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ACE angiotensin converting enzyme  

(Angiotensin konvertierendes Enzym) 
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1 Einleitung 
 

1.1 Einführung 
 
Die Niere erfüllt für den Organismus wichtige Kontroll- und Regulationsfunktionen. Eine 

wesentliche Aufgabe ist die Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten und Fremdstoffen, 

sogenannter harnpflichtiger Substanzen. Vor allem aber in der Aufrechterhaltung der 

Homöostase, durch die Kontrolle des Elektrolyt-, Wasser- und Säure-Basen-Haushaltes, 

kommt der Niere eine grundlegende Rolle zu.  

Verschiedene erbliche Erkrankungen der Niere können zu schweren Entgleisungen des 

Wasser- und Elektrolythaushaltes führen. Hierzu gehören unter anderem angeborene 

Salzverlust-Tubulopathien, die lange Zeit unter dem Sammelbegriff Bartter-Syndrom 

zusammengefasst wurden (64, 70). Die bei diesen Erkrankungen zu beobachtenden schweren 

Störungen der Nierenfunktion werden durch genetische Defekte ausgelöst, welche die 

tubulären Transportproteine betreffen (56). In dieser Arbeit sollen die Regulationsprinzipien 

des Wasser- und Elektrolythaushaltes, in Zusammenhang mit den zu beobachtenden 

Störungen bei erblichen Salzverlusterkrankungen genauer untersucht werden. 

 

1.2 Niere: Funktion im Elektrolythaushalt 

 

Die funktionellen Einheiten der Säugetierniere werden Nephrone genannt. Jede Niere enthält 

ungefähr 1,2 Millionen Nephrone, die aus Malpighi-Körperchen (Glomerulus mit Bowman-

Kapsel), proximalem Tubulus, Henle´scher Schleife und distalem Tubulus bestehen 

(Abbildung 1.1). Die Durchblutung der Nieren beträgt annähernd 1,2 Liter pro Minute, dies 

entspricht ungefähr 25% des Herzzeitvolumens.  

Aufgrund der hohen Durchblutungs- und Filtrationsleistung können beim Menschen, in den 

Glomeruli der Nieren, täglich 180 Liter Primärharn gebildet werden. Mehr als 99% dieses 

Ultrafiltrates werden in den darauffolgenden Nephronabschnitten rückresorbiert, so dass das 

Endharnvolumen nur ca. 1,5 Liter beträgt. Bereits im proximalen Tubulus werden 60-70% des 

filtrierten Natriums und auch des Wassers rückresorbiert (1). 
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Abbildung 1.1: Abschnitte eines Nephrons 
 

 

Treibende aktive Kraft ist hierbei die basolateral gelegene Na+-K+-ATPase, die unter ATP-

Verbrauch die intrazelluläre Natriumkonzentration senkt und den Eintritt von Natrium in die 

Zelle ermöglicht. Natrium wird hier über verschiedene Symportcarrier (z.B. Glucose, 

Phosphat, Aminosäuren) oder im Austausch mit H+-Ionen über einen Na+-H+-Ionen-

austauscher resorbiert, der wiederum die Rückgewinnung von Bikarbonat antreibt. Die 

Wasserrückresorption erfolgt parazellulär durch den hohen osmotischen Druck. Der 

parazelluläre passive Transport von Kalzium, Magnesium, Natrium und Kalium spielt im 

spätproximalen Tubulus eine große Rolle.  

Im dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife werden ungefähr 20-30% des 

gefilterten Natriums rückresorbiert (104, 139). Die in der basolateralen Membran lokalisierte 

Na+-K+-ATPase erzeugt einen steilen elektrochemischen Gradienten, der die treibende Kraft 

für die Natriumresorption ist. Wichtige Funktion erfüllt hier der apikal gelegene Na+-K+-2Cl--

Kotransporter (NKCC2), der sekundär-aktiv Natrium, Kalium und Chlorid in die Zelle 

transportiert (56, 100). Kaliumionen werden über den ROMK-Kanal an der apikalen 

Membran wieder lumenwärts transportiert (80). Chlorid verlässt die Zelle durch cAMP-
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abhängige Chloridkanäle (CLC-Ka und CLC-Kb) in der basolateralen Membran (56). Durch 

die ins Lumen transportierten Kaliumionen wird über dem Epithel ein lumenpositives 

transepitheliales Potential aufgebaut, welches der Antrieb für die parazelluläre Resorption von 

Kalzium und Magnesium ist (Abbildung 1.2) (1).  

 

 
 

Abbildung 1.2 Tubulärer Transport im Bereich des dicken aszendierenden Schenkels der 
Henle´schen Schleife 

 

 

Der aktive Transport von Natrium aus dem dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen 

Schleife sowie dem distalen Tubulus ist in großem Maße für die Osmolarität im Cortex und 

der äußeren Medulla verantwortlich. Er ist erster Schritt zum Aufbau des kortikomedullären 

osmotischen Gradienten, der eine weitere starke Ankonzentrierung des Primärharns 

ermöglicht. Weitere 5-10% des filtrierten Natriums werden im anschließenden distalen 

Tubulus und im Sammelrohr resorbiert. Im distalen Tubulus ist wiederum die Tätigkeit der 

basolateralen Na+-K+-ATPase nötig, um einen Gradienten für Natrium vom Lumen zur Zelle 

zu schaffen (56). So wird die Aufnahme von Natrium in die Zelle durch den Na+-Cl--

Kotransporter (NCCT) ermöglicht, der Chlorid entgegen dem elektrochemischen Gradienten 

in die Zelle transportiert. Chlorid verlässt die Zelle anschließend basolateral über den 

Chloridkanal CLC-Kb.  
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Die beschriebenen vielfältigen tubulären Prozesse verdeutlichen, von welchem überaus 

komplexen System die Fähigkeit der Niere, die Salz- und Wasserausscheidung und damit die 

Aufrechterhaltung der Homöostase zu kontrollieren, abhängt und welche gravierenden Folgen 

auftretende Defekte und Störungen haben können. 

 

1.3 Salzverlust-Tubulopathien 
 

Im Jahr 1962 publizierten Frederic Bartter und seine Mitarbeiter eine Arbeit, in der die 

Krankheitssymptome zweier junger Patienten beschrieben wurden. Beide Patienten litten an 

einer Überproduktion von Aldosteron und Renin, überaus starken renalen Kaliumverlusten 

(Hypokaliämie) und einer Hyperplasie des renalen juxtaglomerulären Apparates. Zusätzlich 

konnte bei einem eine Wachstumsstörung beobachtet werden und bei beiden Patienten eine 

leichte geistige Retardation (2). Später fiel auf, dass bereits im Jahr 1957 die beiden Pädiater 

Rosenbaum und Hughes einen Säugling beschrieben, der an ausgeprägter 

Entwicklungsstörung und wiederkehrenden Episoden von Diarrhöe und Dehydration litt, die 

durch massive Wasser- und Elektrolytverluste ausgelöst wurden. Das Kind starb wenige 

Monate nach der Geburt ohne Therapieerfolg (106). 

Im Laufe der folgenden drei Jahrzehnte wurden zahlreiche weitere Fälle beschrieben, die 

neben den genannten Symptomen auch Hyperkalziurie, Nephrokalzinose und zum Teil eine 

stark erhöhte Prostaglandin E2-Bildung aufwiesen (117, 119, 120). Die ausgesprochen 

heterogene Ausprägung des Krankheitsbildes und des Manifestationsalters, der unter dem 

Sammelbegriff Bartter-Syndrom zusammengefassten Salzverlust-Tubulopathien, führten zu 

der heutigen Differenzierung in die verschiedenen Varianten des Bartter-Syndroms. 

