3.3.1 Gewichtsverlauf
Die Tiere wurden zu Beginn der Vorbehandlung gewogen. Die zweite
Gewichtsmessung fand unmittelbar vor der Operation statt, um die genaue

Dosierung der Anasthesie zu bestimmen.

3.3.2 Trinkmenge
Die Trinkmenge wahrend der Vorbehandlungsphase wurde taglich durch

Wiegen gemessen. Das Trinkwasser wurde jeden Tag ausgetauscht.

3.3.3 Glomeruléare Filtrationsrate

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) ist das pro Zeiteinheit aus dem filtrierten
Blut gebildete Volumen (Primarharn). Die Messung der GFR ist das
entscheidende Mal} fur die Nierenfunktion. Im klinischen Alltag gibt man sich
meist mit einer Abschatzung der GFR Uber die Cockroft-Gault-Formel oder die
MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal Disease) zufrieden (24, 203, 239).
Dem Tierversuch stehen deutlich genauere Methoden wie die Inulin-Clearance
mittels radioaktiv markiertem Inulin zur Verfugung. Da Inulin frei filtriert und
weder metabolisiert noch reabsorbiert noch sezerniert wird, entspricht die
Inulin-Clearance der GFR (5, 233). Fur eine zuverlassige Messung der Inulin-
Clearance muss die Konzentration im Plasma in einem Gleichgewicht (steady
state) sein, der Urin muss quantitativ gesammelt werden kénnen.

Zur Messung der GFR wurde C-Carboxyl-Inulin (NEC 164A, NEN, Perkin

Elmer, Waltham, USA) mit einer Aktivitdt von 88,8 MBaqg/g (22,4 pCi/mg)

verwendet.

Fir eine Messung wurden 2,08 mg '“C-Carboxyl-Inulin eingesetzt (2circa 5

uCi). Die Menge wurde in 1 ml 0,85% NaCl-Lésung geldst. Davon wurden 500

gl initial als Bolus intravends injiziert, der Rest wurde in 12 ml gelést und mit
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einer Infusionsrate von 3 mi/h (£50 pl/min) infundiert. Angestrebt wurde eine

Aktivitat von 300 cpm in 20 pl Plasma (**C: Zahlrate 95%, 1uCi 22 000 000
cpm).

Nach Ende der Versuche wurde die '*C-Aktivitat der Blut- und Urinproben jeder
Versuchsperiode bestimmt. Je 10 ul Urin bzw. Plasma wurden in
Szintillationsgefalken (Midi-Vial, Packard, Groningen, Niederlande) mit 2 ml
Szintillationsflussigkeit (Ultima Gold, Packard, Groningen, Niederlande)
gemischt. B-Strahlung, die bei Zerfall des ™C -markierten Inulins freigesetzt
wird, wird von der Szintillationsflissigkeit in Lichtblitze umgewandelt und von
einem Szintillationszahler (Packard Tri-Carb 2550 TR Liquid Szintillation
Analyzer (Perkin Elmer, Waltham, USA) gemessen. Die Messung erfolgte in
Doppelbestimmungen, deren Mittelwert zur Berechnung der GFR verwendet

wurde.

Die GFR, bezogen auf ein Korpergewicht (KG) von 100g, berechnet sich wie

folgt:
cpm,,. .
GFR =-—PMuin_ . yzv [mi/min/10 0g KG]
CmeIasma
wobei: cpmurin = Mittlere "*C-Zahlrate im Urin / Minute

CPMpiasma = Mittlere '*C-Zahlrate im Plasma / Minute
UZV = Urinzeitvolumen

3.3.4 Renaler Blutfluss

Der renale Blutfluss wurde mit einem Transonic Flowmeter gemessen. Die
Messung erfolgt hierbei nach dem Doppler-Ultraschall-Prinzip. Diese Methode
zeichnet sich durch eine besondere Genauigkeit und ein hohes

Auflésungsvermoégen bei einfacher Anwendung aus (276).

FUr die Messungen wurden das Transonic Flowmeter TS 420 (Transonic 400

Series Multi-Channel, Transducer TS 420, Transonic Systems, Altron Medical
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Electronics, Furstenfeldbruck) und die Dopplersonden MAO.7VB bzw. MA1PRB
(Transonic Flowprobe, Transonic Systems, siehe Abbildung 14) mit einem
Innendurchmesser von 0,7 bzw 1mm eingesetzt. Die Sonden messen bei einer
Frequenz 9,6 bzw. 7,2 MHz und koénnen einen Fluss bis zu 100 ml/min
erfassen(256). Sie haben eine Auflosung von 0,05 ml/min bei einer relativen
Genauigkeit von 98%.

Die Registrierung erfolgte Uber denselben Schreiber (Linear Corder mark VII
Watanabe WR 3101 (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten), der auch fir
Herzfrequenz- und Blutdruck-Aufzeichnung verwendet wurde. Dieses Verfahren
erfordert im Gegensatz zu elektromagnetischen Messungen keine Kalibrierung

zu Beginn der Messung.

W=
Probes

Highest sensitivity
lies within the
deepest angle of
the \.

Abbildung 14: Schematische Darstellung und Abbildung der Ultraschallsonde (255, 257)

Ausgewertet wurden der initiale Blutfluss nach Aquilibrierungsphase und ein
Ansprechen der Niere auf Adenosin-Einzelinjektionen. Mit den Einzelinjektionen
lassen sich Dosis-Wirkungskurven erstellen. Das Adenosin wurde schussartig
in Dosierungen von 1, 3, 10, 30 und 100 nMol Uber den arteriellen Katheter in

die Aorta abdominalis injiziert. Die Loésungen wurden in einem Volumen von
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50ul mit einer Hamilton Mikroliter-Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz)
appliziert. Pro Dosis wurden 3 Messungen durchgefihrt. Vor Beginn der
Adenosin-Einzelinjektionen wurden 50 pl 0,85% NaCl-Losung injiziert, um
Injektionsartefakte ausschlieBen zu konnen. Beobachtet wurde nur ein
kurzzeitiger Anstieg der Durchblutung ohne dartber hinaus andauernde
Veranderungen.

A RBF bezeichnet die maximale Abnahme des renalen Blutflusses (RBF) in

Prozent des Ausgangswertes vor Injektion.

3.3.5 Urinausscheidung, Elektrolytmessung

Wahrend der Vorbehandlung wurde an Tag 1 und Tag 7 der Urin im
Stoffwechselkafig gesammelt und direkt im Anschluss an die Sammelperiode
von 24 Stunden abgewogen.

Bei den Messungen in Narkose wurde der Urin Uber den Blasenkatheter in
vorher abgewogenen Eppendorfgefalen (Safe Lock Cups 2,0ml, Eppendorf,
Hamburg) abgeleitet. Die Sammelperioden dauerten je 20 min, danach wurde
die Urinmenge gravimetrisch erfasst.

Aus dem in den Sammelperioden ausgeschiedenen Urinvolumen (UV) lasst
sich das Urinzeitvolumen berechnen. Es bezieht sich auf ein Korpergewicht
(KG) von 100g:

uv

T Uzv = I/mi
Urinzeitvolumen 20 min -KG [ul/min]

Die Messung der Natrium- und Kaliumkonzentration im Urin erfolgte analog der
Elektrolytmessung des Plasmas mit dem Flammenphotometer Eppendorf
ELEX 6361. Bei natriumarm ernahrten Tieren wurde der Urin 1:200 mit
Lithiumlésung  (Eppendorf, Hamburg) verdinnt (10 pl Urin auf 2 ml
Lithiumldsung), bei natriumreich ernahrten Tieren wurde der Urin 1:400
verdunnt (5 pl Urin, 5 pl ddH20 auf 2 ml Lithiumlésung). Fir die Eichung des

Gerates wurde eine Standard-Losung mit einer Natrium- und Kalium-
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Konzentration von 200 mM verwendet. Die Messung erfolgte in
Doppelbestimmungen.
Aus Elektrolytausscheidung und GFR lassen sich noch folgende GrofRen

berechnen:

Absolute renale Natriumausscheidung:
ENa = NaUrin ) UZV

(Gleichung gilt analog auch flr absolute Kaliumausscheidung)

Filtriertes Natrium:
Das filtrierte Natrium ist ein Mal} fur die glomerular filtrierte Menge von Natrium.

FNa =GFR- NaPIasma

Fraktionelle Natriumausscheidung

Die fraktionelle Natriumausscheidung (F Ena) gibt an, wie viel Prozent des
filtrierten Natriums ausgeschieden werden. Sie ist ein Mal fur die tubulare
Resorptionsleistung der Niere. Vorteil dieses Parameters ist, dass er

weitgehend unabhanig von der Urinmenge ist.

Ey
Fy

— NaUrin UZV

FE\. = =
NaPIasma GFR

2.100

a

-100

3.3.6 Elektrolytkonzentration im Plasma

Die Messung der Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma wurde mit dem
Flammenphotometer Eppendorf ELEX 6361 durchgefiihrt. 10 pl Plasma wurden
in 1 ml Lithiumlésung (Eppendorf 1:100 verdinnt) pipettiert. Fur die Eichung
des Gerates wurde eine Standard-Losung mit einer Natrium- und Kalium-
Konzentration von 130 mM verwendet. Die Messung erfolgte in

Doppelbestimmungen.
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3.3.7 Arterieller Blutdruck

Systolischer und diastolischer Blutdruck  wurden uber einen
Polyethylenkatheter, welcher in die Arteria carotis communis eingebracht
wurde, gemessen. Die Polyethylenkatheter (Portex, Smiths Medical
International) hatten bei den Clearance-Messungen einen inneren Durchmesser
von 0,58 mm und einen aufReren Durchmesser von 0,96 mm. Sie wurden circa
2 bis 3 cm tief eingefuhrt. Bei den RBF-Messungen wurden dunnere Katheter
mit Innendurchmesser 0,4 mm und Auf3endurchmesser 0,8 mm verwendet, da
diese circa 4 cm bis in die Aorta abdominalis vorgeschoben wurden.

Bei den Clearance-Messungen wurden Katheter mit dem groferen
Durchmesser gewanhlt, da diese eine groliere Blutdruckamplitude abbilden. Die
dinneren Katheter wurden bei den RBF-Messungen fir die Adenosin-
Einzelinjektionen eingesetzt, da diese deutlich weiter in die Aorta thoracica
eingefuhrt werden konnten.

Um Messfehler zu reduzieren, durften nach der Aquilibierungszeit keine
grolieren Blutdruckschwankungen mehr auftreten. Andernfalls wurden die Tiere
von der Auswertung ausgeschlossen.

Die Katheter wurden an einen Druckaufnehmer angeschlossen, welcher an
einem Schreiber (Linear Corder mark VIl Watanabe WR 3101 (Hugo Sachs
Elektronik, March-Hugstetten) oder Linear Corder WR 3001 (HSE
Messbrticken-Koppler Typ 550 A, HSE Herz-Frequenz-Koppler Typ 552A, Hugo
Sachs Elektronik, March-Hugstetten) angeschlossen war.

Der Druckaufnehmer wurde regelmaldig mit dem HSE Druckeichgerat Typ 367
(Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) kalibriert.

Die Katheter wurden bei Bedarf mit heparinisierter Kochsalzlésung (100 IE/ml,

B.Braun, Melsungen) freigespult.

3.3.8 Mittlerer arterieller Blutdruck
Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) berechnet sich aus den in Kapitel 3.3.7

“Arterieller Blutdruck® beschriebenen Messungen mit Hilfe folgender Formel:
MAP = diast. Blutdruck + 1/3 - (systol. - diast. Blutdruck) [mmHg]
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3.3.9 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz konnte durch die Schreiber aus den Blutdruckamplituden
abgeleitet werden. Eine Eichung der Schreiber erfolgte mit einem
Frequenzgeber (Eigenbau Pharmakologisches Institut). Die Eichung wurde
regelmaldig durch eine Blutdruckaufzeichnung mit schnellem Papiervorschub

kontrolliert.

3.3.10 Hamatokrit

Bei den GFR-Messungen wurde jeweils zur Mitte einer zwanzigminutigen
Sammelperiode Blut Uber den Blutdruckkatheter in ein Hamatokritrohrchen (60
g, Brand, Wertheim) abgenommen. Die Hamatokritrohrchen waren mit
Ammonium-Heparin beschichtet, so dass die Elektrolytkonzentrationen dadurch
nicht verfalscht werden konnten. Die Hamatokritréhrchen wurden am Ende des
Versuchs in einer Zentriuge (Hettich Hamatokrit, Hettich, Tuttlingen) bei 12 000
U/min far 10 min zentrifugiert, so dass das Verhaltnis korpuskularer Anteil zu
Plasma auf einer Tafel abgelesen werden konnte. Der Plasmalberstand wurde
abpipettiert und zur Szintillations-Messung (GFR-Versuche) und zur

Elektrolytbestimmung verwendet.

3.3.11 Plasma-Renin-Aktivitat

Fiar die Messung der Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) wurde ein Radioimmuno-
Assay (RIA Diasorin RENCTK P2721, Diasorin, Dietzenbach) gewahlt.
Gemessen wird hier die proteolytische Bildung von Angiotensin | aus
Angiotensinogen durch Renin. Der Radioimmunoassay misst die kompetitive
Verdrangung von markiertem Angiotensin | in den mit Antikorpern
beschichteten Rohrchen. Nach Inkubation der sogenannten Coated Tubes ist
die Menge des gebundenen markierten Angiotensins | umgekehrt proportional
zur Konzentration des freien Angiotensins der Proben (siehe Abbildung 15).
Vorteil dieses Verfahrens ist, dass es mit einem Probenvolumen von nur 50 pl

auskommt. Es erfasst Werte in einem Bereich von 0 bis 50 ng Angiotensin | /ml,
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die Nachweisgrenze (analytische Spezifitat) liegt bei 0,2 ng/ml. Es kommt zu

keinen Kreuzreaktionen mit angiotensinahnlichen Peptiden.

Probenvorbereitung

Die Blutproben (100 ul) zur Messung der PRA wurden sofort nach Abnahme mit
10 pl 125 mmol EDTA-Lésung vermischt und fur 10 min bei 4° C mit 3000 g
zentrifugiert. Das Plasma wurde abpipettiert und bei -20° C bis zur Messung

aufbewahrt.

Bildung von Angiotensin |

Zur Bildung von Angiotensin | wurden die Proben unter optimalen Bedingungen
bei 37° C 90 Minuten inkubiert. Um eine hohere Empfindlichkeit der Proben mit
niedriger Renin-Aktivitat zu erzielen, wurden ein Reaktionspuffer (Zitratpuffer,
pH=6,0) und PMSF-Enzymhemmer zugefligt. Probenleerwerte wurden in einem
Eisbad aufbewahrt.