Man unterscheidet das antenatale Bartter-Syndrom/Hyperprostaglandin-E-Syndrom 

(aBS/HPS), das aBS/HPS mit zusätzlicher sensoneuraler Taubheit bzw. Innenohr-

schwerhörigkeit (aBS/HPS with sensorineural deafness), das klassische Bartter-Syndrom (BS) 

und das Gitelman-Syndrom (GS) (48, 56). Bei allen aufgeführten Krankheitsbildern führen 

Defekte in Ionenkanälen der Niere zu unterschiedlich stark ausgeprägten Elektrolyt- und 

Wasserverlusten (48). Die weitere Symptomatik soll im Folgenden genauer beschrieben 

werden. 
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1.3.1 Klassisches Bartter- und Gitelman-Syndrom 
 

Das klassische Bartter-Syndrom (BS) wird durch eine Mutation des Gens CLCNKB ausgelöst, 

das für die Expression des Chloridkanals CLC-Kb verantwortlich ist (Tabelle 1.1) (55, 56, 91, 

105). Erste Symptome treten im Laufe der ersten Lebensjahre auf. Systemisch kann eine 

hypokaliämische metabolische Alkalose und ein hyperreninämischer Hyperaldosteronismus 

beobachtet werden (1). Die Prostaglandinsynthese ist leicht oder gar nicht erhöht. Hinsichtlich 

der Symptomatik kann es weiterhin zu Wachstumsstörungen, Polyurie, Erbrechen, 

Dehydration und selten zu geistiger Retardierung kommen (2, 105). Gedeih- und 

Wachstumsstörungen treten meist nur dann auf, wenn eine Therapie nicht frühzeitig begonnen 

wird. 

Das Gitelman-Syndrom (GS) wird durch eine Mutation des Gens SLC12A3, das für die 

Expression des Na+-Cl--Kotransporters NCCT verantwortlich ist, ausgelöst (Tabelle 1.1) und 

wird meist im Kindes- oder frühen Erwachsenenalter diagnostiziert (33, 53, 56, 105). Durch 

ausgeprägte Magnesiumverluste (Hypomagnesiämie) treten hier häufig Muskelschwäche und 

Tetanieneigung auf. Außerdem kommt es zu Hypokalziurie, die Prostaglandinsynthese ist nur 

wenig oder gar nicht erhöht (105). 

 

1.3.2 Antenatales Bartter-Syndrom/Hyperprostaglandin-E-Syndrom 
(aBS/HPS) 

 

Während vor allem das GS, aber auch das BS, eine relativ milde und gut therapierbare 

Symptomatik aufweisen, manifestiert sich beim aBS/HPS bereits früh ein schweres 

Krankheitsbild (91). Beim aBS/HPS handelt es sich um eine seltene angeborene, autosomal-

rezessiv vererbte Salzverlust-Tubulopathie, die mit einer Inzidenz von 1:50.000 auftritt (118). 

In der Literatur findet man außerdem die Namensgebung Hyperkalziurisches Bartter-

Syndrom oder FSLT (furosemide-like salt-losing tubulopathy) aufgrund der nachfolgend 

beschriebenen Symptomatik (70). Die klinischen Symptome beim aBS/HPS zeichnen sich 

bereits intrauterin durch das Auftreten von Polyhydramnions, ausgelöst durch fetale Polyurie 

und daraus resultierender Frühgeburtlichkeit, ab (85, 119). Die erheblichen Mengen an 

entstehendem Fruchtwasser machen gegen Ende der Schwangerschaft regelmäßige 

Punktionen, bei denen ein Gesamtvolumen von 15 Liter abgezogenem Fruchtwasser erreicht 

werden kann, erforderlich um Schäden für Mutter und Kind zu vermeiden (56). Postpartal 
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kommt es zu einer exzessiv gesteigerten Prostaglandin E2-Synthese, erhöhter Aldosteron- und 

Reninaktivität, hypokaliämischer metabolischer Alkalose, ausgeprägter Hyperkalziurie mit 

daraus resultierender Nephrokalzinose und Hypertrophie des juxtaglomerulären Apparates 

(32, 102, 116). Die Folgen sind massive Polyurie mit lebensbedrohlichen Elektrolyt- und 

Flüssigkeitsverlusten, Dystrophie, Osteopenie, Krämpfe und Episoden von Fieber, Erbrechen 

und Diarrhö (19, 118). Durch mögliche auftretende Hypokaliämien kann es zudem zu 

Störungen der Erregungsleitungen des Herzens und nachfolgenden Herzrhythmusstörungen 

kommen (56).  

Beim aBS/HPS können unterschiedliche Defekte vorliegen (Tabelle 1.1). Untersuchungen 

haben ergeben, dass Mutationen im Na+-K+-2Cl--Kotransporter NKCC2 (Gen SLC12A1), im 

Kaliumkanal ROMK (Gen KCNJ1), in den Chloridkanälen ClC-Ka und ClC-Kb (Gen 

CLCNKA und CLCNKB) oder in deren regulatorischer β-Untereinheit Barttin (Gen BSND), 

für die Ausprägung dieses Krankheitsbildes verantwortlich sind (23, 56, 110, 122). Bei einer 

Mutation beider Chloridkanäle oder deren β-Untereinheit Barttin kommt es, zusätzlich zu der 

schweren Symptomatik, zum Auftreten von sensoneuraler Taubheit bzw. 

Innenohrschwerhörigkeit (23, 110, 144). Die aufgeführten Transportproteine befinden sich in 

der apikalen und basolateralen Membran des dicken aszendierenden Schenkels der 

Henle´schen Schleife (Abbildung 1.2). Wie zuvor beschrieben, werden in diesem Bereich des 

Nephrons ungefähr 20-30% des gefilterten Natriums rückresorbiert. Wird der Na+-Cl--

Transport entlang des dicken aszendierenden Schenkels der Henle´schen Schleife durch eine 

der bereits genannten Mutationen inhibiert, kommt der transepitheliale Gradient zum erliegen. 

Auch durch die Gabe des Schleifendiuretikum Furosemid kann der Na+-K+-2Cl--

Kotransporter NKCC2 gehemmt werden, nachfolgend kann eine analoge Symptomatik 

beobachtet werden (100). Neben der fehlenden Natriumreabsorption, kommt es sekundär zu 

erhöhten Kalzium- und Magnesiumverlusten. Der fehlende Aufbau des Gradienten und die 

gestörte Natriumrückresorption sorgen für eine gravierende Störung des gesamten Salz- und 

Wasserhaushaltes (102).  

Die exzessiv gesteigerte Prostaglandinsynthese beim aBS/HPS scheint eine Schlüsselfunktion 

für die schwerwiegende Symptomatik, wie das Auftreten von Polyhydramnions mit daraus 

resultierender Frühgeburtlichkeit, postpartale lebensbedrohliche Salz- und Wasserverluste, 

hohe Plasmareninaktivität sowie Entwicklungsstörungen, zu haben (70, 100, 116, 118). 

Aufgrund dessen wurde von Seyberth et al. 1987 für das antenatale Bartter-Syndrom der 

Begriff des Hyperprostaglandin-E-Syndrom eingeführt (116). 
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Ein Zusammenhang der erhöhten Prostaglandinsynthese mit der schweren Pathogenese dieser 

Erkrankung konnte schon früh festgestellt werden, da eine Behandlung mit Cyclooxygenase-

Inhibitoren (COX-Inhibitoren), z.B. Indomethacin, zu einer Verbesserung der Symptomatik 

führte und ein Überleben der Patienten ermöglichte (75, 83, 104, 115). COX-Inhibitoren 

hemmen die Enzyme Cyclooxygenase-1 und -2 (COX-1 und -2), die über den sogenannten 

Cyclooxygenase-Weg für die Synthese der Prostaglandine verantwortlich sind. 

Die Vermutung, dass eine übermäßige Bildung von Prostaglandinen eine Schlüsselfunktion in 

der Entstehung des Krankheitsbildes des aBS/HPS hat, wird auch durch die Beobachtung 

gestützt, dass bei einer therapeutischen Applikation von Prostaglandinen mit zahlreichen 

Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Übelkeit, Erbrechen, erhöhter Temperatur und Diarrhö, 

zu rechnen ist. Eine vergleichbare Symptomatik, wie beim aBS/HPS, kann also durch 

medikamentöse Gabe von Prostaglandinen ausgelöst werden. 