Angiotensin I-Radioimmunoassay

Die Proben und der Tracer wurden dann in die mit biotinylierten IgG gegen
Angiotensinogen | beschichteten Réhrchen pipettiert. Als Tracer diente mit '2°J
markiertes Angiotensinogen. Die Rohrchen wurden dann fur 3 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, danach wurden die Inkubationslésungen abgesaugt.
Anschlie®Bend wurde die Radioaktivitat der Rdéhrchen gemessen
(Szintillationszahler 2000CA TRI-CARB (Packard/ Perkin Elmer, Waltham,
USA).

Eine Kalibrierung wurde mit Angiotensinogen I-Testldsungen  mit
Konzentrationen von 0-50 ng/ml durchgeflihrt. Eine Kontrollprobe mit bekannter

PRA wurde ebenfalls mitgemessen.

Auswertung

Ermittelt wurde zunéachst der Quotient B/By% mit folgender Formel:

Zahlrate Probe / Kalibrator .
Zahlrate Nullkalibrator

100

B/B,[%] =
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Die Messergebnisse der Kalibratoren liefern folgende Kurve:

Plasma-Renin-Aktivitat

1,0
0,8
0,6

B/Bo

0,4
0,2 -

0,0

0,3 1 3 10 50

Angiotensin | [ng/ml]

Abbildung 15: Kalibrierungskurve fur Plasma-Renin-Aktivitat

Mit dem Programm Excel wurde anhand dieser Werte eine Funktion fur die

Angiotensin-I-Bildung berechnet:
A = 4979 - (B/B,)>**[ng/ml]

Die Plasma-Renin-Aktivitat berechnet sich schlieRlich wie folgt:
(A[ng/ml] 37°C - A [ng/ml] 4°C)-1,12
1,5 Inkubation sstunden
Der Faktor 1,12 berucksichtigt die Verdinnung der Proben durch den

PRA = [ng/mi/h]

Reaktionspuffer.
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3.3.12 Genexpression Aj/Aza-Rezeptoren

Isolierung der RNA aus Nierengewebe

Das Nierengewebe wurde im Morser in flissigem Stickstoff pulverisiert. Davon
wurden circa 50 mg Gewebe in einem Eppendorfcup mit 1 ml RNApure-Ldsung
(Peqglab, Erlangen) homogenisiert. Nach einer Wartezeit von 10 min wurden
200 pl Chloroform (Roth, Karlsruhe) dazugegeben und mit einem Vortexer
kraftig durchmischt. Nach 5 min wurden die Proben zentrifugiert (10 min/ 12 000
g/ 4° C/ Eppendorf Centrifuge 5415R). Der wassrige Uberstand wurde
abpippettiert und mit 1 ml eiskaltem Ethanol (80%, Merck, Darmstadt) versetzt,
um Phenolreste auszuwaschen und die RNA auszufallen. Nach einer
Zentrifugation (10 min/ 12 000 g/ 4° C) wurden die Pellets mit 1 ml Ethanol
(80%, Merck, Darmstadt) gewaschen und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde einmal wiederholt. AnschlieRend wurden die RNA-Pellets fur circa 10 min
getrocknet und in 60 pul RNAse freiem Wasser (Invitrogen, Karlsruhe) geldst.
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch (Nanodrop,
Peglab). Die Proben wurden auf eine RNA-Konzentration von 125 ng/ul

verdunnt.

RNA-Gel-Elektrophorese

Um die Qualitdt der RNA-Isolierung und Integritdt der RNA zu Uberprufen,
wurde eine Elektrophorese durchgefihrt. Das Gel wurde aus 1,5 % Agarose
(Agarose Qualex Gold (Hybaid, Heidelberg), Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe)
und TBE-Puffer: 4,5 mM Tris Base (Sigma, Schnelldorf), Borsaure (4,5 mM,
Merck Darmstadt) und 0,1 mM NaEDTA x H;O (Dinatrium-ethylendiamin-
tetraacetat, Sigma, Schnelldorf) hergestellt. Pro Tasche wurden 1 ug RNA und
4 uyl Bromphenolblau (Merck, Darmstadt) aufgetragen. Zur Fragmentlangen-
kontrolle wurde eine RNA-Leiter (100 bp, Invitrogen) verwendet. Alle Proben
erfillten die Bedingung, dass nur zwei Banden (18s und 28s) nachweisbar

waren.

58



3 Versuchsaufbau, Material und Methoden

Umschrieb der RNA in cDNA

Da die Quantifizierung der Genexpression nur auf DNA-Ebene maglich ist (Tag-
Polymerase kann einzelstrangige RNA nicht als Vorlage nutzen), wurde die
RNA mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Fur die
Transkription wurde ein Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden)

eingesetzt.

Semiquantitative real-time PCR

Die semiquantitative Messung der mRNA fur die Adenosin-Rezeptoren erfolgte
mit einer Real-Time PCR im LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim). Als
Mastermix diente der Fast Start DNA Masters SYBR Green | (Roche
Diagnostics). Das Housekeeping-Gen 18s (ribosomale RNA) wurde als
Referenzgen verwendet. In mehreren Publikationen konnte nachgewiesen
werden, dass 18s konstituiv exprimiert wird und nur unwesentlich
regulatorischen Einflissen unterliegt (199, 222). Schmid et al. untersuchten die
Eignung mehrerer Housekeeping-Gene speziell in Nierenbiopsien und zeigten,
dass 18s als Referenzgen fiur Expressionsanalysen von Nierengewebe

geeignet ist (222). Tabelle 2 listet die eingesetzten Primer auf.

Tabelle 2: Primer fur die real-time PCR

Sense 5-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3" | ProduktgrofRe:

18S . . . 187 bp
Antisense | 5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3

Sense 5-CTCCATTCTGGCTCTGCTCG-3" | ProduktgroRe:

Ai-Rez. , - - 207 bp
Antisense | 5'-ACACTGCCGTTGGCTCTCC-3

Sense 5-GAAGACCATGAGGCTGTTCC-3" | ProduktgroRe:

Aza-Rez. . 253 bp
Antisense | 5'-GAGTATGGGCCAATGGGAGT-3

Sense 5-GGAAGGACTTCGTCTCTCCA-3" | ProduktgrofRe:

Axs-Rez. . 322 bp
Antisense | 5'-GGGCAGCAACTCAGAAAACT-3'
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Die Lightcycler-Programme sahen wie folgt aus:

18s-Programm:

touch-down PCR 68°C — 58°C mit: 0,5°C / Zyclus fir 5 s

Denaturierung: 95°C /10 min
Amplifizierung, Quantifizierung: 35 x

(95°C/5s

72°C /8 s)
Schmelzkurve: 65°C — 95°C mit Heizrate: 0,1°C / s mit kontinuierlicher

Fluoreszenz Messung
Abkiihlen: 40°C
A1-Rezeptoren-Programm:
Denaturierung: 95°C /10 min
Amplifizierung, Quantifizierung: 50 x

(95°C/10s

64°C/10s

72°C/12s)
Schmelzkurve: 66°C — 95°C mit Heizrate: 0,05°C / s mit kontinuierlicher

Fluoreszenz Messung
Abkuhlen: 40°C
A2-Rezeptoren-Programm:
Denaturierung: 95°C /10 min
Amplifizierung, Quantifizierung: 55 x

(95°C/5s

60°C/5s

72°C/8s

84°C/25s)

Schmelzkurve: 60°C — 95°C mit Heizrate: 0,1°C / s mit kontinuierlicher

Fluoreszenz Messung
Abkuhlen: 40°C

Die Fluoreszenzmessung wurde mit der Software Light Cycler Data Analysis

3.5.3 (Roche Diagnostics, Mannheim) nach der Fitpoint-Methode ausgewertet.

Berechnung der semiquantitativen RNA-Menge

Die Berechnung der relativen mRNA-Menge beruht auf einer Gleichung, die von

Pfaffl beschrieben und validiert wurde (198, 287):

Eff (Cp MW TG - Cp Probe TG)

Rel.RNA =
E

.I:f (Cp MW HKG - Cp Probe HKG)

-1
wobei: Eff = Effizienz =10°°°°
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CP = Crossing Point

MW = Mittelwert

TG = Targetgen

HKG = Housekeeping-Gen

Die Berechnung wurde mit dem Programm Rest 2009 Uberpruft (204). Die
Steigung (=Slope) wird aus einer Verduinnungsreihe einer Probe berechnet. Der
Schnittpunkt (=Crossing Point) gibt die Zyklusnummer an, in der die spezifische
Fluoreszenz erstmals die Hintergrund-Fluoreszenz Ubertrifft. Zu diesem

Zeitpunkt findet eine exponentielle Amplifikation der cDNA statt.

3.3.13 Rezeptor-Protein (Immuno-Blot)

Um die Auswirkungen der Vorbehandlung auf Rezeptorebene zu erfassen,
wurde ein Western-Blot mit Proteinextrakten ganzer Nieren durchgefuhrt. Die
Proteinmengen der Ai-Rezeptoren in den Nieren wurden semiqualitativ mittels
Immunoblot bestimmt. Pro Versuchsgruppe wurden die Proteinextrakte aus
ganzen Nieren von jeweils zwei Tieren verwendet.

Die Proteinproben wurden auf eine SDS-Membran aufgetragen. Pro Tasche
wurden 20 g Proteinextrakt pipettiert. Die Auftrennung erfolgte durch
Elektrophorese. Anschliefend erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulose-
Membran.

Zum Nachweis des Adenosin-Ai-Rezeptors wurde ein Anti-Ai-Antikorper
(Sigma, Schnelldorf) verwendet, der Uber Nacht bei Raumtemperatur in einer
Verdinnung von 1:1000 inkubiert wurde. Der Zweitantikbper Tropix T2191,
welcher mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist, wurde anschlielend in
einer Verdunnung von 1:10 000 bei Raumtemperatur eine Stunde lang
inkubiert. Detektiert wurden die Banden mit CDP-Star, einer phosphathaltigen
Dioxetan-Verbindung, die beim Zerfall Licht emittiert. Die emittierte
Chemilumineszenz wurde mit einer Kamera aufgenommen. Der
Molekulargewichts-Marker stammt von Bio-Rad (pre-stained). Die Bande bei

dem Molekulargewicht von 32,5 kDa entspricht dem A4-Rezeptor.
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3.4 Statistische Analyse

Die Daten wurden als Mittelwerte mit der Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM) dargestelit.

Eine statistische Signifikanz wurde angenommen, wenn die Nullhypothese mit
einer Wabhrscheinlichkeit von kleiner gleich 5% abgelehnt werden kann
(p<0,05). Die Nullhypothese nimmt an, dass Abweichungen in der zufalligen
Streubreite liegen. Von einer statistischen Tendenz wurde ausgegangen, wenn
die Nullhypothese mit p kleiner gleich 10% verworfen werden kann.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde der Student’s-t-Test flr
abhangige bzw. unabhangige Stichproben herangezogen. Vor der Anwendung
des Testes wurden die Daten auf Normalverteilung Uberpruft.

Zur Feststellung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test
angewendet, der fur kleine Stichproben geeignet ist. Bei fehlender
Normalverteilung wurden die Daten auf starke Ausreiler und asymmetrische
Abweichungen von der Normalverteilung untersucht. Liegen diese nicht vor,
kann der t-Test auf Grund seiner Stabilitat trotz fehlender Normalverteilung
angewendet werden (26).

Bei fehlender Normalverteilung wurde zusatzlich der  Wilcoxon-
Rangsummentest angewendet. Als verteilungsfreier Test ist er besonders fur
kleine Stichproben geeignet. Es wurde eine Chi-Quadrat-Approximation
angewendet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen Microsoft Office
Excel 2002 und JMP 7.0 (SAS Institute).
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4 Ergebnisse

4.1 Gewichtsverlauf

Die kochsalzarm ernahrten Tiere mit CCPA-Vorbehandlung nahmen wahrend
der siebentagigen Vorbehandlung 42,1 + 5,4 g zu (durchschnittliches Gewicht
Tag 1: 246 + 18,8 g, Tag 7 293 £ 20,6 g (n=12)). Bei der Kontrollgruppe betrug
die Gewichtszunahme 44,4 + 6,4 g (durchschnittliches Gewicht Tag 1 238 +
17,59, Tag 7 282 £ 17,4 g (n=10)).

Nach kochsalzreicher Diat mit CCPA-Vorbehandlung verzeichneten die Tiere
eine Gewichtszunahme uber sieben Tage von 54,1 t+ 3,5 g. (Durchschnittliches
Gewicht Tag 1: 223 + 13,6 g, Tag 7 277 = 13,0 g (n=15)). Die Tiere der
Kontrollgruppe nahmen um 51,3 + 4,0 g zu (durchschnittliches Gewicht Tag 1
226 £ 13,6 g, Tag 7 277 £ 12,8 g (n=15)).

Weder bei kochsalzarmer noch bei -reicher Vorbehandlung gibt es einen
signifikanten Unterschied beim Gewichtsverlauf (NaCl-arm: p>0,05, NaCl-reich:
p>0,05).

Mittlere Gewichtszunahme Uber 7 Tage [g]

70,0
60,0
50,0 A
40,0
30,0 A
20,0
10,0

0,0

O KON
B CCPA

NaCl-arm NaCl-reich

Abbildung 16: Gewichtszunahme Uber sieben Tage in den vier Gruppen NaCl-arm Kontrolle,
NaCl-arm CCPA, NaCl-reich Kontrolle und NaCl-reich CCPA (aufgetragen sind
Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA (ber 7d, KON:
Kontrollgruppe, NaCl-arm KON n=10, CCPA n12, NaCl-reich KON n=15, CCPA
n=15)
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4.2 Trinkmenge, Urinmenge und Elektrolytausscheidung wahrend der
Vorbehandlung

NaCl-arme Diat

Unter den kochsalzarm ernahrten Tieren weist die CCPA- gegenuber der
Kontrollgruppe sowohl an Tag 1 als auch an Tag 7 eine hohere Trinkmenge auf.
Die Werte sind in Tabelle 3 dargestellt. Jedoch sind diese Unterschiede nicht
signifikant (p > 0,05). Ahnlich verhélt sich auch die Urinausscheidung an Tag 1
und Tag 7. Die CCPA-Gruppe hat jeweils eine hdhere Ausscheidung ohne
Signifikanz (p>0,05).

Die Na-Ausscheidung an Tag 1 ist in der CCPA-Gruppe deutlich hoher als in
der Kontrollgruppe, verfehlt aber einen statistischen Unterschied (p> 0,05). An
Tag 7 ist praktisch kein Unterschied in der Natriumausscheidung festzustellen
(p>0,05). Die K-Ausscheidung ist an Tag 1 in der Kontrollgruppe hoher als in
der CCPA-Gruppe. An Tag 7 verhalt sich dieser Effekt genau umgekehrt, mit
CCPA vorbehandelte Tiere scheiden mehr Kalium aus. Beide Unterschiede

weisen keine Signifikanz auf (p>0,05).

Tabelle 3: Trinkmenge, Urinmenge, Na- und K-Ausscheidung unter NaCl-armer Erndhrung
an Tag 1 und 7 in der Kontroll-Gruppe und nach siebentagiger Behandlung mit
CCPA
KON (n=6) CCPA (n=6)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Trinkmenge Tag 1 [ml] 30,9 2,0 36,8 2,1
Trinkmenge Tag 7 [ml] 31,9 2,1 38,0 2,9
Mittlere tagliche Trinkmenge [ml] 31,7 1,2 36,1 1,7
Urinmenge Tag 1 [ml] 18,5 1,8 30,6 3,5
Urinmenge Tag 7 [ml] 21,6 1,5 24,6 3,3
Natrium-Ausscheidung Tag 1 [mg] 0,16 0,06 0,40 0,15
Natrium-Ausscheidung Tag 7 [mg] 0,19 0,07 0,17 0,04
Kalium-Ausscheidung Tag 1 [mg] 130,1 18,4 124 4 6,5
Kalium-Ausscheidung Tag 7 [mg] 127,2 9,8 155,1 20,8
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Abbildung 17: Durchschnittliche Trinkmenge in ml an Tag 1 und 7, mittlere tagliche
Trinkmenge unter NaCl-armer Erndhrung (aufgetragen sind Mittelwert + SEM,
CCPA: Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=6)

Urinmenge [ml/24h]
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Abbildung 18: Durchschnittliche Urinmenge in ml an Tag 1 und 7 unter NaCl-armer Erndhrung
(aufgetragen sind Mittelwert £ SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d,
KON: Kontrollgruppe, jeweils n=6)
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Abbildung 19: Durchschnittliche Na-Ausscheidung im Urin in mg/Tag unter NaCl-armer
Ernahrung an Tag 1 und Tag 7 (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA {iber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=6)
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K-Ausscheidung Tag 1 und Tag 7 [mg/d]
200,00
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Abbildung 20: Durchschnittliche K-Ausscheidung im Urin in mg/Tag unter NaCl-armer
Ernahrung an Tag 1 und Tag 7 (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=6)

NaCl-reiche Diat

Bei kochsalzreicher Ernahrung liegt die Trinkmenge an Tag 1 in der mit CCPA
vorbehandelten Gruppe deutlich Uber der Kontrollgruppe. Der Unterschied ist
nicht signifikant, hat jedoch eine statistische Tendenz (p=0,09). An Tag 7 ist
dieser Trend nicht mehr zu beobachten. Auch bei der mittleren taglichen
Trinkmenge zeigt sich kein Unterschied. Die Werte lassen sich Tabelle 4
entnehmen. Die Urinmenge ist in der CCPA-Gruppe sowohl an Tag 1 als auch
an Tag 7 hoher, weist jedoch keine Signifikanz auf (p>0,05).

Auch bei der Natrium- und Kaliumausscheidung ist an beiden Tagen kein

Unterschied zwischen den beiden Gruppen festzustellen (p>0,05).

Tabelle 4: Trinkmenge, Urinmenge, Na- und K-Ausscheidung unter NaCl-reicher
Erndhrung an Tag 1 und 7 in der Kontroll-Gruppe und nach siebentagiger
Behandlung mit CCPA

KON (n=11) CCPA (n=11)

Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Trinkmenge Tag 1 [ml] 96,2 7,3 107,8 4,9
Trinkmenge Tag 7 [ml] 102,2 7,3 101,3 57
Mittlere tagliche Trinkmenge [ml] 106,2 5,0 104,5 3,5
Urinmenge Tag 1 [ml] 72,1 7,0 81,0 7.4
Urinmenge Tag 7 [ml] 63,3 7,9 69,9 7,4
Natrium-Ausscheidung Tag 1 [mg] 621,8 63,8 698,8 87,9
Natrium-Ausscheidung Tag 7 [mg] 601,1 82,8 623,7 90,1
Kalium-Ausscheidung Tag 1 [mg] 152,0 17,0 166,8 27,7
Kalium-Ausscheidung Tag 7 [mg] 151,6 15,1 165,7 17,5
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Abbildung 21: Trinkmenge in ml an Tag 1 und 7, mittlere tégliche Trinkmenge unter NaCl-
reicher Ernahrung (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung

mit CCPA uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=11)
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Abbildung 22: Urinmenge in ml an Tag 1 und 7 unter NaCl-reicher Erndhrung (aufgetragen
sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA uber 7d, KON:

Kontrollgruppe, jeweils n=11)
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Abbildung 23: Na-Ausscheidung im Urin in mg/Tag unter NaCl-reicher Erndhrung an Tag 1
und Tag 7 (aufgetragen sind Mittelwert £+ SEM, CCPA: Vorbehandlung mit

CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=11)
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4.3 Glomerulére Filtrationsrate

NaCl-arme Diat

Zwischen CCPA- und Kontrollgruppe ist kein Unterschied bei der GFR
erkennbar. Nach CCPA-Vorbehandlung betragt sie 1,12 + 0,04 ml/min/100g, in
der Kontrollgruppe liegt sie bei 1,09 + 0,06 ml/min/100g. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied (p>0,05).

Tabelle 5: GFR NaCl-arm ernahrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-Infusion in ml/min
bezogen auf 100g Korpergewicht

KON (n=5) CCPA (n=6)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
GFR vor CCPA-Inf. [ml/min/100g] 1,09 0,06 1,12 0,04
GFR wahr. CCPA-Inf. [ml/min/100g] 0,76 0,12 0,58 0,07
GFR nach CCPA-Inf. [ml/min/100g] 0,68 0,07 1,03 0,09

Die CCPA-Infusion bewirkt in beiden Gruppen eine signifikante Abnahme der
GFR (CCPA: p=0,0005, KON: p=0,015). Der Abfall der GFR ist in der CCPA-
Gruppe deutlicher ausgepragt, hier betragt er 48%, in der Kontrollgruppe 30%.

Nach Absetzen der CCPA-Infusion kommt es in der vorbehandelten Gruppe zu
einer raschen Erholung der GFR auf 92% des Ausgangswertes. In der
Kontrollgruppe sinkt die GFR noch leicht ab und erreicht 62% des

Ausgangswertes.

GFR [ml/min/100g] (NaCl-arm)

1,80
p=0,015 p=0,009
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GFR vor CCPA-Inf. GFR wahr. CCPA- GFR nach CCPA-
[mI/min/100g] Inf. [ml/min/100g] Inf. [m1/min/100g]

Abbildung 24: GFR NaCl-arm ernahrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-Infusion in ml/min
bezogen auf 100g Kdrpergewicht (aufgetragen sind Mittelwert £+ SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA (ber 7d, n=6; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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NaCl-reiche Diat

Auch bei den NaCl-reich ernahrten Tieren unterscheidet sich die beiden
Gruppen in der GFR der Vorperiode nicht signifikant (p>0,05). In der mit CCPA
vorbehandelten Gruppe betragt die GFR 1,31 + 0,15 ml/min/100g, in der
Kontrollgruppe betragt sie 1,25 £ 0,11 ml/min/100g.

Tabelle 6: GFR NaCl-reich ernahrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-Infusion in
ml/min bezogen auf 100g Kérpergewicht
KON (n=6) CCPA (n=5)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
GFR/100g vor CCPA-Inf. [ml/min, 100g] 1,25 0,15 1,31 0,11
GFR/100g wahr. CCPA-Inf. [ml/min,
100g] 0,99 0,23 1,00 0,15
GFR/100g nach CCPA-Inf. [ml/min,
100g] 1,28 0,11 1,23 0,13

In der Kontrollgruppe bewirkt die CCPA-Infusion einen Abfall der GFR um 21%
des Ausgangswertes. Dieser Effekt ist nicht signifikant (p>0,05). Nach
Vorbehandlung mit CCPA betragt die Senkung 24%. Hierbei handelt es sich um
eine signifikante Abnahme (p=0,007).

Nach Absetzen der CCPA-Infusion kommt es zu einer Erholung der GFR, die in

der Kontrollgruppe etwas starker ausgepragt ist als in der CCPA-Gruppe.

GFR [mI/min/100g] (NaCl-reich)

1,80 p=0,007
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0,00 \ \
GFR vor CCPA-Inf. GFR wahr. CCPA- GFR nach CCPA-
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Abbildung 25: GFR NaCl-reich erndhrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-Infusion in
ml/min bezogen auf 100g Kérpergewicht (aufgetragen sind Mittelwert + SEM,
CCPA: Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=5; KON: Kontrollgruppe, n=6)

69



4 Ergebnisse

4.4 Urinzeitvolumen

NaCl-arme Diat

Mit CCPA vorbehandelte Tiere haben in allen 3 Versuchsperioden hohere
Urinzeitvolumina (UZV). Trotz grofer Unterschiede in der Vorperiode von 74,9
1£10,9 yl/min in der CCPA-Gruppe und 48,3 + 16,7 ul/min in der Kontrollgruppe
lassen sich keine Signifikanzen nachweisen. In der Nachperiode ist die

Abweichung signifikant (p=0,05).

Tabelle 7: Urinzeitvolumina vor, wahrend und nach CCPA-Infusion bei NaCl-armer Ernahrung

KON (n=4) CCPA (n=6)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Urinvolumen vor CCPA-Inf.[ul/min] 48,3 16,7 74,9 10,9
Urinvolumen wahr. CCPA-Inf.[ul/min] 26,1 13,5 39,0 18,3
Urinvolumen nach CCPA-Inf.[ul/min] 37,8 16,9 114,3 15,1

Die CCPA-Infusion in der Hauptperiode bewirkt einen Abfall des UZV. In der
CCPA-Gruppe betragt die Abnahme durchschnittlich 48%, in der Kontrollgruppe
46%. Die Reduktion erweist sich nur in der CCPA-Gruppe als signifikant
(p=0,005).

Nach Absetzen der CCPA-Infusion steigt das UZV wieder an. Die Zunahme fallt
in der mit CCPA vorbehandelten Gruppe deutlicher aus. Mit 114,3 £ 15,1 pl/min
wird der Ausgangswert von 74,9 10,9 ul/min deutlich Ubertroffen. In der
Kontrollgruppe liegt das UZV mit 37,8 + 16,9 pl/min unter dem Wert der
Vorperiode (48,3 £ 16,7 pl/min). Die Zunahme des UZV erweist sich in beiden
Gruppen als signifikant (CCPA: p=0,02, KON p=0,004).
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Abbildung 26: Urinzeitvolumen NaCl-arm ernahrter Tiere in pl/min (aufgetragen sind Mittelwert
+ SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA (ber 7d, n=6; KON: Kontrollgruppe,
n=4)

NaCl-reich
Beim Urinzeitvolumen kochsalzreich ernahrter Tiere sind in allen 3
Versuchsperioden zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten

Unterschiede zu erkennen.

Tabelle 8: Urinzeitvolumina vor, wahrend und nach CCPA-Infusion bei NaCl-reicher
Ernahrung
KON (n=5) CCPA (n=4)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Urinvolumen vor CCPA-Inf.[ul/min] 97,9 17,2 112,6 17,4
Urinvolumen wahr. CCPA-Inf.[ul/min] 90,8 19,9 94,8 14,2
Urinvolumen nach CCPA-Inf.[ul/min] 96,9 5,46 1221 17,0

Die CCPA-Infusion bewirkt eine durchschnittliche Abnahme des UZV von 16%
in der CCPA-Gruppe und von 7% in der Kontrollgruppe.

Nach Absetzen kommt es zu einem Anstieg des UZV. In der CCPA-Gruppe
ubertrifft das UZV den Ausgangswert, in der Kontrollgruppe wird der initiale
Wert annahernd erreicht.

Alle Veranderungen des UZV durch die CCPA-Infusion weisen keine
Signifikanz auf (p>0,05).
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Abbildung 27: Urinzeitvolumen NaCl-reich erndhrter Tiere in yl/min (aufgetragen sind
Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON:
Kontrollgruppe, n=5)

4.5 Elektrolytausscheidung

NaCl-arme Diat

Die absolute Natriumausscheidung unterscheidet sich zwischen CCPA- und
Kontrollgruppe nicht signifikant. Durch die CCPA-Infusion kommt es zur
Abnahme der Na-Ausscheidung, die in beiden Gruppen Signifikanz aufweist
(CCPA: p=0,04, KON: p=0,009).

Auch bei der absoluten Kaliumausscheidung zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen CCPA- und Kontrollgruppe. Die CCPA-Infusion bewirkt
ebenfalls in beiden Gruppen eine signifikante Abnahme der K-Ausscheidung
(CCPA: p=0,03, KON: p=0,01). Nach Absetzen verandert sich die K-
Ausscheidung in der Kontrollgruppe in Bezug zur Hauptperiode nicht, wahrend

in der CCPA-Gruppe es zu einem signifikanten Anstieg kommt (p=0,02).
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Tabelle 9: Absolute Natrium- und Kaliumausscheidung bei NaCl-arm erndhrten Tieren vor,
wahrend und nach CCPA-Infusion

vor CCPA-Infusion wahrend CCPA-

Infusion

nach CCPA-Infusion

KON (n=4) CCPA (n=5)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
E Na vor CCPA-Inf [umol/min] 0,07 0,02 0,09 0,03
E Na wahr CCPA-Inf [umol/min] 0,03 0,01 0,02 0,01
E Na nach CCPA-Inf [umol/min] 0,04 0,02 0,02 0,02
E K vor CCPA-Inf [umol/min] 2,36 0,61 1,63 0,41
E K wahr CCPA-Inf [umol/min] 1,11 0,51 0,44 0,23
E K nach CCPA-Inf [umol/min] 1,15 0,38 1,73 0,37
E Na [umol/min]

0,16 P=0.009
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Abbildung 28: Absolute Natriumausscheidung bei NaCl-arm ernahrten Tieren vor, wahrend
und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=5; KON: Kontrollgruppe, n=4)
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Abbildung 29: Absolute Kaliumausscheidung bei NaCl-arm ernahrten Tieren vor, wahrend und

nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:

Vorbehandlung mit CCPA uber 7d, n=5; KON: Kontrollgruppe, n=4)
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Die filtrierte Natriummenge unterscheidet sich in Vor- und Hauptperiode nicht.
In der Nachperiode ist die filtrierte Menge bei mit CCPA vorbehandelten Tieren
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p=0,04).

Die Abnahme der filtrierten Natriummenge durch die CCPA-Infusion weist in
beiden Gruppen Signifikanz auf (CCPA: p=0,0002, KON: 0,03). Nach Absetzen
der CCPA-Infusion steigt in der CCPA-Gruppe die filtrierte Na-Menge wieder an
(p=0,001).