Unbehandelt verläuft das aBS/HPS, aufgrund der schweren Symptomatik mit massiven 

Wasser- und Elektrolytverlusten, Wachstumsretardierung, Fieberschüben und Entwicklungs-

störungen tödlich. Therapeutisch steht der Einsatz von nicht selektiven COX-Inhibitoren, wie 

Indomethacin, im Vordergrund, da bei dieser Medikation eine langjährige Erfahrung vorliegt 

(75). Man bezeichnet diese Gruppe von Inhibitoren auch als nichtsteroidale Antiphlogistika 

(NSAIDs), ein bekannter Vertreter ist Aspirin (Acetylsalicylsäure). Da die Gruppe der 

Prostanoide an einer Vielzahl physiologischer Vorgänge beteiligt ist, ohne dass man ihre 

genauen Wirkungsweisen und Regelmechanismen kennt, ist eine Applikation von nicht 

selektiven COX-Inhibitoren, die beide Cyclooxygenasen hemmen, von einer Vielzahl von 

Nebenwirkungen begleitet (z.B. Gerinnungsstörungen, Magenschleimhautschädigungen 

usw.). Bei einer Langzeittherapie von aBS/HPS-Patienten mit Indomethacin konnte 

vorübergehender Haarausfall, verspätete Diagnose von Infektionskrankheiten, ausbleibendes 

Fieber und eine verzögerte Heilung von Knochenbrüchen beobachtet werden (118), zusätzlich 

kann die Indomethacinbehandlung bei Früh- und Neugeborenen Niereninsuffizienz und 

Nierenversagen auslösen (74, 107). Die Behandlung mit anderen NSAIDs, wie Aspirin und 

Ibuprofen, führte zu stärkeren Nebenwirkungen auf den Gastro-Intestinal-Trakt bei weniger 

guter Verbesserung der Symptomatik (118). 

Bei aBS/HPS-Patienten konnte eine renale COX-2 Expression dokumentiert werden, die im 

Gegensatz zu normalen physiologischen Bedingungen nicht nachweisbar ist (73). Diese 

Beobachtung weist auf eine besondere Rolle der über die COX-2 gebildeten Prostaglandine 

für die Entstehung der Symptomatik des aBS/HPS hin. 
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Gen/ 
Chromosom 

Genprodukt/ 
Transporter Syndrom Lokalisation 

SLC12A1 
15q15-21 NKCC2 aBS/HPS TAL 

KCNJ1 
11q24-25 ROMK aBS/HPS TAL 

CLCNKA + B 
beide 1p36 CLCKa + b aBS/HPS + SND tAL + TAL 

DCT 

BSND 
1p31 Barttin aBS/HPS + SND tAL + TAL 

DCT 

CLCKB 
1p36 CLCKb BS DCT 

TAL 

SLC12A3 
16q13 NCCT GS DCT 

 

Tabelle 1.1: Gendefekte und daraus abgeleitete Krankheitsbilder 
 

aBS/HPS→ antenatales Bartter-Syndrom/Hyperprostaglandin-E-Syndrom; SND→ sensorineural 

deafness; BS→ Bartter-Syndrom; GS→ Gitelman-Syndrom; TAL→ thick ascending limb of Henle´s 

loop (dicker aszendierender Schenkel der Henle´schen Schleife); tAL→ thin ascending limb of 

Henle´s loop (dünner aszendierender Schenkel der Henle´schen Schleife); DCT→ distal convoluted 

tubule (distaler Tubulus) 

 

Mittlerweile konnte eine neue Substanzklasse von COX-Inhibitoren entwickelt werden, die 

sich durch eine selektive Hemmung der COX-2 auszeichnet, sogenannte Coxibe. Zu dieser 

Wirkstoffgruppe zählen in Deutschland vier zugelassene Substanzen: Celecoxib, Rofecoxib, 

Parecoxib und Valdecoxib. Rofecoxib, unter dem Namen Vioxx bekannt, wurde im Jahr 2003 

nach dem Auftreten von starken Nebenwirkungen (vermehrtes Auftreten von Herzinfarkten 

und Schlaganfällen) vom Markt genommen. Hieraus wird deutlich, wie schwer eine geeignete 

Therapie unter Hemmung der Prostaglandinsynthese möglich ist, ohne gleichzeitig teils 

unvorhersehbare Nebenwirkungen hervorzurufen. 
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1.4 Prostaglandine: Synthese und Wirkung 
 

Prostaglandine (PG), die zur Gruppe der Gewebshormone (Autacoide) gehören, werden aus 

mehrfach ungesättigten Fettsäuren gebildet. Wichtigste Quelle ist die Arachidonsäure, die 

entweder mit der Nahrung aufgenommen oder aus der essentiellen Fettsäure Linolensäure 

synthetisiert wird (Formel 1.1). Arachidonsäure ist eine mehrfach-ungesättigte C20-Fettsäure, 

die mit weiteren mehrfach-ungesättigten Fettsäuren zur Gruppe der Eicosanoide 

zusammengefasst wird.  

 

 
 

Formel 1.1: Strukturformel der Arachidonsäure 
 

 

Arachidonsäure wird im Körper über den Cyclooxygenase-, den Lipoxygenase- und den 

Cytochrom P-450 -Weg metabolisiert (Abbildung 1.3). 

 

 
 

Abbildung 1.3: Synthesewege der Arachidonsäure 
 

Die Prostaglandine werden zusammen mit dem Prostacyclin und den Thromboxanen auch zur 

Familie der Prostanoide zusammengefasst. Die Prostanoid-Synthese findet über den 
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Cyclooxygenase-Weg statt (Abbildung 1.4) (133). Innerhalb der Prostanoid-Synthese wird 

Arachidonsäure hauptsächlich aus den Phopholipidschichten der Zellmembranen mit Hilfe 

der Phospholipase-A2 freigesetzt. In einem ersten Schritt katalysieren die beiden isoformen 

Cyclooxygenasen die Bildung des Hydroperoxy-Endoperoxids PGG2 aus Arachidonsäure, 

entsprechend ihrer Cyclooxygenase-Aktivität. Anschließend katalysieren sie die Umwandlung 

von PGG2 zu dem instabilen Hydroxy-Endoperoxid PGH2, gemäß ihrer Peroxidase-Aktivität 

(133). Die Metabolisierung der Arachidonsäure zu den Endoperoxiden kann also jeweils über 

eine der beiden isoformen Enzyme COX-1 oder COX-2 katalysiert werden (86, 124, 133).  

 

 

 
 
 
Abbildung 1.4: Die Prostanoidsynthese über den Cyclooxygenase-Weg 
 

Die darauffolgende Umwandlung in die fünf primären Prostanoide Prostaglandin E2 (PGE2), 

Prostaglandin F2α (PGF2α), Prostaglandin D2 (PGD2), Prostacyclin (PGI2) und Thromboxan 

(TXA2) erfolgt durch die jeweiligen Synthasen (20).  

Prostanoide wirken lokal über spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vom 

Rhodopsintyp mit sieben transmembranen Domänen (94, 95, 129), die entsprechend ihrer 
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Sensitivität gegenüber den verschiedenen Prostanoiden benannt sind. Man bezeichnet sie als 

EP-, FP-, DP-, IP- und TP-Rezeptoren (Abbildung 1.5) (97, 127). Der PGE2-sensitive EP-

Rezeptor wird weiterhin in vier Subtypen, den EP1-, EP2-, EP3- und den EP4-Rezeptor, 

unterteilt (9). Diese konnten in verschiedenen Spezies nachgewiesen werden, so unter 

anderem beim Hamster (68), der Ratte (4), der Maus (127) und dem Menschen (95). Die 

verschiedenen Rezeptortypen signalisieren über unterschiedliche Signaltransduktionswege 

(Abbildung 1.5), auf die im folgenden Kapitel genauer eingegangen wird. 