Auch bei der fraktionellen Natriumausscheidung ist zwischen den beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied festzustellen. Zwar unterscheiden sich
die Mittelwerte fir CCPA- und Kontrollgruppe in der Vorperiode deutlich, jedoch
weisen beide Gruppen grol3e interindividuelle Schwankungen auf.

Tabelle 10: Filtriertes Natrium (F(Na)) und fraktionielle Natriumausscheidung bei NaCl-arm

ernahrten Tieren vor, wahrend und nach CCPA-Infusion

KON (n=5) CCPA (n=6)

Mittelwert SEM Mittelwert SEM
F(Na) vor CCPA-Inf [umol/min] 484 52,3 475 27,5
F(Na) wahrend CCPA-Inf [umol/min] 342 62,8 246 51,4
F(Na) nach CCPA-Inf. [umol/min] 307 39,8 458 52,8
F E na (%) vor CCPA-Infusion 0,035 0,013 0,015 0,007
F E na (%) wahrend CCPA-Infusion 0,012 0,010 0,008 0,004
F E na (%) nach CCPA-Infusion 0,020 0,014 0,005 0,002
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Abbildung 30: Filtriertes Natrium in ymol/min bei NaCl-arm ernéhrten Tieren vor, wdhrend und
nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:

Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=6; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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Abbildung 31: Fraktionelle Na-Ausscheidung in % bei NaCl-arm ernahrten Tieren vor, wahrend

und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=6; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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NaCl-reiche Diat

Sowohl absolute Natrium- als auch Kaliumausscheidung unterscheiden sich in
allen drei Versuchsperioden in der CCPA-Gruppe nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Die CCPA-Infusion bewirkt in beiden Gruppen keine signifikante

Veranderung der Na- und K-Ausscheidung.

Tabelle 11: Absolute Natrium- und Kaliumausscheidung bei NaCl-reich ernahrten Tieren
vor, wahrend und nach CCPA-Infusion

KON (n=5) CCPA (n=4)

Mittelwert SEM Mittelwert SEM
E Na vor CCPA-Inf [umol/min] 11,67 1,54 7,39 1,97
E Na wahr CCPA-Inf [umol/min] 10,46 3,53 9,09 3,32
E Na nach CCPA-Inf [umol/min] 16,37 4,45 9,48 2,77
E K vor CCPA-Inf [umol/min] 56,27 8,94 61,10 11,79
E K wahr CCPA-Inf [umol/min] 62,64 9,56 56,79 11,67
E K nach CCPA-Inf [umol/min] 80,09 16,12 62,73 11,08

E Na [umol/min]
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Abbildung 32: Absolute Natriumausscheidung bei NaCl-reich ernahrten Tieren vor, wahrend
und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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Abbildung 33: Absolute Kaliumausscheidung bei NaCl-reich erndhrten Tieren vor, wahrend
und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON: Kontrollgruppe, n=5)

Durch die Vorbehandlung mit CCPA andert sich die filtrierte Natriummenge in
den drei Versuchsperioden nicht. Vorbehandelte Tiere und Kontrolltiere weisen
keine signifikanten Unterschiede bei filtrierter Natriummenge auf.

Durch die CCPA-Infusion kommt es in beiden Gruppen zu einer Abnahme der
filtrierten Natriummenge, eine Signifikanz kann nur fur die CCPA-Gruppe
nachgewiesen werden (p=0,05).

Bei der fraktionellen Natriumausscheidung ist zwischen den beiden Gruppen
ein signifikanter Unterschied in der Vorperiode festzustellen. Die Kontrollgruppe
weist im Durchschnitt gegentber der CCPA-Gruppe eine deutlich niedrigere
fraktionelle Na-Ausscheidung auf (p=0,04). Dieser Unterschied ist in den Haupt-
und Nachperioden zwar noch vorhanden, aber weniger stark und nicht

signifikant ausgepragt.
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Tabelle 12: Filtriertes Natrium (F(Na)), fraktionelle Natriumusscheidung bei NaCl-reich
ernahrten Tieren vor, wahrend und nach CCPA-Infusion

KON (n=5) CCPA (n=4)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
F(Na) vor CCPA-Inf [umol/min] 586 57,3 637 21,1
F(Na) wahrend CCPA-Inf [umol/min] 565 41,1 502 51,3
F(Na) nach CCPA-Infusion [umol/min] 595 27,2 596 28,0
F E na (%) vor CCPA-Infusion 2,08 0,34 1,14 0,28
F E na (%) wéhrend CCPA-Infusion 2,03 0,55 1,69 0,52
F E na (%) nach CCPA-Infusion 2,01 0,18 1,57 0,44
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Abbildung 34: Filtriertes Natrium in umol/min bei NaCl-reich ernahrten Tieren vor, wahrend
und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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Abbildung 35: Fraktionelle Na-Ausscheidung in % bei NaCl-reich ernahrten Tieren vor,
wahrend und nach CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON: Kontrollgruppe, n=5)
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4.6 Elektrolytspiegel im Plasma

NaCl-arme Diat

In allen drei Versuchsperioden weisen Tiere der CCPA-Gruppe hohere
Natriumspiegel im Plasma als die Kontrollgruppe auf. Diese Unterschiede sind
aber nicht signifikant (p>0,05).

Tabelle 13: Elektrolyte im Plasma NaCl-arm ernahrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-
Infusion in mmol/l
KON (n=6) CCPA (n=8)

Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Na Plasma vor CCPA-Inf [mmol/I] 136,5 2,0 138,9 1,0
Na Plasma wahr. CCPA-Inf [mmol/I] 133,6 1,8 136,0 1,3
Na Plasma nach CCPA-Inf. [mmol/l] 132,8 2,8 137,8 1,6
K Plasma vor CCPA-Inf [mmol/I] 5,6 0,5 5,0 0,3
K Plasma wahr. CCPA-Inf [mmol/I] 5,5 0,5 4,9 0,2
K Plasma nach CCPA-Inf. [mmol/I] 54 0,5 5,0 0,3

In beiden Gruppen wird der Natriumspiegel durch die CCPA-Infusion signifikant
gesenkt (CCPA: p=0,004, KON p=0,006). In der Nachperiode erholt sich der
Na-Wert in der CCPA-Gruppe gegenuber der Hauptperiode, er steigt signifikant
an (p=0,02). In der Kontrollgruppe sinkt der Na-Spiegel ab.
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Abbildung 36: Natrium-Spiegel im Plasma NaCl-arm ernahrter Tiere vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion in mmol/l (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=8; KON: Kontrollgruppe, n=6)

Die NaCl-arme Ernahrung bewirkt die Entwicklung einer Hyperkaliamie. Dieser
Effekt ist in der Kontrollgruppe starker ausgepragt als in der CCPA-.Gruppe.
Der Kaliumspiegel liegt in allen Beobachtungszeitraumen in der Kontrollgruppe

jeweils Uber dem der CCPA-Gruppe. Diese Abweichungen sind jedoch nicht

signifikant (p>0,05).

Eine Beeinflussung des Kaliumspiegels durch die CCPA-Infusion konnte nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 37: Kalium-Spiegel im Plasma NaCl-arm ernahrter Tiere vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion in mmol/l (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:

Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe)
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NaCl-reiche Diat

In der Vorperiode liegt der Natrium-Spiegel im Plasma in der CCPA-Gruppe
uber dem der Kontrolle. Dieser Unterschied weist eine statistische Tendenz auf
(p=0,065). In den beiden anderen Perioden unterscheiden sich die Natrium-

Spiegel nur unwesentlich.

Tabelle 14: Elektrolyte im Plasma NaCl-reich ernahrter Tiere vor, wahrend und nach CCPA-
Infusion in mmol/l
KON (n=6) CCPA (n=4)
Mittelwert SEM Mittelwert SEM
Na Plasma vor CCPA-Inf [mmol/l] 147.,4 0,3 149,7 1,0
Na Plasma wahr. CCPA-Inf [mmol/l] 150,1 1,9 149,8 1,5
Na Plasma nach CCPA-Inf. [mmol/I] 147 1 0,9 147,5 1,5
K Plasma vor CCPA-Inf [mmol/I] 4.6 0,1 4.4 0,3
K Plasma wahr. CCPA-Inf [mmol/l] 4,5 0,2 4.1 0,1
K Plasma nach CCPA-Inf. [mmol/I] 4.4 0,2 4.1 0,1

In beiden Gruppen bewirkt die CCPA-Infusion nach NaCl-reicher Erndhrung
keine wesentliche Veranderung des Na-Spiegels. In der Kontrollgruppe kommt
es zu einer nicht signifikanten Erhéhung des Natriums (p>0,05), in der CCPA-
Gruppe bleibt der Natrium-Wert gleich. Nach Absetzen der CCPA-Infusion

kommt es in beiden Gruppen zu einem leichten Abfall des Na-Spiegels.
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Abbildung 38: Natrium-Spiegel im Plasma NaCl-reich ernahrter Tiere vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion in mmol/l (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA (ber 7d, KON: Kontrollgruppe)
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Mit CCPA-vorbehandelte Tiere wiesen in allen Perioden niedrigere Kalium-
Spiegel als die Kontrollgruppe auf. Die CCPA-Infusion bewirkt einen Abfall der
K-Konzentration im Blut. In der Kontrollgruppe sinkt der Wert nur leicht. Alle
Veranderungen sind nicht signifikant (p>0,05).
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Abbildung 39: Kalium-Spiegel im Plasma NaCl-reich ernahrter Tiere vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion in mmol/l (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA (ber 7d, KON: Kontrollgruppe)

4.7 Herzfrequenz

NaCl-arme Diat

Tiere mit CCPA-Vorbehandlung haben in allen drei Messzeitraumen keine
signifikant unterschiedliche Herzfrequenz als Tiere der Kontrollgruppe (CCPA:
n=8, KON n=5).

Die CCPA-Infusion bewirkt in beiden Gruppen eine deutliche Abnahme der
Herzfrequenz. Bei CCPA-Vorbehandlung bewirkt die Applikation von CCPA
eine Senkung um durchschnittlich 27% (von 449 auf 328 1/min), in der
Kontrollgruppe fallt die Herzfrequenz um 29% (423 auf 301 1/min). Beide
Abnahmen sind signifikant (CCPA: p<0,0001, KON: p=0,0027).

In der CCPA-Gruppe erholt sich die Frequenz signifikant von 328 auf 393 /min
(p=0,0004). In der Kontrollgruppe kommt es zu einer signifikanten Erholung von
301 auf 344 Schlagen (p=0,01). Die Frequenz liegt in der Nachperiode noch
signifikant unter dem Ausgangswert (CCPA: p=0,007, KON: p=0,02). In der
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CCPA-Gruppe liegt sie im Durchschnitt 12%, in der Kontrollgruppe 19% unter

dem Ausgangswert.
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Abbildung 40: Herzfrequenz in 1/min bei NaCl-armer Erndhrung vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit
CCPA uber 7d, KON: Kontrollgruppe)

NaCl-reiche Diat

Bezlglich Herzfrequenz zeigt sich hier in der Vorperiode kein signifikanter
Unterschied zwischen CCPA- und Kontroll-Gruppe (CCPA: 421 £ 14 1/min,
KON: 423 + 9 1/min, p>0,05, CCPA: n=8, KON n=5)

In beiden Gruppen wird die Herzfrequenz durch die CCPA-Infusion deutlich
gesenkt. Die mit CCPA vorbehandelten Tiere reagieren mit einer starker
ausgepragten Senkung der Frequenz. Hier betragt die Abnahme
durchschnittlich 20%, in der Kontrollgruppe liegt sie bei 12%. Diese
Unterschiede sind signifikant (CCPA: p=0,01, KON: p=0,002).

Nach Absetzen der Infusion kommt es zur Erholung der Herzfrequenz. In der
Kontrollgruppe wird der Ausgangswert wieder erreicht, in der CCPA-Gruppe

liegt die Frequenz noch 5% unter dem Ausgangswert.
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Abbildung 41: Herzfrequenz in 1/min bei NaCl-reicher Erndhrung vor, wahrend und nach
CCPA-Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit
CCPA uber 7d, n=8; KON: Kontrollgruppe, n=5)

4.8 Mittlerer arterieller Blutdruck

NaCl-arme Diat

Tiere der CCPA-Gruppe haben in der Vorperiode einen hoheren mittleren
arteriellen Blutdruck (MAP) als die der Kontrollgruppe (CCPA: 127,6 + 5,6 mm
Hg, KON 118,8 + 7,2 mm Hg, KON n=5, CCPA n=6). Auch in den beiden
anderen Perioden ist der MAP nach CCPA-Vorbehandlung hoher. Die
Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (p>0,05)

Die Infusion von CCPA bewirkt in beiden Gruppen eine signifikante Senkung
des MAP. In der Kontrollgruppe betragt der Unterschied durchschnittlich 31,5
mmg Hg bzw. 27%, in der CCPA-Gruppe durchschnittlich 33,1 mm Hg bzw.
26% (KON p=0,01, CCPA p=0,02).

Die Erholung des MAP fallt in der mit CCPA vorbehandelten Gruppe deutlicher
aus als in der Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe steigt der MAP um
durchschnittlich 7,2 mm Hg (von 87,3 + 7,5 auf 94,5 + 8,8 mm Hg). In der
CCPA-Gruppe steigt er um 16,9 mm Hg (von 94,5 + 10,1 auf 111,4 £ 7,0 mm

Hg).
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Abbildung 42: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) in mm Hg vor, wahrend und nach CCPA-
Infusion (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA
Uber 7d, n=6; KON: Kontrollgruppe, n=5)

NaCl-reiche Diat

Mit CCPA vorbehandelte Tiere haben in der Vorperiode mit durchschnittlich
118,9 £ 1,9 mm Hg einen signifikant niedrigeren Blutdruck als die Tiere der
Kontrollgruppe von 128,2 + 2 mm Hg (p=0,075, KON n=5, CCPA n=5). Dieser
Unterschied betragt 7%.

Die Infusion von CCPA wahrend der Hauptperioden senkt den Blutdruck in
beiden Gruppen. In der CCPA-Gruppe verringert die CCPA-Infusion den MAP
um 20,6 mm Hg, was einer relativen Abnahme von 17 % entspricht. In der
Kontrollgruppe betragt die die Abnahme 13,3 mm Hg bzw. 10%. Diese Senkung
ist in der CCPA-Gruppe signifikant (p=0,03), in der Kontrollgruppe annahernd
signifikant (p=0,06).

Auch wahrend der CCPA-Infusion unterscheidet sich der MAP signifikant
(CCPA: 98,3 £ 7,2 mm Hg, KON 114,9 + 8,0 mmg Hg (p=0,02)).