 

 

 
 

Abbildung 1.5: Prostanoide, Rezeptoren und jeweilige Signaltransduktionswege 
 

 

Prostaglandine werden in fast allen Geweben und Organen (Ausnahme: z.B. Erythrozyten) 

gebildet und besitzen ein umfangreiches Wirkungsspektrum. Sie sind sehr kurzlebig und 

werden im Körper rasch zu inaktiven Metaboliten abgebaut, deshalb ergibt sich eine meist 

lokal auf den Bildungsort beschränkte Wirkung (93). Prostaglandine haben unter 

physiologischen Bedingungen eine Halbwertszeit von einigen Sekunden bis zu wenigen 

Minuten (93). Sie werden vor allem in der Lunge, den Nieren und der Milz über die 15-

Hydroxy-Prostaglandindehydrogenase und in Fettgewebe, Leber und Dünndarm über die 

Prostaglandin-∆13-Reduktase abgebaut. Anschließend erfolgt eine Deaktivierung über 

Enzyme des Fettstoffwechsels. PGE2 wird im Körper sehr schnell abgebaut und ist nach nur 

einer einzigen Lungenpassage nicht mehr nachweisbar.  
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Da die Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2 verschiedenartige Funktionen erfüllen und zum 

Teil unterschiedliche Expressionsorte aufweisen können, unterscheiden sich auch die 

Wirkungsweisen der synthetisierten Prostanoide. COX-1 wird in den meisten Organen und 

Geweben konstitutiv exprimiert und gilt als sogenanntes Haushaltsenzym (101, 133). Die 

über die COX-1 produzierten Prostanoide spielen eine wichtige Rolle in der Regulation 

verschiedenster physiologischer Prozesse und wirken unter anderem auf die Thrombozyten, 

das Gefäßendothel und schützend auf die Magenschleimhaut. In der Säugetierniere, z.B. bei 

Maus und Ratte, konnte eine Expression der COX-1 in den renalen Gefäßen, den Glomeruli 

und besonders in den Sammelrohren nachgewiesen werden (41, 123, 142). COX-2 ist unter 

normalen physiologischen Bedingungen nur in sehr geringen Mengen oder gar nicht 

detektierbar, kann aber durch verschiedene Stimuli, wie Wachstumsfaktoren, Verletzungen 

oder Stress induziert werden (72). Ihr kommt eine große Bedeutung in der Entstehung von 

Entzündungsprozessen und in der Fieber- und Schmerzentwicklung zu (89, 101, 133). Aber 

auch für die Nierenentwicklung spielt die COX-2 eine wichtige Rolle (22, 88). 

Die Bedeutung der Cyclooxygenasen für die Nierenregulation ist nicht vollständig geklärt, 

bekannt ist aber, dass sie wichtige Funktionen für die Aufrechterhaltung des Gefäßtonus und 

der Salz- und Wasserhomöostase erfüllen (41). Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, 

dass COX-2 im Bereich der Macula densa des juxtaglomerulären Apparates unter anderem 

bei Maus und Ratte exprimiert wird (38, 40, 140). Bei der Ratte wurde COX-2 mRNA auch 

im Bereich des dicken aszendierenden Schenkels der Henle´schen Schleife und in geringen 

Konzentrationen im Sammelrohr detektiert (40, 142). Beim Menschen konnte bis jetzt noch 

keine Expression der COX-2 im Bereich der Macula densa unter normalen physiologischen 

Bedingungen nachgewiesen werden (72). Die Zellen der Macula densa nehmen im 

frühdistalen Tubulus Veränderungen der Chloridkonzentration des Tubuluslumen wahr und 

sind in der Folge an der Steuerung des Gefäßtonus der afferenten Arteriole, der glomerulären 

Durchblutung und der Regulation der Reninauschüttung beteiligt (40). Die Induzierung der 

COX-2 Expression wird als wichtige Vorraussetzung für die Stimulation der Reninfreisetzung 

angesehen (40), so hatte eine Hemmung der COX-2 bei der Ratte eine Verminderung der 

Reninproduktion zur Folge (135). Unterschiedliche Studien konnten den Nachweis erbringen, 

dass die Gabe einer Niedrigsalzdiät (41, 57, 140, 142) und die Behandlung mit dem 

Schleifendiuretikum Furosemid (41, 63, 84) eine Expression der COX-2 in den Zellen der 

Macula densa induzieren kann und eine Freisetzung von Renin die Folge ist. An 

Biopsieproben von aBS/HPS-Patienten konnte eine COX-2 Protein und mRNA-Expression 
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im Bereich der Macula densa belegt werden (73). Bei gesunden Probanden war eine solche 

Expression nicht nachweisbar. 

 

Die guten Therapieerfolge durch die Behandlung mit nichtselektiven COX-Inhibitoren, wie 

Indomethacin, bestätigen die Schlüsselfunktion der Cyclooxygenasen bei der Pathogenese des 

aBS/HPS. Bei dieser Erkrankung muss der COX-2, neben den regulatorischen Funktionen zur 

Kompensation der Elektrolytverluste durch die Freisetzung von Renin, eine zusätzliche Rolle 

bei der Pathogenese der schweren Symptomatik zukommen. Untersuchungen bei denen 

aBS/HPS-Patienten mit COX-2 selektiven Inhibitoren, wie Nimesulid oder Rofecoxib 

behandelt wurden, zeigten, dass eine der Behandlung mit nichtselektiven COX-Inhibitoren 

vergleichbare klinische Wirkung erzielt werden konnte (98, 104). Die erhöhten Prostaglandin- 

und Reninwerte normalisierten sich weitgehend und die hohen Salz- und Wasserverluste 

konnten um nahezu 50% gesenkt werden (98, 99). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass die 

COX-2, nicht aber die COX-1, eine wichtige pathogenetische Rolle beim aBS/HPS spielt.  

 

1.5 Prostaglandin E2 (PGE2) und die EP-Rezeptoren: Renale 
Bedeutung 

 

 
Formel 1.2 Strukturformel von Prostaglandin E2 (PGE2) 
 

 

PGE2 ist aufgrund seiner Interaktion mit den vier verschieden EP-Rezeptoren an einer 

Vielzahl physiologischer Prozesse in verschiedenen Organsystemen beteiligt (Formel 1.2). 

PGE2 ist wichtiger Modulator des Gefäßtonus und erfüllt regulatorische Aufgaben z.B. im 

Gastrointestinaltrakt und bei der Reproduktion (127, 131). Außerdem ist PGE2 ein wichtiger 

Entzündungs- und Schmerzmediator (127). Die zuvor beschriebenen EP-Rezeptoren können, 

aufgrund ihrer Wirkung auf die glatte Gefäßmuskulatur, in drei Gruppen eingeteilt werden. 

Die relaxierenden EP2- und EP4-Rezeptoren können eine Relaxation der glatten 
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Gefäßmuskulatur verursachen. Wohingegen der kontraktile EP1-Rezeptor eine Kontraktion 

der glatten Gefäßmuskulatur induziert und der inhibitorische EP3-Rezeptor eine Relaxation 

der glatten Gefäßmuskulatur inhibiert (10).  

 

Dementsprechend verfügen die Rezeptoren über verschiedene Signaltransduktionswege 

(Abbildung 1.5) (16, 96, 129). Die EP2- und EP4-Rezeptoren stimulieren die Freisetzung von 

zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), der EP3-Rezeptor signalisiert über eine 

Inhibition der cAMP-Bildung und der EP1-Rezeptor erhöht die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration. 

Die genaue Bedeutung der EP-Rezeptoren für die Nierenfunktion ist nicht vollständig geklärt. 

Fest steht aber, dass sie wichtige regulatorische Aufgaben zur Aufrechterhaltung der renalen 

Homöostase und der Salz- und Wasserreabsorption erfüllen. PGE2 wird in der Niere in hohen 

Konzentrationen entlang des Nephrons synthetisiert (6).  