Nach CCPA-Infusion erholt sich der MAP nur in der CCPA-Gruppe von 98,3 +
7,2 mm Hg auf 114,3 £ 3,8 mm Hg. In der Kontrollgruppe bleibt er nach
Absetzen der CCPA-Infusion unverandert (Hauptperiode 114,9 + 8,0 mm Hg,
Nachperiode 112,3 £ 10,4 mm Hg).
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Abbildung 43: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) in mm Hg vor, wahrend und nach CCPA-
Infusion (aufgetragen sind Mittelwert £ SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA
Uber 7d, n=5; KON: Kontrollgruppe, n=5)

4.9 Renaler Blutfluss

Bei den kochsalzarm ernahrten Tieren betragt der renale Blutffluss in der
Kontrollgruppe initial im Durchschnitt 5,28 + 0,64 ml/ min, in der CCPA-Gruppe
6,01 £ 0,79 ml/ min (CCPA n=4, KON n=4).

Der initiale renale Blutfluss betragt bei den kochsalzreich ernahrten Tieren 5,40
1 1,39 ml/min in der Kontrollgruppe, nach CCPA-Vorbehandlung 5,88 + 0,36ml/
min (CCPA n=6, KON n=4)..

Sowohl unter NaCl-armer als auch NaCl-reicher Vorbehandlung sind keine
signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und CCPA-Gruppe zu detektieren
(p>0,05).
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Renaler Blutfluss initial [ml/min]
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Abbildung 44: Renaler Blutfluss in ml/min initial vor Adenosin-Einzelinjektionen (aufgetragen
sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA uber 7d, NaCl-arm
n=4, NaCl-reich n=6; KON: Kontrollgruppe NaCl-arm n=4, NaCl-reich n=4)

Die Ergebnisse der RBF-Messungen mit dem Ultraschall-Flowmeter
entsprechen den typischen Reaktionen des renalen Blutflusses auf Adenosin-
Einzelinjektionen (siehe Abbildung 45): Adenosin-Einzelinjektionen bewirken
eine sofortige Reduktion des Blutflusses, gefolgt von einer hyperamen Phase.
Die Durchblutung erholt sich rasch auf den Ausgangswert

Die Aufzeichnung ist sowohl pulsatil als auch gefiltert dargestellt. Die Adenosin-
Injektion wird so rasch appliziert, dass sie mit ein bis zwei systolischen
Pulswellen in der Niere ankommt.

Abbildung 46 zeigt Registrierungen des RBF von Adenosin-Einzelinjektionen
unterschiedlicher Konzentrationen. Man erkennt eine eindeutige Dosis-
Wirkungs-Beziehung: Je hoher die Adenosin-Dosis, desto groRer die Abnahme
des RBF.
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Abbildung 45: Pulsatile und gefilterte Registrierung des renalen Blutflusses. Einfluss einer
Adenosin-Injektion von 10nmol (Registrierung vom 12.03.09, NaCl-arme Diat,

CCPA-Vorbehandlung)
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Abbildung 46: Gefilterte Registrierung des renalen Blutflusses. Einfluss von Adenosin-
Einzelinjektionen (Registrierung vom 12.03.09, NaCl-arme Diat, CCPA-
Vorbehandlung)
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In Abbildung 47 ist die Dosis-Wirkungsbeziehung des RBF fir die Adenosin-
Einzelinjektionen bei NaCl-armer Diat dargestellt. Mit steigender
Adenosinkonzentration kommt es zu einer deutlichen Zunahme von A RBF. Die
Unterschiede zwischen Kontroll- und CCPA-Gruppe sind bei allen
Konzentrationen nicht signifikant (p>0,05, jeweils n=4). Die CCPA-Gruppe

reagiert etwas empfindlicher auf die Adenosin-Injektionen.

Dosis-Wirkungsbeziehung (NaCl-arm)

—o— KON
—=s— CCPA

Abnahme RBF in %

Adenosin-Konzentration in nmol

Abbildung 47: Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen auf den renalen
Blutfluss bei NaCl-armer Erndhrung: A RBF Mittelwerte in % + SEM (CCPA:
Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe; jeweils n4)

Eine ahnliche Dosis-Wirkungsbeziehung kann auch bei NaCl-reicher Diat
beobachtet werden (KON n=4, CCPA n=4). Sie ist in Abbildung 48 dargestellt. A
RBF unterscheidet sich bei 30 nmol signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,05),
bei den anderen Konzentrationen sind treten keine signifikanten Ergebnisse auf
(p>0,05).
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Abbildung 48: Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen auf den renalen
Blutfluss bei NaCl-reicher Erndhrung: A RBF Mittelwerte in % £ SEM (CCPA:

Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, n=4; KON: Kontrollgruppe, n=4)

4.10 Hamatokrit

Der Hamatokrit betragt unter NaCl-armer Vorbehandlung in der Kontrollgruppe

durchschnittlich 48,0 + 1,9%, in der CCPA-Gruppe 48,5 + 0,9%.

Nach NaCl-reicher Vorbehandlung liegt der Hamatokrit bei 42,7 + 0,8% in der

Kontrollgruppe und bei 42,7 + 0,9% in der CCPA-Gruppe.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind bei beiden Diaten nicht

signifikant (p>0,05, jeweils n=7).

90



4 Ergebnisse

4.11 Plasma-Renin-Aktivitat

Die Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) betragt in der kochsalzarm ernahrten
Kontrollgruppe (n=5) 4,4 + 0,45 ng Ang | /ml /h, in der CCPA-Gruppe (n=4) 3,5
+ 0,38 ng Ang | /ml /h. Der Unterschied zeigt einen statistischen Trend (p
=0,08).

In der NaCl-reich ernahrten Kontrollgruppe betragt die PRA 0,4 + 0,08 ng Ang |
/ml /h (n=5), in der CCPA-Gruppe betragt sie 0,6 £ 0,05 ng Ang | /ml /h (n=6).
Dieser Unterschied ist nicht signifikant (p > 0,05) (siehe Abbildung 49).
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Abbildung 49: Plasma-Renin-Aktivitat in ng Ang I/ml/h bei NaCl-arm und NaCl-reich erndhrten
Tieren (aufgetragen sind Mittelwert £ SEM, CCPA: Vorbehandlung mit CCPA
Uber 7d, NaCl-arm n= 4, NaCl-reich n=6; KON: Kontrollgruppe, NaCl-arm n= 5,
NaCl-reich n=5)

4.12 Genexpression Aj/Aza-Rezeptoren

In der NaCl-arm ernahrten Gruppe weist die CCPA-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe fur den Adenosin-Ai-Rezeptor hohere mRNA-Level auf.
Wahrend bei der Kontroll-Gruppe der mRNA-Quotient A4/18s 0,97 = 0,14
betragt, liegt er in der CCPA-Gruppe bei 1,14 + 0,14. Dieser Unterschied ist
nicht signifikant (p>0,05, n=6).

Bei der NaCl-reichen Vorbehandlung gibt es einen signifikanten Unterschied
der mRNA-Menge (p=0,01, n=6). In der Kontrollgruppe betragt der Quotient
1,32 £ 0,07, in der CCPA-Gruppe 0,83 + 0,11.
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Ein statistischer Trend lasst sich auch durch die Vorbehandlung erkennen. In
den Kontrollgruppen weisen die NaCl-reich erndhrten Tiere héhere mRNA-
Levels als die NaCl-arm ernahrten auf. Eine Signifikanz wird mit p=0,06 knapp
verfehlt (siehe Abbildung 50).
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Abbildung 50: Einfluss der CCPA-Vorbehandlung auf mRNA-Expression des Adenosin-A;-
Rezeptors (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit
CCPA uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=6)

Die Unterschiede der Aza-Rezeptor-Expression sind nicht signifikant (p>0,05,
jeweils n=3). Unter NaCl-armer Ernahrung betragt der Quotient in der Kontroll-
Gruppe 1,01 £ 0,08, in der CCPA-Gruppe 0,95 £ 0,10. Die NaCl-reich ernahrte
Kontroll-Gruppe hat einen Quotienten von 1,03 + 0,17, die CCPA-Gruppe von
1,03 + 0,15 (siehe Abbildung 51).
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Abbildung 51: Einfluss der CCPA-Vorbehandlung auf mMRNA-Expression des Adenosin-Aga-
Rezeptors (aufgetragen sind Mittelwert + SEM, CCPA: Vorbehandlung mit
CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=3)

4.13 Rezeptor-Protein (Western-Blot)

Bei dem Western Blot der Proteinextrakte ganzer Nieren lasst sich in allen
Gruppen Protein des Ai-Rezeptors nachweisen. Durch die Vorbehandlung mit
CCPA fand keine wesentliche Veranderung des Rezeptorproteins statt. Bei
NaCl-reicher Diat ist die Bandenintensitat diskret schwacher ausgepragt als
unter NaCl-armer Diat (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52: Western Blot fiir A;-Rezeptor-Protein, Extraktionen ganzer Nieren
Bahn 1: MW-Marker von Bio-Rad (pre-stained)
Bahn 2 und 3: NaCl-arme Diat (Kontrolle)
Bahn 4 und 5: NaCl-arme Diat (CCPA-Behandlung)
Bahn 6 und 7: NaCl-reiche Diat (Kontrolle)
Bahn 8 und 9 NaCl-reiche Diat (CCPA Behandlung)
(CCPA: Vorbehandlung mit CCPA Uber 7d, KON: Kontrollgruppe, jeweils n=2)
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5 Diskussion
5.1 Hypothese

Adenosin ist in der Niere einer der wichtigsten Mediatoren des Gefal3tonus
sowie der metabolischen Kontrolle (265). In den letzten Jahren kam es zu einer
starken Zunahme an klinischen Studien zum Einsatz von spezifischen
Adenosin-As-Agonisten und —Antagonisten. Dabei ist die Frage, welchen
Einfluss eine dauerhafte Stimulation des Ai-Rezeptors auf die Nierenfunktion
hat, von aktueller Bedeutung (64, 82, 94, 110, 127, 201, 221). Auf Grund des
besonderen Einflusses des Aj-Rezeptors beim Gesunden und beim
Nierenkranken sollte bei der Anwendung von As-Agonisten, die in klinischen
Studien fur eine Vielzahl an Krankheitsbildern untersucht werden, die
Nierenfunktion besonderer Prufung unterzogen werden.

Diese Arbeit sollte klaren, wie sich eine chronische Vorbehandlung mit dem
selektiven Adenosin-Ai-Agonisten CCPA auf die globale Nierenfunktion
auswirkt. Zahlreiche Studien beschreiben die Wirkungen des A-Rezeptors auf
einzelne Nephronabschnitte. Bislang jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart ist
die Frage, in welchem Malie die Niere eine chronsiche Stimulation des As-
Rezeptors kompensieren kann. Nach unserem Kenntnisstand handelt es sich
bei dieser Arbeit um die erste Untersuchung einer Tachyphylaxie bei
chronischer Stimulation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere.

Bei akuter Anwendung bewirken As-Agonisten eine deutliche Senkung
der glomerularen Filtrationsrate (GFR), der renalen Durchblutung (RBF) sowie
eine starke Antidiurese (4, 38, 167). Eine dauerhafte Reduktion des Blutflusses
beeintrachtigt die Nierenfunktion. Durch den antidiuretischen Effekt konnte der
Elektrolyt- und Flussigkeitshaushalt aus dem Gleichgewicht geraten. Wenn die
Verschlechterung der Nierenfunktion durch Aj-Agonisten bei chronischer
Anwendung keiner Tachyphylaxie unterliegt, ware die Nierenfunktion im
klinischen Einsatz dieser Adenosin-As-Agonisten kritisch zu bewerten.

Bisherige Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Ajs-Rezeptor bei
chronischer Stimulation einem Wirkungsverlust unterliegt (35, 127, 260). Fir die

Niere liegen jedoch noch keine Untersuchungen vor, welche dies bestatigen.
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Um diese Fragestellung umfassend untersuchen zu konnen, wurden
Experimente mit Sprague Dawley Ratten durchgeflhrt.

Die Ergebnisse der dazu untersuchten Parameter sind im Kapitel 4 Ergebnisse
dargestellt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Gewichtsverlauf

Der Gewichtsverlauf wurde herangezogen, um Aussagen uUber die Bilanz von
Fllssigkeits- und Nahrungsaufnahme unter CCPA-Diat treffen zu kdnnen. Zum
Gewichtsverlauf liegen Studien mit widerspruchlichen Ergebnissen vor. Lee et
al. beobachteten, dass die Applikation des Ai-Agonisten R-PIA in den ersten
Tagen zu einer geringeren Gewichtszunahme fuhrt (148). Dieser Effekt wurde
am ehesten auf eine reduzierte Nahrungsaufnahme als Folge einer Sedierung
durch As-Agonisten zurlckgefuhrt. Casati et al. beobachteten im Gegensatz
dazu, dass Gewicht und Nahrungsaufnahme bei Gabe von CCPA uber einen
Zeitraum von 21 Tagen stabil bleiben (35). Verhaltensanderungen wurden hier
nicht beobachtet.

In dieser Arbeit ist beim Gewichtsverlauf sowohl unter kochsalzarmer als auch —
reicher kein Unterschied zwischen Kontroll- und CCPA-Gruppe zu aufgetreten.
Am ehesten konnen die unterschiedlichen Studienergebnisse bezuglich des
Gewichtsverlaufs auf unterschiedliche Dosierungen zurltckgefuhrt werden,
eventuell sind die Effekte auch auf die Wahl unterschiedlicher Agonisten
zurtckzufuhren.

Die Beurteilung des Gewichtsverlaufs hat ihre Grenzen insofern, dass viele
Faktoren das Gewicht beeinflussen. Eine Gewichtsreduktion konnte
beispielsweise durch eine Zunahme des Extrazellularvolumens verschleiert
werden. Eine Alternative ware das Wiegen des Futters gewesen. Doch auch
hier sind Ergebnisse nur begrenzt aussagefahig, da ein Teil des Futters zerfallt
und im Kafig liegen bleibt.
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5.2.2 Trinkmenge, Urinmenge und Elektrolytausscheidung wahrend der
Vorbehandlung
Der Parameter Trinkmenge wurde verwendet, um die zugefuhrte CCPA-Menge
zu kontrollieren. Ferner dient die Trinkmenge auch der Uberpriifung der Vigilanz
der Tiere. Sollte die Dosis zu stark sedierend wirken, hatte dies Auswirkung auf
die Trinkmenge. Urinmenge und Elektrolytausscheidung wurden wahrend der
siebentagigen Vorbehandlungsphase als nichtinvasive Parameter fur die
Nierenfunktion herangezogen.
Unter kochsalzarmer Diat weisen die Tiere mit CCPA-Vorbehandlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl zu Beginn an Tag 1 als auch am Ende der
Vorbehandlung an Tag 7 eine hohere mittlere Trink- und Urinmenge auf, die
jedoch bei groRen interindividuellen Unterschieden keine Signifikanzen
aufweisen. Dies ist vor allem hinsichtlich der Urinmenge ein unerwartetes
Ergebnis, da Ai-Agonisten antidiuretisch und antinatriuretisch wirken. Auch bei
der Na-Ausscheidung zeigt sich ein auffallendes Ergebnis. In der Gruppe der
CCPA-Vorbehandlung scheiden die Tiere an Tag 1 deutlich mehr Natrium aus.
Eventuell kdnnten diese beiden Beobachtungen auf eine CCPA-vermittelte
Hemmung der Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) zurlckgefihrt werden. Im
Vergleich zur Verumgruppe konnte die Kontrollgruppe an Tag 1 eine hohere
PRA aufweisen, welche die starkere Volumen- und Natriumretention erklaren
konnte. Leider wurde an Tag 1 auf eine Blutentnahme verzichtet, so dass diese
Uberlegung nicht Gberpriift werden kann. An Tag 7 ist dieser Unterschied nicht
mehr vorhanden. Dies sprache fur eine Tachyphylaxie der durch CCPA
gehemmten PRA. Gegen diese Hypothese spricht jedoch, dass an Tag 7 die
PRA in der CCPA-Gruppe im Vergleich zur Kontroligruppe immer noch
erniedrigt ist und dass zu diesem Zeitpunkt kein Unterschied bei Urin- oder
Natrium mehr auftritt. FUr eine andere Ursache spricht auch die Tatsache, dass
auch unter NaCl-reicher Diat und folglich maximal supprimierter PRA eine
erhdhte Urinmenge und Na-Ausscheidung beobachtet wird.

Bei kochsalzreicher Diat lag die Trinkmenge deutlich uber den erwarteten
Werten. Sie war etwa dreimal so hoch wie unter NaCl-armer Diat. Da die

Dosierung von CCPA auf 30ml ausgelegt war, erhielten die Tiere deutlich mehr
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Substanz als kalkuliert. Im Vergleich zu den Arbeiten von Casati et al. handelt
es sich jedoch noch immer um eine moderate Dosis von CCPA (35). Bei NaCl-
reicher Diat zeigt sich eine ahnliche Tendenz wie bei NaCl-armer Diat. An Tag 1
ist die Trink- und Urinmenge in der CCPA-Gruppe deutlich groRRer als in der
Kontrollgruppe. An Tag 7 sind die beiden Werte ebenfalls ausgeglichen. Auch
die Na-Ausscheidung ist an Tag 1, aber nicht mehr an Tag 7 in der CCPA-
Gruppe deutlich hoher als in der Kontrollgruppe.

5.2.3 Glomerulare Filtrationsrate

Durch die Vorbehandlung mit CCPA wird in unserer Arbeit die GFR nicht
verandert. Die in Narkose gemessenen Ausgangswerte der GFR unterscheiden
sich bei beiden Diaten nicht signifikant zwischen CCPA- und Kontrollgruppe.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die GFR durch die Vorbehandlung
mit CCPA nicht dauerhaft gesenkt wird und sich nach Absetzen der CCPA-
Gabe wieder erholt, so dass in den Messzeitraumen kein Unterschied
feststellbar ist. Tiere unter kochsalzreicher Diat weisen, wie bereits in der
Literatur beschrieben, in Narkose eine hohere GFR auf als unter kochsalzarmer
Ernahrung (186).

Die deutliche Absenkung der GFR durch eine erneute Applikation von CCPA ist
ein eindeutiger Hinweis darauf, dass die Vorbehandlung Uber sieben Tage mit
CCPA zu keinem Wirkungsverlust von Adenosin in der Niere flhrt.

Die kochsalzarme Ernahrung steigert die Empfindlichkeit der Niere fur CCPA.
So fallt unter dieser Diat der GFR-Abfall deutlich starker aus als unter
kochsalzreicher Ernahrung. Nach Absetzen der CCPA-Infusion ist die Erholung
der GFR in der CCPA- und der Kontrollgruppe unter NaCl-reicher Diat starker
ausgepragt als unter NaCl-armer Diat. Hier zeigt sich der Synergismus von
Angiotensin |l und Adenosin. Die geringere Empfindlichkeit der Niere auf
erneute Gabe von CCPA bei kochsalzreicher Diat kann durch eine
Rezeptordownregulation sowie erhohte intrarenale Adenosinwerte erklart
werden (186, 293).
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5.2.4 Urinzeitvolumen

Die in der Literatur beschriebene antidiuretische Wirkung von Adenosin kann
mit den Ergebnissen dieser Arbeit bestatigt werden (39, 167, 186, 187, 194).
Ferner unterstutzt unsere Arbeit die These, dass der antidiuretische Effekt von
Adenosin durch den As-Rezeptor vermittelt wird (134, 168, 278).

Bei den Urinvolumina zeigt sich in erster Linie ein Einfluss der Salzaufnahme.
NaCl-reich ernahrte Tiere scheiden etwa doppelt so viel Urin aus als nach
NaCl-armer Ernahrung. Auf die CCPA-Infusion reagieren die NaCl-reich
ernahrten Tiere mit einer deutlich schwacheren Absenkung des Urinvolumens.
Panzacchi et al. beschreiben eine deutlich starkere Abnahme des
Urinzeitvolumens durch eine CCPA-Infusion bei vergleichbarer Reduktion des
Blutdruckes (190). Bei den Urinzeitvolumina (UZV) zeigt sich zudem ein Effekt
durch die Vorbehandlung mit CCPA: Die mittleren Urinzeitvolumina vor CCPA-
Infusion weisen bei NaCl-armer Diat grol3e Unterschiede zwischen CCPA- und
Kontrollgruppe auf, wahrend sich bei NaCl-reicher Diat kein Unterschied zeigt.
Diese Beobachtung konnte ein Hinweis darauf sein, dass durch chronische
Stimulation des As-Rezeptors die Diurese gehemmt wird und nach Absetzen
der CCPA-Gabe reflektorisch ansteigt. Aufgrund groRer interindividueller
Schwankungen zeigen sich jedoch keine signifikanten Effekte. Die erneute
Gabe von CCPA bewirkt in beiden Gruppen einen deutlichen Abfall des UZV.
Dies spricht fur eine erhaltene Funktion des durch den Ai-Rezeptor vermittelten
Effekts. Nach Absetzen der CCPA-Infusion kommt es bei Tieren mit CCPA-
Vorbehandlung zu einer erneuten uberschielfenden Urinausscheidung. Bei
Kontrolltieren halt die CCPA-vermittelte Senkung des UZVs noch an, was auf
der anderen Seite Hinweis darauf sein konnte, dass es durch die CCPA-
Vorbehandlung zu einer gewissen Toleranzentwicklung gegenliber CCPA,

moglicherweise durch eine rasche Metaboliserung, gekommen ist.
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5.2.5 Elektrolytausscheidung

NaCl-arme Diat

In unserer Studie hat die Vorbehandlung mit CCPA Einfluss auf die fraktionelle
Natriumausscheidung. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist sie nach
Vorbehandulung mit CCPA um circa die Halfte reduziert. Der antinatriuretische
Effekt des As-Rezeptors bleibt folglich erhalten, hier zeigt sich keine
Tachyphylaxie durch die Vorbehandlung. Dies spricht fur die erhaltene Wirkung
von CCPA auf die As-Rezeptor-vermittelte Natriumrickresorption (32, 168, 246,
278). Bei einer Tachyphylaxie konnte theoretisch ein ahnlicher Effekt wie bei
A+1-Rezeptor-Defizienz durch Rezeptor-Knockout oder A;-AR-Antagonismus
erwartet werden, namlich eine erhohte fraktionelle Natriumausscheidung. Dies
ist aber nicht der Fall. Bei Blockierung der As-Rezeptoren mit selektiven A4-
Antagonisten wird ein Anstieg der fraktionellen Natriumausscheidung
beobachtet (8, 201). Die besondere Bedeutung des Ai-Rezeptors fur die
Natrium- und Flussigkeitshomoostase wird in einer aktuellen Arbeit von Bell et
al. beschrieben (18). Bei As-Rezeptor-Knockout-Mausen ist die glomerulare
tubulare Ruckkopplung (,Glomerular Tubular Balance®) aufgehoben. Es kommt
bei einer Volumenbelastung des proximalen Tubulus zu einer gesteigerten
Natrium- und FlUssigkeitsausscheidung, da im proximalen Tubulus die A4-
vermittelte Ruckresorption eingeschrankt ist.

Die Vorbehandlung mit CCPA zeigt keinen Einfluss auf die filtrierte
Natriummenge und die absolute Natriumausscheidung. Die verminderte
Filtrationsfraktion kdnnte auch Zeichen einer verminderten Perfusion (196, 230,
238) sein, vermittelt durch die vasokonstriktive Wirkung des Ai-Rezeptors.
Dagegen sprechen jedoch die RBF-Messungen dieser Arbeit, die keine
reduzierte Nierendurchblutung in der CCPA-Gruppe zeigen. Eine Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems bewirkt ebenfalls eine Abnahme
der fraktionellen Natrium-Ausscheiduung. Die in dieser Arbeit gemessenen
Werte der Plasma-Renin-Aktivitat, die in der CCPA-Gruppe unter denen der
Kontrollgruppe liegen, sprechen ebenfalls gegen einen Einfluss des RAAS auf

die Elektrolytausscheidung.
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Die CCPA-Infusion fihrt sowohl nach CCPA-Vorbehandlung als auch in der
Kontrollgruppe zu einer deutlichen Abnahme der filtrierten Natrium-Menge
sowie der fraktionellen Natrium-Ausscheidung. In einer Arbeit von Osswald et
al. konnte gezeigt werden, dass die verminderte Natrium-Ausscheidung nicht
allein auf der blutdrucksenken Wirkung von Adenosin beruht (187). Panzacchi
et al. bestatigen den in dieser Arbeit beschriebenen Effekt von CCPA auf
Urinzeitvolumen sowie absolute und fraktionelle Natriumausscheidung (190).
Die CCPA vermittelte Antidiurese ist unter NaCl-armer Diat deutlich starker
ausgepragt als unter NaCl-reicher Diat und weitgehend unabhangig von der
Vorbehandlung mit CCPA. Wahrscheinlich ist dieser Effekt auf eine
synergistische Wirkung von Adenosin mit dem Renin-Angiotensin-Aldossteron-

System zururckzufuhren

NaCl-reiche Diat

Bei der Natriumausscheidung unter kochsalzreicher Diat ist ein Effekt durch die
Vorbehandlung mit CCPA zu beobachten. Absolute und fraktionelle
Natriumausscheidung werden durch die siebentdgige Gabe von CCPA
reduziert, wahrend die filtrierte Natriummenge stabil bleibt. Die fraktionelle
Natriumausscheidung wird durch die CCPA-Vorbehandlung annahernd halbiert.
Diese Veranderungen konnen durch eine persistierende Aj-Rezeptor-
Aktivierung erklart werden (32, 168, 246, 278), die somit keiner Tachyphylaxie
unterliegt. Die CCPA-Infusion hat in beiden Gruppen nur geringen Einfluss auf

absolute und fraktionelle Natriumausscheidung.

5.2.6 Elektrolytspiegel im Plasma

Die NaCl-arme Ernahrung erzeugt niedrignormale Natriumspiegel und
hochnormale Kaliumspiegel mit Tendenz zur Hyperkaliamie. Tiere mit CCPA-
Vorbehandlung weisen héhere Natrium-Werte und niedrigere Kalium-Werte auf.
Dies lasst sich durch die antidiuretischen, antinatriuretischen Wirkung der A4-

Rezeptor-Aktivierung erklaren (32, 246).
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5.2.7 Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck

Herzfrequenz und Blutdruck wurden als weitere Parameter zur Beurteilung
einer Tachyphylaxie durch eine dauerhafte Stimulation des Ai-Rezeptors
hinzugezogen, da der Ai-Rezeptor eine negativ inotrope, chronotrope und
dromotrope Wirkung vermittelt. Casati et al. zeigten in einer Arbeit, dass die
hypotensive und bradykarde Wirkung von CCPA einem Wirkungsverlust
unterliegt, allerdings erst nach einem Zeitraum von 21 Tagen (35).

In unserer Studie tritt bei Herzfrequenz und Blutdruck keine Tachyphylaxie ein,
unabhangig von NaCl-armer oder —reicher Diat. Unter NaCl-armer Diat ist zu
beobachten, dass die mit CCPA vorbehandelte Gruppe leicht erhdhte
Herzfrequenzen und Blutdruckwerte aufweist. Dies kdonnte auf das Absetzen
der oralen CCPA-Applikation zurtckzufuhren sein und es in Folge der
entfallenen Blutdrucksenkung durch CCPA reflektorisch zu einem Anstieg des
Blutdrucks kommit.

Bei NaCl-reicher Ernahrung ist eine anderere Tendenz zu erkennen. Mit CCPA
vorbehandelte Tiere weisen hier in den ersten beiden Versuchsperioden einen
signifikant niedrigeren Blutdruck auf. Es ist zu vermuten, dass die CCPA-
vermittelte Blutdrucksenkung anhalt. Da die Tiere unter NaCl-reicher Diat
deutlich mehr Substanz aufnehmen, wird die CCPA-Konzentration im Plasma
ausreichend fur eine hypotensive Wirkung sein. Dies entspricht den
hamodynamischen Beobachtungen von Casati et al. (35). In dieser Arbeit hielt
der Effekt einer einmaligen CCPA-Gabe ebenfalls mehrere Stunden nach
Applikation an. Auffallend ist, dass beim Blutdruck ein CCPA-Effekt sichtbar ist,
bei der Herzfrequenz jedoch nicht.

In allen Gruppen bewirkt die CCPA-Infusion eine signifikante Abnahme der
Herzfrequenz und des mittleren arteriellen Blutdruckes. Die Blutdrucksenkung
erfolgt parallel zur Abnahme der Herzfrequenz.

Demgegenuber stehen Beobachtungen von Lee et al. (148), welche eine
Tachyphylaxie bei Infusion des Ajs-Agonisten R-PIA mittels osmotischer
Pumpen Uber 7 Tage beschreiben. In dieser Arbeit tritt nach zwei Tagen ein
Wirkungsverlust von R-PIA bei Blutdruck und Herzfrequenz auf. Nach sechs

Tagen kontinuierlicher Infusion werden annahernd die Ausgangswerte erreicht.
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Als Ursache fiur diesen Wirkungsverlust konnte im Bereich der Vorhofe eine
Abnahme der Bindungsaffinitat, der inhibitorischen G-Proteine und der A;-
Rezeptormenge beobachtet werden. Gegen eine Tachyphylaxie bei unserer
Studie spricht, dass die Wirkung einer erneuten Gabe von CCPA in der Verum-
Gruppe keinen Unterschied zur Kontrollgruppe aufweist. Ware eine
Tachyphylaxie eingetreten, so ware bei erneuter Gabe von CCPA ein
Wirkungsverlust beobachtet erwartet worden.