Eine Expression der verschiedenen EP-Rezeptoren findet sich entlang des gesamten Nephrons 

(15), wobei sich die Mehrzahl der Studien alleinig auf die Expression der mRNA 

konzentrieren. Eine Expression der EP1-Rezeptor mRNA konnte hauptsächlich im 

Sammelrohr festgestellt werden (9-11, 126, 127). Verschiedene Studien zeigen, dass eine 

Aktivierung des EP1-Rezeptors die Natrium- und Wasserreabsorption im Sammelrohr 

antagonisiert (35, 45, 46). Diese Beobachtung deutet auf einen Zusammenhang des 

natriuretischen und diuretischen Effektes von PGE2  mit der Aktivierung des EP1-Rezeptors 

hin (9). EP3-Rezeptor mRNA wird im dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen 

Schleife und im Sammelrohr exprimiert (10, 12, 14, 126). Hier erfüllt der EP3-Rezeptor 

vermutlich eine antagonistische Wirkung in Bezug auf die Vasopressin-stimulierte Salz- und 

Wasserreabsorption, durch eine Inhibition der cAMP-Bildung (9, 125). Vasopressin (= ADH, 

anti-diuretisches Hormon) ist ein Hormon, das im Hypophysenhinterlappen als Antwort auf 

eine Osmolalitätssteigerung des Extrazellulärraumes freigesetzt wird. Vasopressin gelangt 

über den Blutweg zur Niere und stimuliert die Synthese des AQP-2-Kanals (Aquaporin-2-

Kanal) und dessen Einbau in die apikale Membran des Sammelrohres, mit nachfolgender 

Erhöhung der Wasserrückresorption (8, 78). Die renale Expression des EP2-Rezeptors ist 

nicht eindeutig geklärt. Es konnten nur geringe Mengen EP2-Rezeptor mRNA innerhalb der 

Niere nachgewiesen werden (11). EP2-Rezeptorknockout-Mäuse zeigten jedoch als Reaktion 

auf die Gabe einer Hochsalzdiät eine salzsensitive Hypertension (65). Aufgrund dessen wird 

vermutet, dass der EP2-Rezeptor eine Rolle in der renalen Salzausscheidung spielt (11), 

indem er die Exkretion von Natrium erleichtert (10). Aufgrund seiner vasodilatorischen 



Einleitung 

 

15

Wirkung und seines Einflusses auf den Salzhaushalt könnte der EP2-Rezeptor 

möglicherweise eine Rolle bei der Regulation des renalen Blutflusses spielen (11). Eine 

Expression der EP4-Rezeptor mRNA konnte hauptsächlich in den Glomeruli verschiedener 

Spezies nachgewiesen werden (9, 10, 60, 93), aber auch im distalen Tubulus und frühen 

Sammelrohr der Ratte konnte eine Expression detektiert werden (10). Es wird angenommen, 

dass der EP4-Rezeptor regulatorische Funktionen in Bezug auf den renalen Blutfluss erfüllt 

und stimulierende Eigenschaften auf die Freisetzung von Aldosteron hat (21). Die 

hauptsächliche Expression innerhalb des Glomerulus unterstützt die Vermutung, dass der 

EP4-Rezeptor wichtige regulatorische Funktionen in Bezug auf die Reninfreisetzung erfüllt 

(9-11, 60). Außerdem wird eine unterstützende Wirkung der durch cAMP-Erhöhung 

stimulierten Salz- und Wasserresorption entlang des Nephrons vermutet (15). 

Eine besondere Bedeutung scheint den EP-Rezeptoren bei der Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) zuzukommen. Das proteolytische Enzym Renin 

wird in speziellen Zellen der Macula densa als Antwort auf eine Durchblutungsminderung der 

Niere oder einer Abnahme der luminalen Chloridkonzentration sezerniert (111). Renin spaltet 

von dem in der Leber gebildetem Reninsubstrat Angiotensinogen das Dekapeptid 

Angiotensin Ι ab. Aus Angiotensin Ι wird über das „angiotensin converting enzyme“ (ACE) 

Angiotensin ΙΙ gebildet. Angiotensin ΙΙ besitzt eine starke vasokonstriktorische Wirkung. Es 

steigert das Durstgefühl, fördert die Bildung von Vasopressin und sorgt für eine vermehrte 

Freisetzung von Aldosteron. Aldosteron ist für eine gesteigerte Natrium- und Wasserretention 

verantwortlich und führt zu einer Normalisierung des Blutdruckes. Renin setzt also einen 

komplexen Regelmechanismus in Gang, der für die Aufrechterhaltung der körperlichen und 

renalen Homöostase unerlässlich ist.  

Ein Nachweis der Beteiligung von Prostaglandinen an der Reninregulation konnte durch 

verschiedene Untersuchungen erbracht werden. Nach Salzrestriktion oder einer Inhibition des 

ACE konnte bei verschiedenen Spezies eine Erhöhung der Reninkonzentrationen beobachtet 

werden, gleichzeitig stieg auch die COX-2 Expression an (41). Nach einer Hemmung der 

COX-2 wurden signifikant verminderte Reninspiegel beobachtet (39, 135). Beim Menschen 

konnte nach intrarenaler Infusion von Arachidonsäure eine Stimulierung der Reninsekretion 

und nach Hemmung der COX durch Indomethacingabe eine Suppression der Reninaktivität 

beobachtet werden (29, 30). Beim Hund hatte eine intrarenale Infusion von PGE2 eine erhöhte 

Sekretion von Renin zur Folge (52). Ebenfalls beim Hund konnte gezeigt werden, dass PGE2 

und PGI2 eine Freisetzung von Renin in der Niere stimulieren (31). Der die Reninfreisetzung 

stimulierende Effekt von PGE2 und PGI2 wurde auch an der isolierten perfundierten 
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Rattenniere beobachtet (36). Bei der Maus konnte nach der Zugabe von PGE2 und PGI2 zu 

isolierten Zellen aus dem Bereich des juxtaglomerulären Apparates ebenfalls eine vermehrte 

Bildung von Renin und eine erhöhte Renin mRNA-Expression festgestellt werden (59). Diese 

Beobachtungen deuteten darauf hin, dass PGE2 über die EP-Rezeptoren und auch PGI2 über 

den IP-Rezeptor an der Reninregulation beteiligt sind. Eine Expression der IP-Rezeptor 

mRNA konnte innerhalb der Niere im Bereich der afferenten Arteriole des Glomerulus 

nachgewiesen werden (127). Der IP-Rezeptor signalisiert primär über eine Erhöhung der 

intrazellulären cAMP-Konzentration. Daneben wurde aber auch eine Signalweiterleitung über 

IP3 (Inositol-1,4,5-Triphosphat) durch Aktivierung der Phospholipase C an der Zellmembran 

nachgewiesen, deren funktionelle Bedeutung jedoch noch unklar ist (92, 95).  

Es konnte bis jetzt noch nicht eindeutig geklärt werden, welcher der EP-Rezeptoren für die 

Ausschüttung von Renin verantwortlich ist. Bekannt ist, dass eine Stimulation von cAMP eine 

Freisetzung von Renin bewirkt, während eine Zunahme der intrazellulären 

Kalziumkonzentration die Reninfreisetzung inhibiert (113). Da beide ´second messenger` an 

der Regulation beteiligt sind, kann man vermuten, dass der EP2-, der EP4- und auch der IP-

Rezeptor über eine Aktivierung von cAMP, eine stimulierende Wirkung auf die 

Reninfreisetzung haben. Wohingegen der EP1- und der EP3-Rezeptor einen inhibitorischen 

Einfluss nehmen könnten.  

 

1.6 Struktur und Wirkungsweise von Furosemid 

 

Diuretika sind Substanzen, die zu einer vermehrten Salz- und Wasserausscheidung führen. Sie 

werden aufgrund ihres Wirkungsortes in verschiedene Gruppen eingeteilt. Furosemid zählt 

zur Gruppe der Schleifendiuretika (Formel 1.3), da es den Na+-K+-2Cl--Kotransporter 

(NKCC2) im dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife hemmt (Abbildung 

1.6). Die Wirkungsweise des Furosemids tritt vermutlich durch Anlagerung an die 

Chloridbindungsstelle des NKCC2-Kotransporters ein, so das eine für die Funktion wichtige 

Konformationsänderung des Carriers verhindert wird. 
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Formel 1.3: Strukturformel des Furosemids 
 

 

Um seine inhibitorische Wirkung entfalten zu können ist eine hohe Wirkstoffkonzentration im 

Tubuluslumen notwendig (10-20mal höher als die Plasmakonzentration). Diese Konzentration 

wird zum einen durch tubuläre Sekretion erreicht, zum anderen erfolgt eine Ankonzentrierung 

durch Flüssigkeitsreabsorption im Tubuluslumen. Die Wirkung der Schleifendiuretika setzt 

zwar außerordentlich schnell ein, ein diuretischer Effekt kann schon nach 30-60 Minuten 

beobachtet werden, lässt aber nach etwa 6 Stunden wieder nach. Bei wiederholter Behandlung 

mit hohen Dosen und entsprechender Flüssigkeits- und Elektrolytzufuhr über Infusionen 

können beim Menschen Harnmengen von 35-45 Liter innerhalb von 24 Stunden erreicht 

werden. Dieser starke Effekt kann bei akutem Nierenversagen oder chronischer 

Niereninsuffizienz nützlich sein.  

Durch die Gabe eines Schleifendiuretikums wird die Natriumausscheidung von etwa 3% auf 

bis zu 25% gesteigert. Durch die starke Natriurese kommt es sekundär zu großen 

Wasserverlusten. 

In der Folge wird auch die renale Kalzium-, Magnesium- und Kaliumausscheidung stark 

erhöht. Beim Menschen ist eine Applikation von Furosemid mit einer gesteigerten Produktion 

von PGE2 und einer erhöhten Expression der COX-2 verbunden (73). Neben der erhöhten 

PGE2-Synthese konnte auch eine gesteigerte Plasma-Reninaktivität, eine erhöhte 

Aldosteronsynthese und zum Teil auftretende Hypokaliämien beobachtet werden (82).  
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Abbildung 1.6: Hemmung des NKCC2-Transporters durch Furosemid im dicken aszendierenden 
Schenkel der Henle´schen Schleife 

 

 

1.7 Furosemid im Tiermodell 
 

Furosemid hemmt als Schleifendiuretikum den Na+-K+-2Cl--Kotransporter (NKCC2) im 

dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife. Es wurde bereits darauf 

hingewiesen, dass dieser einer der Transporter ist, die beim aBS/HPS einen Defekt aufweisen 

können. Aufgrund dieser Übereinstimmung wird das aBS/HPS auch als FSLT (Furosemide-

like salt-losing tubulopathy) bezeichnet. Der NKCC2-Kotransporter wird auch im dicken 

aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife von Mäusen exprimiert (90). Furosemid 

kann im Tierversuch über einen längeren Zeitraum, im Trinkwasser gelöst, appliziert werden.  

Bei Ratten und Mäusen zeigte sich, dass eine länger andauernde Behandlung mit Furosemid, 

eine gute Möglichkeit bietet die klinische Symptomatik des aBS/HPS nachzustellen (17, 100, 

128), es kommt zu starken Elektrolyt- und Wasserverlusten, gesteigerter Reninaktivität und 

stark erhöhter Prostaglandinsynthese (Tabelle 1.2).  

Bei noch in der Entwicklung befindlichen Ratten führte eine Furosemidbehandlung zu 

Wachstumsretardierung, Nephrokalzinose und Hypokaliämie (34). Diesen Effekten konnte 

durch zusätzliche Elektrolytsupplementation entgegengewirkt werden (25, 34). Im 

Rattenversuch konnte gezeigt werden, dass nach sechstägiger Furosemidgabe ein Anstieg der 

Plasmareninaktivität um das fünffache und der kortikalen Renin mRNA-Expression um das 

dreifache zu beobachten war (84). Darauffolgend stieg auch die Expression der COX-2 im 

Bereich der Macula densa um das dreifache an (84). Die nach erhöhten Elektrolytverlusten 
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gesteigerte Expression der COX-2, ist also offenbar Auslöser für die nachfolgende 

Reninsekretion. Stark erhöhte Prostaglandinspiegel gelten, wie zuvor beschrieben, als 

Auslöser für die gesteigerte Diurese und Salurese beim aBS/HPS. Bei Ratten konnte die, 

durch Furosemidgabe ausgelöste, erhöhte Diurese und Salurese durch Gabe eines COX-2 

Inhibitors abgeschwächt werden (62). Ebenso wurde die Stimulierung der Reninsekretion 

inhibiert. 

 

Symptomatik aBS/HPS Patient Furosemid 
im Mausmodell 

erhöhte Salzverluste + + 

hyperaktives RAAS + + 

Hyperreninämie + + 

Nephrokalzinose + + 

massive Polyurie + + 

Wachstumsstörungen + + 
stark erhöhte 

Prostaglandinsynthese + + 
 

Tabelle 1.2: Symptomatik des aBS/HPS im Vergleich zur Furosemidbehandlung im Mausmodell  
 

Die Generierung einer Mausmutante mit einem Defekt im Na+-K+-2Cl--Kotransporter 

(NKCC2) ist zwar gelungen, jedoch zeigte sich, dass die Mortalität bei dieser Mutation in den 

ersten drei Wochen 100% beträgt (128). Man beobachtet eine dem aBS/HPS und der 

längerfristigen Furosemidbehandlung vergleichbare Symptomatik. NKCC2-Knockout-Mäuse 

wiesen schon am ersten Tag nach der Geburt starke Flüssigkeitsverluste auf (Hämatokrit 

51%). Bis zum 7. Lebenstag zeigten sich erhebliche Entwicklungsstörungen, Wachstums-

retardierung und starke Dehydrierung (Abbildung 1.7). Außerdem konnten Nieren-

insuffizienz, Hydronephrose und hohe Plasma-Reninspiegel beobachtet werden. Keine der 

NKCC2-Knockout-Mutanten überlebte bis zur Entwöhnung. Nur eine sofortige postpartale 

Indomethacinbehandlung führte zu einer Überlebensrate von 10% nach drei Wochen. Die 
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überlebenden Tiere wiesen aber weiterhin ein schweres Krankheitsbild mit ausgeprägter 

Polyurie (10ml/Tag) und extremer Hydronephrose auf. Um die Pathogenese des aBS/HPS zu 

untersuchen, zeichnet sich daher die längerfristige Furosemidbehandlung als besser 

geeignetes Modell ab.  

 

 

 
 

Abbildung 1.7 Abbildung einer NKCC2-Wildtyp (links) und einer NKCC2-Knockout-Maus (rechts) 
aus dem gleichen Wurf im Alter von sieben Tagen [aus Takahashi N, 2000] 

 

 

1.8  Einfluss von Niedrigsalz- und Hochsalzdiät auf die renale 
Salzregulation 

 
Um die Bedeutung der Prostanoide in der Regulation der Elektrolytreabsorption bei 

Veränderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche mit Niedrigsalz- bzw. 