Die Ergebnisse unserer Arbeit sind vereinbar mit der Studie von Casati et al.
(35), in der an Tag 7 ebenfalls kein tachyphylaktischer Effekt durch die

Vorbehandlung mit CCPA nachweisbar war.

5.2.8 Renaler Blutfluss

Die in dieser Arbeit vorgestellten Messungen zeigen, dass die vaskulare
Antwort der Niere auf Adenosin, gemessen in Form von unveranderten Dosis-
Wirkungsbeziehungen von Adenosin-Einzelinjektionen, durch die
Vorbehandlung mit CCPA nicht verandert wird. Diese Beobachtungen sprechen
fur das Vorhandensein von As-Rezeptoren und deren hinreichende Funktion im
Vas afferens und gegen eine Herabregulation der A;-Rezeptor-Dichte durch die
dauerhafte =~ Rezeptorstimulation.  Auch  die  Signaltransduktion  zur
Vasokonstriktion am Vas afferens durch den Ai-Rezeptor scheint duch die
CCPA-Vorbehandlung funktionell nicht beeintrachtigt zu werden.

Die Gruppen mit NaCl-armer Erndhrung reagieren mit einer etwas
starker ausgepragten Abnahme des RBF. Eine starkere konstriktive Wirkung
von Adenosin bei hoher Plasma-Renin-Aktivitat ist hinreichend bekannt (186,
187, 236). In den Flowmeter-Messungen zeigt sich bei den mit CCPA
vorbehandelten Gruppen eine nicht signifkante Erhohung des Blutflusses im
Vergleich zu den Kontrollgruppen. Interessant ist, dass die CCPA-Gruppen
empfindlicher auf Adenosin-Einzelinjektionen reagieren als die Kontrollgruppen.
Der gesteigerte Blutfluss in den CCPA-Gruppen kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass eine reflektorisch Uberschiefende Durchblutung nach Absetzen des A;-

Agonisten eintritt. Bei Absetzen einer langer andauernden Infusion von
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Adenosin in die Nierenarterie ist ebenfalls eine UberschieRende Durchblutung
beobachtet worden (189).

5.2.9 Plasma-Renin-Aktivitat

Die Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) wurde neben Elektrolytausscheidung zur
Kontrolle der Elektrolytzufuhr im Rahmen der beiden Diaten hinzugezogen. Die
kochsalzarme Ernahrung vor und wahrend der Vorbehandlung erzielt wie
erwartet einen markanten Anstieg der PRA, wahrend unter kochsalzreicher Diat
die PRA deutlich abfallt. Damit kann die Zuverlassigkeit der NaCl-Diaten
bestatigt werden. Unter NaCl-armer Diat weisen die Tiere nach CCPA-
Vorbehandlung eine deutlich niedrigere PRA auf als die Kontrollgruppe. Dies
spricht gegen eine Tachyphylaxie von CCPA. Diese Ergebnisse werden durch
eine Studie von Sala et al. bestatigt (216). In dieser Arbeit wurde eine
dosisunabhangige Senkung der PRA um etwa 50% durch CCPA beschrieben.
Jedoch fallt in den Messungen von Sala et al. die Hemmung der PRA durch
CCPA deutlich starker aus als bei den hier beschriebenen Messungen. Diese
Absenkung der PRA ist ein Uber den As-Rezeptor vermittelter Effekt, der nicht
allein auf einer blutdrucksenkenden Wirkung durch Aj-Agonisten beruht (6).
Diese anhaltende Absenkung der PRA spricht gegen eine Downregulation von
A+-Rezeptoren durch die Vorbehandlung mit CCPA.

Bei NaCl-reicher Diat kann keine Senkung der PRA durch CCPA beobachtet
werden. Bereits in friheren Studien wurde die Adenosin-vermittelte Reduktion
der PRA nur bei kochsalzarmer Diat beobachtet (187, 245).

5.2.10 Genexpression Ai/Aza-Rezeptoren

Unter NaCl-reicher Vorbehandlung fuhrt die Vorbehandlung mit CCPA Uber
sieben Tage im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer Down-Regulation des As-
Rezeptor-Proteins bezogen auf mRNA-Extraktionen der gesamten Niere. Diese

Herabregulation hat jedoch keine Auswirkung auf die Nierenfunktion. So zeigen
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sich bei RBF und GFR keine Unterschiede zwischen Verum- und
Kontrollgruppen.

Bei NaCl-armer Diat hat die Vorbehandlung mit CCPA keinen Einfluss auf den
MRNA-Gehalt. Die Unterschiede zwischen NaCl-armer- und reicher Diat sind
am ehesten durch unterschiedliche CCPA-Plasma-Spiegel zu erklaren. Da die
Trinkmenge unter NaCl-reicher Diat deutlich Uber der erwarteten Menge lag,
nahmen die Tiere etwa dreimal so viel Substanz auf als unter NaCl-armer
Ernahrung.

Da CCPA hochselektiv auf Ai-Rezeptoren, nicht aber auf A,-Rezeptoren, wirkt,
war keine Veranderung bei der A;a-mRNA-Expression erwartet worden. Dies
entspricht unseren Ergebnissen, bei welchen die Expression des Aa-Rezeptors
bei beiden Diaten keinen Unterschied zwischen CCPA- und Kontrollgruppe
erkennen liel3.

Weshalb NaCl-reich ernahrte Tiere hdhere mRNA-Werte flr den As-Rezeptor
aufweisen als unter Na-Cl-armer Diat, bleibt unklar. Diese Beobachtung deckt
sich nicht mit den Proteinnachweisen im Western blot. Dieser Effekt steht im
Widerspruch zu Untersuchungen von Smith et al.,, die bei NaCl-reicher
Ernahrung eine Downregulation von As-Rezeptoren beobachteten (236). Kulick
et al. beobachteten im proximalen Tubulus eine Hochregulation von Aj;-
Rezeptoren bei NaCl-armer Diat (138).

5.2.11 Rezeptor-Protein

Bei den Western Blots zeigt sich keine wesentliche Veranderung der A¢-
Rezeptormenge durch die Vorbehandlung mit CCPA. Dieses Ergebnis spricht
gegen eine Downregulation von A-Rezeptoren in der Niere und deckt sich mit
den funktionellen Untersuchungen dieser Arbeit. Diese Beobachtung ist
uberraschend, da durch die Stimulation mit CCPA Uber sieben Tage eine
Herunterregulation erwartet worden war. Mehrere Studien haben eine
Reduktion der Rezeptor-Menge in Zellkulturen schon nach einer deutlich
kirzeren Zeit beobachtet (80, 112). Gao et al. zeigten in Zellkulturen, dass die

dauerhafte Stimulation des Ai-Rezeptors bereits nach 24 Stunden die Zahl der
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A+i-Rezeptoren um etwa die Halfte senkt (80). Zudem wurde eine niedrigere
Affinitat der Rezeptoren beobachtet.

Bei NaCl-reicher Diat zeigt sich eine schwachere Bandenintensitat als
unter NaCl-armer Ernahrung, was fur eine Down-Regulation des A-Rezeptor-
Proteins durch die kochsalzreiche Diat spricht. Dieses Ergebnis entspricht
Beobachtungen von Smith et al. (236), die ebenfalls zeigten, dass eine NaCl-
reiche Diat den As-Rezeptor downreguliert.

Bei diesem Western Blot wurden Proteinextraktionen ganzer Nieren
verwendet. Da der Ai-Rezeptor bezogen auf die ganze Niere nur in sehr
geringen Konzentrationen (wenige ng pro g Feuchtgewicht) vorkommt, ist diese
Methode in ihrer Aussagekraft eingeschrankt. Dies konnte die
widerspruchlichen Ergebnisse unserer Studie bezlglich der in der Literatur
beschriebenen  Rezeptordownregulation erklaren. Deutlich  sensitivere
Ergebnisse hatte man durch Isolation einzelner Nephronsegmente
beispielsweise isolierten Glomerula oder proximalen Tubulusabschnitten
erzielen kdnnen, was jedoch sehr aufwandig gewesen ware und auf Grund der

hohen technischen Anforderungen den Rahmen dieser Studie gesprengt hatte.

5.3 Diskussion der Methodik

5.3.1 Versuchsplanung

Um die Wirkungen der CCPA-Vorbehandlung auf die Nierenfunktion umfassend
untersuchen zu koénnen, wurde ein Tierversuch mit Sprague Dawley Ratten
ausgewahlt. Diese Tierart stellt auf Grund der Ahnlichkeit des Aufbaus ihrer
Niere mit der des Menschen weltweit das Standardmodell fir die
Nierenphysiologie und die Nephrologie dar (45, 242). Mit dieser Tierart
gewonnene Daten lassen sich daher gut mit menschlichen Daten vergleichen
und haben einen hohen pradiktiven Wert. Es ist davon auszugehen, das beim
Menschen ahnliche Verandungen der glomerularen Filtration und renalen

Durchblutung zu beobachten waren.
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Bei der Versuchsplanung wurden die Gruppengroflen aus Grinden des Tier-
schutzes und des umfangreichen Operationsaufwandes bewusst klein gehalten.
Damit wurde in Kauf genommen, dass die statistische Aussagekraft der Ergeb-
nisse auf Grund kleiner Fallzahlen eingeschrankt ist. Auf Grund groRer inter-
individuellen Unterschiede und kleiner Stichproben weisen deshalb manche
Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede auf.

Zur Beurteilung der Nierenfunktion wurden die Parameter renaler Blutfluss
(RBF), glomerulare Filtrationsrate (GFR) sowohl Flussigkeits- und
Elektrolytausscheidung herangezogen. Es handelt sich dabei um Werte, die
einerseits in der Nephrologie zur Beurteilung der Nierenfunktion etabliert und
anerkannt sind, andererseits auch direkt durch den Ai-Rezeptor beeinflusst
werden.

Die hamodynamischen Untersuchungen unterliegen dem Einfluss der Narkose.
Um die CCPA-Wirkungen auf Herzfrequenz und Blutdruck bei wachen Tieren
wahrend der Vorbehandlungsphase naher untersuchen zu kdnnen, hatten Tail
cuff-Messungen oder telemetrische Messungen an wachen Tieren durchgefuhrt
werden mussen, was den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hatte.

Bei der Auswertung der Ergebnisse ist zu beachten, dass die Nierenfunktion in
geringem Malde auch durch die Narkose beeinflusst wird. Das Barbiturat
Thiobutabarbital (Inactin) wird in der Nierenphysiologie standardmafig
eingesetzt, da es im Vergleich zu anderen Narkotika die Nierenfunktion
verhaltnismaRig gering beeinflusst. Es sorgt fir stabile Blutdruckwerte und eine
bestandige Nierenfunktion, es erhoht jedoch auch geringfugig die GFR und
sorgt fur eine Zunahme des Extrazellularvolumens (210). Ferner kommt es
wahrend der Narkose zu einer Zunahme der fraktionellen Natrium-, Kalium- und

Flussigkeitsausscheidung.

5.3.2 Vorbehandlung
Die Versuche wurden unter zwei verschiedenen Ausgangsbedingungen des
Elektrolythaushaltes und damit auch unter niedriger oder hoher Aktivitat des

Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) durchgeflhrt. Anerkannt ist,
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dass die Adenosinwirkung in der Niere vom NaCl-Haushalt und der Plasma-
Renin-Aktivitat abhangt (186, 187, 236). Durch eine kochsalzreiche Diat steigt
die Adenosin-Konzentration in der Niere, wahrend sie bei kochsalzarmer
Ernahrung sinkt. Unter NaCl-reicher Ernahrung nimmt die vasokonstriktive
Wirkung des Adenosins ab, wahrend sie bei NaCl-armer Diat zunimmt. Bei
Stimulation des RAAS durch NaCl-arme Diat wird die vasokontriktive Wirkung
von Adenosin verstarkt (187).

Maximale Kochsalzretention bzw. —diurese wurde durch Spezialfutter erzielt.
Die Kochsalzdiat wurde nach etablierten Protokollen durchgefihrt.

Die Wirksamkeit der Diat lasst sich einfach am Parameter Elektrolyt-
ausscheidung Uberprifen. Die Natrium-Ausscheidung entspricht der Natrium—
Aufnahme, sobald sich ein Gleichgewicht eingestellt hat. Dazu wurde die
Natrium-Konzentration im Urin an Tag 1 und Tag 7 gemessen.

Die Applikation von CCPA uber das Trinkwasser birgt einige Unsicherheiten. So
muss gewahrleistet sein, dass CCPA im Trinkwasser uber 24 Stunden gelost
bleibt. Um ein Ausfallen von CCPA zu vermeiden, wurde als Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSQO) eingesetzt. DMSO wurde ebenso dem Trinkwasser
der Kontrollgruppe zugefligt, um eine mogliche Beeinflussung des
Trinkverhaltens durch DMSO auszugleichen. Die tatsachlich im Trinkwaser
geldste Menge nach 24 Stunden wurde bei dieser Arbeit nicht bestimmt. Ferner
liegen keine gesicherten Daten zur Bioverfligbarkeit von CCPA vor. Eine Arbeit
von Casati et al. zeigte, dass die orale Gabe von CCPA hinsichtlich Blutdruck
und Herzfrequenz anndhernd die gleiche Verfugbarkeit wie intraperitoneale
Injektionen aufweist (36). Bei der Dosierung von CCPA wurden die Ergebnisse
von Monopoli et al. (170) zu Grunde gelegt. Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf
die CCPA-Blutspiegel hat, ist das Trinkverhalten. Sollte es grole tageszeitliche
Schwankungen geben, hatte dies Einfluss auf die Plasmaspiegel von CCPA.
Nach eigenen Beobachtungen verteilte sich die Trinkmenge relativ gleichmalig
uber 24 Stunden, so dass diese Art der oralen Applikation gerechtfertigt
erschien.

Auf die Messung von CCPA-Plasmaspiegeln wurde in dieser Arbeit verzichtet,

da sie im Institut nicht etabliert, technisch anspruchsvoll und aufwandig ist.
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Insofern bestehen gewisse Unsicherheiten bei der Beurteilung der vorliegenden
Ergebnisse. Mit der gewahlten Dosierung konnte bei beiden Diaten gezeigt
werden, dass CCPA-Blutspiegel erreicht werden, die einen signifikanten Effekt
erzielen. Unter NaCl-armer Diat zeigt sich nach Vorbehandlung mit CCPA eine
niedrigere Plasma-Renin-Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei NaCl-
reicher Erndhrung senkt die CCPA-Gabe die Adenosin-Ai.Rezeptor-mRNA-
Expression. Um diese Unsicherheit fur weitergehende Untersuchungen
ausschlieBen zu konnen, wird auf jeden Fall die Bestimmung von CCPA-
Blutspiegeln empfohlen.