Hochsalzdiät durchgeführt. Untersuchungen an der Rattenniere haben gezeigt, dass COX-2 im 

Bereich der Macula densa und im Bereich des dicken aszendierenden Schenkels der 

Henle´schen Schleife exprimiert wird (39). Durch die Gabe einer salzarmen Diät kann die 

COX-2 Expression in der Region der Macula densa um das dreifache gesteigert werden (41, 

142). Im Gegensatz hierzu bewirkte im Rattenversuch weder die Gabe einer Niedrigsalz- noch 

einer Hochsalzdiät Veränderungen in der renalen COX-1 Expression (142). Diese 

Beobachtung deutet darauf hin, dass der COX-2 und der ihr assoziierten Prostanoide eine 

wichtige Rolle in der Salzregulation zukommt. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, 

dass COX-2 in der Säugetierniere im Bereich der Macula densa exprimiert wird und die 
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COX-2 Expression durch die Gabe eine Niedrigsalzdiät gesteigert werden kann (111, 142). In 

isolierten Zellen aus dem Bereich der Macula densa der Maus konnte durch eine reduzierte 

Na+-Cl--Konzentration eine gesteigerte Expression der COX-2 und eine Stimulation der 

PGE2-Synthese hervorgerufen werden (141). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Gabe 

von nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs), wie Indomethacin, den Plasma-Reninspiegel 

senken und damit ebenfalls auf einen Zusammenhang der COX-2 Expression mit der 

Stimulation der Reninfreisetzung hindeuten (108). Bei der Ratte konnte die erhöhte 

Reninsekretion nach Gabe einer Niedrigsalzdiät durch die Applikation eines COX-2 

Inhibitors gehemmt werden (42). Eine Gabe des selektiven COX-2 Inhibitors SC58236 senkte 

den Plasma-Reninspiegel und die Reninexpression bei der Ratte (135). Verschiedene Studien 

deuten daraufhin, dass PGE2 und PGI2 eine Schlüsselfunktion bei der Ausschüttung von 

Renin besitzen. In isolierten Zellen aus dem Bereich des juxtaglomerulären Apparates der 

Maus steigerte die Zugabe von PGE2 und PGI2, vermittelt über eine intrazelluläre cAMP-

Erhöhung, die Reninauschüttung sowie die Renin mRNA-Expression (59). In isolierten 

juxtaglomerulären Zellen der Rattenniere konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine 

Aktivierung des EP2- und EP4-Rezeptors zu einer cAMP-abhängigen Hyperpolarisation und 

nachfolgender Reninfreisetzung führte (28). Auch die hauptsächliche Expression des EP4-

Rezeptors innerhalb des Glomerulus unterstützt die Vermutung, dass dieser Rezeptortyp eine 

wichtige Rolle in der renalen Reninfreisetzung spielt (9-11, 60). Eine Stimulierung isolierter, 

perfundierter Nieren von Prostaglandinrezeptorknockout-Tieren mit PGE2 deutete ebenfalls 

auf eine wichtige Funktion des EP2- und EP4-Rezeptors in der Regulation der 

Reninfreisetzung hin, da die Reninaktivität in isolierten Nieren von EP2- und EP4-

Rezeptorknockout-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp stark abgesenkt war (112). Die EP-

Rezeptoren und der IP-Rezeptor scheinen also eine wichtige Rolle in der renalen 

Reninfreisetzung zu spielen. Zu klären bleibt, welcher genaue Einfluss, ob stimulierend oder 

hemmend, den einzelnen Rezeptoren bei der Reninregulation zukommt. Die Zusammenhänge 

dieses komplexen Mechanismus können durch die Gabe von Niedrig- und Hochsalzdiäten 

und eine nachfolgende Betrachtung der Reninfreisetzung und Prostaglandinsynthese genauer 

untersucht werden.  
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1.9  Zielsetzung 
 

Das aBS/HPS tritt mit einer Inzidenz von ungefähr 1:50.000 auf (118). Das schwerwiegende 

Krankheitsbild äußert sich bereits pränatal und Neugeborene haben ohne eine schnelle 

Behandlung, aufgrund der starken Wasser- und Elektrolytverluste keine Überlebenschance. 

Prostaglandine scheinen eine wichtige pathogenetische Rolle zu spielen. Ziel der Arbeit ist es, 

die zugrunde liegenden Regelmechanismen der Salzregulation der Niere über das RAAS und 

die Rolle der Prostaglandinrezeptoren in diesem komplexen System besser zu verstehen. Eine 

gezieltere Therapiemöglichkeit, aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen nichtselektiver COX-

Hemmer, wäre für die Patienten und den Krankheitsverlauf von Vorteil. Gerade im Hinblick 

auf schwere Nebenwirkungen, z.B. mögliche Niereninsuffizienz bei Neugeborenen unter 

Indomethacingabe, wären bessere Therapiemöglichkeiten wünschenswert. Eine wichtige 

Fragestellung ist, welche Prostaglandinrezeptoren an der massiven Steigerung der Diurese 

und Salurese beteiligt sind, da eine Gabe von COX-2 Inhibitoren diese um bis zu 50% senken 

kann. Wäre bekannt welcher Rezeptortyp für die Entgleisung der Diurese bzw. Salurese 

verantwortlich ist, so könnte man eine gezieltere Therapie durch selektive Hemmung von 

Rezeptoren ermöglichen. Die Kenntnis der Funktionen der Prostanoide und ihrer Rezeptoren 

bei der Salzregulation und deren Bedeutung in der Entstehung der Pathogenese des aBS/HPS 

könnte eine gezieltere Therapie ermöglichen. Um dieser Fragestellung nachzugehen wurden 

Versuche unter langfristiger Furosemidgabe und unter diätischen Veränderungen am 

Mausmodell durchgeführt. Die Generierung von Prostaglandinrezeptorknockout-Mäusen 

durch die Arbeitsgruppe Prof. Narumiya an der Universität von Kyoto/Japan, ermöglichte es 

die Wirkung von Furosemid und den unterschiedlichen Diäten an verschiedenen 

Mausmutanten zu untersuchen. Hierzu standen EP1-, EP2-, EP3-, EP4- und IP-Rezeptor-

knockout-Mäuse aus eigener Nachzucht zur Verfügung. Außerdem gelang unserer 

Arbeitsgruppe die Zucht von Doppelknockout-Mäusen bei denen der EP1- und der EP3-

Rezeptor ausgeschaltet waren. Diese Mausmutanten ermöglichten die Wirkungskaskade der 

Prostanoide, unter Furosemid- oder Diätengabe, genauer zu untersuchen und die Rolle der 

Rezeptoren im Salzhaushalt der Niere, auch im Hinblick auf gezieltere Therapiemöglichkeiten 

bei angeborenen Tubulopathien, besser zu verstehen.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

2.1.1 Materialien und Substanzen 
 
100 Base-Pair-Ladder Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire (GB) 

96-well-Mikrotiterplatte, unbeschichtet Greiner, Frickenhausen 

Agarose (Seakem LE) Cambrex Biosciences, Rockland 

M.E. (USA) 

 

Arg8-Vasopressin-EIA-Kit  R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt 

Bromphenol blue Roth, Karlsruhe 

dNTP (10mM) Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire (GB) 

EDTA 0,5M (pH8) Sigma, Steinheim 

Eisessig Merck, Darmstadt 

Ethanol (absolut) Riedel-de Haen, Seelze 

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 

Forene (Isofloran) Abbott GmbH, Wiesbaden 

Furosemid Sigma, Aachen 

H2O (RNAse frei) Ambion, Huntingdon, 

Cambridgeshire (UK) 
14C-Inulin  NeN, Boston (USA) 

Isopropanol (2-Propanol) Merck, Darmstadt 

Ketavet (Ketaminhydrochlorid) Pharmacia GmbH, Erlangen 

Kreatinin-Kit Randox Lab. Ltd., Ardmore U.K. 

Microtube EDTA-Probengefäß 1,3ml Sarstedt, Nürnbrecht 

Microtube Lithium-Heparin-Probengefäß 1,3ml Sarstedt, Nürnbrecht 
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MQ-H2O Reinstwasser, entnommen der 

institutseigenen Reinstwasser-

anlage (Milli Q) 

Omnican 50 (0,3x8mm) Braun B.Petzhold GmbH, 

Melsungen 

Omnifix 40 Duo (Herzpunktion) Braun B.Petzhold GmbH, 

Melsungen 

ONO-AE3-208 (EP4-Rezeptorantagonist) ONO Pharmaceuticals, Japan 

PCR-Puffer (10x) Sigma, Steinheim 

Pentobarbital Sigma, Deisenhofen 

PGE2-EIA-Kit Amershan Biosciences, Freiburg 

Proteinase K  Sigma, Steinheim 

Rompun (Xylazinhydrochlorid) Bayer Vital GmbH, Leverkusen 

Silikonspray Rüsch, Sulzbach 

Spektrometer Spektro MAX 340 MWG BIOTECH , Ebersberg 

Sucrose (w/v) Sigma, Steinheim 

Taq DNA Polymerase (5U/µl) Sigma, Steinheim 

TRIS Base Roth, Karlsruhe 

Xylencyanol Sigma, Steinheim 

 

2.1.2 Tiere und Spezialdiäten 
 

C57/Bl6 Mäuse Charles River Lab. Inc., 

Wilmington, MA (USA) 

EP- und IP- Rezeptorknockout-Mäuse ursprüngliche Zucht von Prof. 