Als Alternative zur oralen Applikation wurden bei der Studienplanung
osmotische Minipumpen der Firma Alzet in Betracht gezogen. Die Pumpen
werden in Kurznarkose suprasternal implantiert und in die Vena jugularis
eingesetzt. Damit kdnnen gesicherte und konstante CCPA-Konzentrationen im
Plasma erzielt werden. Um eine operative Implantation der Pumpen zu Beginn
der Vorbehandlung und eine daraus resultierende Beeintrachtigung der Tiere zu

vermeiden, wurde darauf verzichtet.

5.3.1 Versuchsdurchfiuhrung

Bei der Versuchsdurchfuhrung, wurden die operativen Eingriffe zur Messung
der GFR und des RBF immer streng nach demselben Schema durchgefuhrt,
um Storfaktoren und nicht erfasste Einflussgrélien zu reduzieren.
Abweichungen bei der Versuchsdurchfuhrung wurden im Versuchsprotokoll
erfasst und gegebenenfalls das betroffene Tier bei der Auswertung

ausgeschlossen.

5.4 Schlussfolgerung

Die Anwendung von neu entwickelten Adenosin-Ai-Rezeptor-Agonisten
verspricht eine Vielzahl an neuen Therapiemdglichkeiten (127). Erste Wirkstoffe
haben klinische Studien durchlaufen und stehen vor der Zulassung.
Eingeschrankt werden konnte der Einsatz von As-Agonisten jedoch durch eine

Beeintrachtigung der Nierenfunktion. Sollte die bei akuter Anwendung
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beobachtete Reduktion der glomerularen Filtrationsrate, der renalen
Durchblutung sowie die starke Antidiurese bei chronischer Stimulation des A4-
Rezeptors anhalten, ware der Einsatz von As-Agonisten deutlich eingeschrankt.
Da die Frage, ob eine Behandlung mit einem spezifischen Ai-Agonisten Uber
sieben Tage zu einem Wirkungsverlust des A1-Rezeptors in der Niere fuhrt,
bisher noch nicht beantwortet werden konnte, wurde diese Studie durchgefihrt.
Nach unserem Kenntnisstand handelt es sich dabei um die erste Untersuchung
einer Tachyphylaxie in vivo bei chronischer Stimulation des Adenosin-As-
Rezeptors in der Niere.

In der Literatur zeigen sich Hinweise auf einen Wirkungsverlust des Aj-
Rezeptors bei chronischer Stimulation in Herz und Fettgewebe (35, 127, 260).
Fir die Niere liegen jedoch noch keine Untersuchungen vor, welche dies
bestatigen. Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse zeigen bei Sprague
Dawley Ratten keinen Hinweis auf eine Tachyphylaxie durch die chronische
Applikation des Adenosin-Ai-Agonisten CCPA Uber sieben Tage in der Niere.
Unter kochsalzarmer Erndhrung bewirkt die Vorbehandlung mit CCPA eine
anhaltende  Reduktion der Plasma-Renin-Aktivitdt. Die  fraktionelle
Natriumausscheidung bleibt nach siebentagiger Behandlung mit CCPA
reduziert. Des Weiteren zeigt die Niere nach Vorbehandlung mit CCPA keine
wesentliche Veranderung der vaskularen Antwort auf Adenosineinzel-
injektionen. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dass die
Vorbehandlung mit CCPA die mRNA-Expression des Ai-Rezeptors nur leicht
senkt. Ferner bewirkt eine erneute Gabe von CCPA bei Tieren nach
siebentagiger CCPA-Vorbehandlung einen ahnlichen Abfall der glomerularen
Filtrationsrate, Urinvolumen und Natriumausscheidung wie in den
Kontrollgruppen ohne Vorbehandlung. Diese Beobachtungen sprechen gegen
eine Tachyphylaxie der durch den Ai-Rezeptor vermittelten Effekte. Da die
Adenosinwirkung in der Niere von der Elektrolytaufnahme und des Renin-
Angiotensin-Aldossteron-Systems beeinflusst wird, wurde de Vorbehandlung
mit CCPA wurde unter kochsalzarmer und —reicher Diat durchgefihrt. Dabei
zeigte sich kein Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldossteron-Systems auf eine

mogliche Tachyphylaxie durch CCPA.
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Diese hier vorgestellten in vivo gewonnen Ergebnisse stehen im Widerspruch
zu Untersuchungen in vitro, bei denen eine rasche Tachyphylaxie beobachtet
wurde (80, 112). Auf der anderen Seite sind die Ergebnise dieser Arbeit
vereinbar mit einer Studie von Casati et al., die eine Tachyphylaxie bezuglich
Blutdruck und Herzfrequenz bei Gabe von Adenosin-Ai-Agonisten erst nach
einer Anwendung Uber 21 Tage beschreiben (35).

Die Ergebisse der hier vorliegenden Studie zeigen bei chronischer Gabe eines
Adenosin-As-Rezeptor-Agonisten keine Tachyphylaxie, das heil3t, es besteht
eine anhaltende Reduktion der renalen Durchblutung, der glomerularen
Filtrationsrate sowie eine persistierende Antidiurese. Dies wurde den Einsatz
der von Ajs-Agonisten einschranken. Es sind jedoch vertiefende
Untersuchungen erforderlich, um einen dosisabhangigen Effekt der

Tachyphylaxie sowie den Einfluss der Applikationsdauer zu prifen.
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6 Zusammenfassung

Mehrere selektive Adenosin-A{-Agonisten haben klinische Studien durchlaufen
und stehen kurz vor ihrer Zulassung. Bislang unzureichend aufgeklart ist die
Frage, welche Folgen eine dauerhafte Stimulation der Ai-Rezeptoren auf die
Nierenfunktion hat. Der Aj-Rezeptor ist in der Niere wesentlich an der
Regulation der Durchblutung und der Resorptionsleistung beteiligt. Eine
kurzfristige Stimulation der Aj-Rezeptoren bewirkt unter anderem eine
Reduktion der Nierendurchblutung und glomerularen Filtrationsleistung. Wenn
diese Beeintrachtigung bei Langzeitanwendung persistiert, ware der klinische
Einsatz von As-Agonisten kritisch zu bewerten.

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer chronischen Behandlung mit
einem Adenosin-Ai-Rezeptor-Agonisten auf die Nierenfunktion zu untersuchen.
Dazu wurde in einer kontrollierten randomisierten Studie Ratten der
hochselektive Adenosin-Ai-Rezeptor-Agonist 2-Chloro-N6-cyclopentyladenosin
(CCPA) sieben Tage lang Uber das Trinkwasser zugefiihrt. Die Gabe von
CCPA wurde sowohl unter kochsalzreicher- als auch kochsalzarmer Diat
durchgefuhrt. FUr die funktionelle  Charakterisierung  wurde die
Elektrolytausscheidung bei wachen Tieren im Stoffwechselkafig gemessen. In
Narkose wurden renale Hamodynamik (RBF), glomerulare Filtration (GFR) vor
und nach erneuter Gabe von CCPA, Flussigkeits- und Elektrolytausscheidung
und Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) untersucht. Die Messung von RBF und GFR
erfolgte in unterschiedlichen Versuchsgruppen, um nicht erfasste Storfaktoren
zu reduzieren. Ferner wurde die Adenosin-Rezeptorexpression in der Niere
bestimmt. Die Versuchsgruppen bestanden jeweils aus sechs bis acht Tieren.
Unsere Untersuchungen zeigen, dass die siebentagige Vorbehandlung mit
CCPA sowohl bei NaCl-reicher als auch bei NaCl-armer Diat keinen Einfluss
auf den Gewichtsverlauf hat. Die an Tag 1 und 7 im Stoffwechselkafig
gemessene Urinmenge sowie Elektrolytausscheidung unterscheidet sich in den
mit CCPA vorbehandelten Gruppen nicht von den Kontrollgruppen. Die orale
Gabe von CCPA Uber sieben Tage fuhrt unter beiden Kochsalz-Diaten nicht zu

einer andauernden Senkung der GFR. Unter kochsalzarmer Ernahrung bewirkt
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die Vorbehandlung mit CCPA eine anhaltende Reduktion der PRA. Die erneute
Applikation (i.v.) von CCPA in Narkose flhrt bei den CCPA-Gruppen als auch
bei den Kontrollgruppen zu einer vergleichbaren Reduktion der GFR. Die
Vorbehandlung mit CCPA erzielt hierbei keine Tachyphylaxie. Das Ausmal} des
GFR-Abfalls ist bei NaCl-armer Diat starker ausgepragt als bei NaCl-reicher
Diat. Mit CCPA vorbehandelte Tiere weisen in Narkose héhere Urinzeitvolumina
auf als Tiere der Kontrollgruppen. Mit CCPA vorbehandelte Tiere weisen eine
geringere absolute fraktionelle Na-Ausscheidung auf. Unter kochsalzreicher
Diat zeigt sich zudem nach Vorbehandlung mit CCPA eine reduzierte absolute
Natriumausscheiung in Narkose. Die Vorbehandlung mit CCPA bewirkt leicht
erhohte Natrium-Plasma-Spiegel und erniedrigte K-Plasma-Spiegel. Die
Vorbehandlung mit CCPA hat keinen Einfluss auf Herzfrequenz und mittlerem
arteriellen Blutdruck (MAP) in Narkose. Die erneute Gabe von CCPA (i.v.)
bewirkt bei CCPA-vorbehandelten Tieren eine ahnliche Absenkung von Herz-
frequenz und MAP wie in der Kontroligruppe. Der renale Blutfluss und das
Ansprechen der Nieren auf Adenosin-Einzelinjektionen werden durch die
Vorbehandlung mit CCPA nicht verandert. Die Werte der CCPA-Gruppen
unterscheiden sich bei beiden Diaten nicht gegenuber den Kontrollgruppen.
Unter NaCl-reicher Diat fuhrt die Vorbehandlung mit CCPA zu einer Reduktion
der Ai-Rezeptor-Expression. Dieser Effekt kann bei NaCl-armer Diat nicht
beobachtet werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse sprechen gegen eine
Tachyphylaxie der Nierenfunktionsbeeintrachtigung durch eine chronische
Vorbehandlung mit einem hochselektiven Adenosin-A-Rezeptor-Agonisten.
Jedoch flhrte die dauerhafte Stimulation des Ai-Rezeptors mit CCPA Uber
sieben Tage in der gewahlten Dosierung zu keiner relevanten Beeintrachtigung
der Nierenfunktion. Wenn mit der gewahlten Dosierung therapeutische Effekte
erzielt werden konnen, so wird der Einsatz von Adenosin-Ai-Agonisten nicht
durch die Nierenfunktion limitiert. Ob durch langere Behandlung oder héhere
Plasmaspiegel des Ai-Agonisten eine Tachyphylaxie verursacht wird, kann mit
dieser Arbeit nicht beantwortet werden und muss Inhalt weiterfUhrender Studien

sein.
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8 Abklrzungen

A-AR Adenosin-A-Rezeptor

ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym

ADA Adenosindesaminase

ADP Adenosin-diphosphat

Akt Akt-Signalweg via Proteinkinase B

AMP Adenosin-monophosphat

ANP Atriales Natriuretisches Peptid

ANV Akute Nierenversagen

ATGL Adipozyten-Triglycerid-Lipase

ATP Adenosin-5’-triphosphat

ATPase Adenosintriphosphatasen

cAMP Cyclisches Adenosin-monophosphat

CBF Renaler Corticaler Blutfluss

CCD Kortikales Sammelrohr

CCPA 2-Chloro-Ng-Cyclopentyladenosin

COX Cyclooxygenase

CP Crossing Point

CPA N-Cyclopentyladenosin

Cpm Zahlrate / Minute

CT Verbindungstubulus

DCT Distaler Tubulus, Pars convoluta

DDT1MF Zelllinie glatter Muskelzellen aus Ductus deferens des
Hamsters

DMSO Dimethylsulfoxid

DOCA Desoxycorticosteronacetat

DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin

dTL Absteigender Ast der Henleschen Schleife

ECso Mittlere effektive Konzentration

ED3o Equipotente Dosis fur 30% des Maximaleffektes

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Ena Absolute Natrium-Ausscheidung

Ex Absolute Kalium-Ausscheidung

ENT Equilibrierende Nukleosidtransporter

ERK Extrazellular-regulierte Kinasen

FDA US Food and Drug Administration

F Ena Fraktionelle Natrium-Ausscheidung

Fna Filtrierte Natrium-Menge

GFR Glomerulare Filtrationsrate

HKG Housekeeping Gen

HCY Homocystein

HSL Hormon-sensitive Lipase

HSP Hitzeschockprotein

IMCD Innerer medullarer Teil des Sammelrohres

IMP Inosinmonophosphat

INO Inosin
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8 Abkurzungen

i.p.

V.

JGA
KG
KON
MAP
MAPK
m/cTAL

mRNA
MW
NaCl
NEFA
NKCC2
NO
OMBF
OMCD
PCR
PCT
PRA
PST
PSVT
RAAS
RBF
ROMK

R-PIA
SAH
SAM
SEM
SHR
SNGFR
TGF
TG
TL
uv
uzv

intraperitoneal

intravenos

Juxtaglomerularer Apparat

Korpergewicht

Kontrollgruppe

Mittlerer Arterieller Blutdruck
Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen
Medullarer/ Kortikaler dicker aufsteigender Ast
Henleschen Schleife

messenger RNA

Mittelwert

Natriumchlorid

Freie unveresterte Fettsauren
Natrium-Kalium-2-Chlorid-Kotransport
Stickstoffmonoxid

AuRerer medullarer Blutfluss

AuRerer medullarer Teil des Sammelrohres
Polymerase Kettenreaktion

Proximaler Tubulus, Pars Convoluta
Plasma-Renin-Aktivitat

Proximaler Tubulus, Pars Recta
Paroxysmale Supraventrikulare Tachykardie
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Renaler Blutfluss

der

Renal Outer Medullary Potassium channel, Kaliumkanal des

aulleren Nierenmarks
N(6)-(R)-phenylisopropyladenosin
S-Adenosylhomocystein
S-Adenosyl-Methionin
Standardabweichung des Mittelwertes
Spontan Hypertensive Ratten
Single-nephron GFR
Tubulo-glomerulares Feedback
Target Gen

Dunner Abschnitt der Henleschen Schleife
Urinvolumen

Urinzeitvolumen
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