Narumiya, Universität Kyoto, 

(Japan) 

EP1/3-Rezeptordoppelknockout-Mäuse eigene Zucht 

Standard Haltungsfutter 1320 (Ratte/Maus) Altromin, Lage 

Niedrigsalzdiät C1036 (0,02% NaCl) Altromin, Lage 

Hochsalzdiät C1000 (8% NaCl) Altromin, Lage 
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2.1.3 Geräte 
 

Astrup ABL 700 series Radiometer Copenhagen 

beheizbarer Magnetrührer Heidolph, Schwabach  

Biofuge 13 Heraeus Instruments, Osterode 

Cardiomax 3 Columbus Instruments (USA) 

Counter 2000CA Tri-CARB United Technologies Packard, 

  USA 

Elektrolytautomat EFOX5053 Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop Lumina Chiu Technical Cooperation  

  (USA) 

Milli Q-Anlage Millipore, Billerica (USA) 

Multitemp 3 Amersham Pharmacia Biotec (UK) 

Perfusor secura Braun, Melsungen 

Spektrometer Spektro MAX 340 MWG Biotech, Ebersberg 

Thermocycler: T-Gradient Thermoblock Biometra, Göttingen 

Waage Kern, Balingen 

Zeitschaltuhr Eltimo Theben AG, Haigerloch 
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2.2 Methoden 
 

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 
 

C57/Bl6 Wildtyp-Mäuse (WT) wurden von Charles River (Charles River Lab. Inc.) bezogen. 

Die für die Versuche verwendeten EP1-, EP2-, EP3-, EP4- und IP-Rezeptorknockout-Mäuse 

(EP1-/--, EP2-/--, EP3-/--, EP4-/-- und IP-/--Mäuse) entstammten der institutseigenen Zucht. 

Ursprünglich wurden diese Linien von Prof. Narumiya an der Universität von Kyoto/Japan 

generiert und zur weiteren Zucht zur Verfügung gestellt (49, 114, 130, 131, 143). 

Phänotypisch sind keine Unterschiede im Vergleich zu Kontrolltieren zu beobachten. 

Doppelknockout-Mäuse bei denen der EP1- und der EP3-Rezeptor ausgeschaltet waren 

(EP1/3-Doppelknockout-Mäuse = EP1/3-/--Mäuse) wurde durch entsprechende Kreuzungen 

erzeugt (Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2). Die Aufzucht und Haltung erfolgte unter kontrollierten 

Bedingungen, mit einem Licht-Dunkel-Zyklus von 12 Stunden Licht und 12 Stunden 

Dunkelheit und einer Umgebungstemperatur von 21 ± 1°C. Jungtiere wurden nach 21 Tagen 

entwöhnt. Die Tiere erhielten Standardfutter (Altromin 1320 Standard Haltungsfutter 

Ratte/Maus) mit einem NaCl-Gehalt von 0,9% und Wasser ad libitum. Die Genotypisierung 

der Mäuse erfolgte routinegemäß durch PCR-Analyse. Für die Versuche wurden 

ausschließlich adulte weibliche Tiere im Alter von acht bis zwölf Wochen und 

Körpergewichten von ca. 20-23g ausgewählt. Es wurden nur weibliche Tiere verwendet, da 

die PGE2-Konzentrationen im Urin bei männlichen Versuchstieren verfälscht sein können. 

 

2.2.2 Zucht und Genotypisierung 
 

Die EP1-, EP3-, EP4- und IP-Knockoutlinien wurden homozygot gezüchtet. Da PGE2 über 

den EP2-Rezeptor die Wehentätigkeit induziert, haben EP2-/--Tiere, infolge mangelnder 

Wehentätigkeit, oftmals Geburtsschwierigkeiten. Zur Züchtung der EP2-/--Mäuse wurden 

daher heterozygote Weibchen mit homozygoten Männchen verpaart. 

Die EP1/3-/--Mutante wurde durch entsprechende Kreuzungen erzeugt. Zu Beginn erfolgte die 

Verpaarung eines EP1-/--Männchens mit einem EP3-/--Weibchen. Beide Knockout-Mäuse 

waren für das Merkmal des jeweils anderen Rezeptortyps homozygot positiv. Die erste 
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Generation bestand also ausschließlich aus Tieren die für das Merkmal des EP1- und des EP3-

Rezeptors heterozygot waren. 

 

EP1 EP3 

+ ─ + ─ 

 

Tabelle 2.1: Schema der zu erwartenden Genotypen in der ersten Generation der Züchtung der 
EP1/3-/--Mäuse 

 

Die Tiere der ersten Generation wurden untereinander gekreuzt. Durch die Kreuzung der für 

beide Merkmale heterozygoten Tiere erhielt man folgende Genotypen: 

 

EP1 EP3 

─ ─ ─ ─ 

─ ─ + ─ 

+ ─ ─ ─ 

+ ─ + ─ 

+ ─ + + 

+ + + ─ 

+ + + + 

 

Tabelle 2.2: Schema der zu erwartenden Genotypen in der zweiten Generation der Züchtung der 
EP1/3-/--Mäuse 

 

Für die Weiterzucht wurden Tiere ausgewählt, die für das Merkmal des EP1- und des EP3-

Rezeptors homozygot Knockout waren oder, aufgrund der geringen Anzahl von 

Doppelknockout-Mäusen, Tiere die jeweils für einen der Rezeptoren heterozygot und für den 

anderen Rezeptortyp homozygot Knockout waren (grau unterlegt). In der dritten Generation 

waren dann Doppelknockout-Tiere für den EP1- und den EP3-Rezeptor in ausreichender Zahl 

vorhanden. Anschließend wurde ausschließlich mit homozygoten Doppelknockout-Tieren 

weitergezüchtet. Die Tiere zeigten keine Geburtsschwierigkeiten und hatten normale 

Wurfgrößen. Im Alter von 17 Tagen wurden die Tiere mit Ohrmarken markiert und bei zu 

typisierenden Mäusen eine Schwanzbiopsie (3-5mm) entnommen. 
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2.2.3 Isolierung von DNA aus Gewebeproben 
 

Zur Auflösung des Gewebes wurden die Biopsieproben in einem 1,5ml Eppendorf-Cup mit 

0,5ml Tail-Lyse-Puffer und 5µl Proteinase K (10mg/ml) versetzt und mindestens 4h (besser 

über Nacht) bei 55ºC geschüttelt.  

 

 

 Tail-Lyse-Puffer 

 Tris-HCl (100mM) 1,576 g 

 EDTA (5mM) 0,146 g 

 SDS (0,2%) 0,2 g 

 NaCl (200mM) 1,169 g 

 MQ-H2O ad 100 ml 

 

 

 

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Proben 10 Minuten bei 13000U/min zentrifugiert um 

Gewebereste abzutrennen. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Cup überführt, in 

dem bereits 0,5ml Isopropanol/2-Propanol zur Extraktion der DNA vorgelegt waren. Schon 

nach kurzem Mischen konnte das DNA-Pellet sichtbar gemacht werden. Anschließend wurde 

die Probe nochmals für 10-20 Sekunden bei 12000U/min zentrifugiert, so dass sich das DNA-

Pellet an der unteren Innenseite des Eppendorf-Cups festsetzte. Danach wurde der Überstand 

erneut verworfen und das DNA-Pellet mit 0,5ml 70%igem Ethanol gewaschen. Hierbei sollte 

gut gevortext und das Pellet unter Umständen mit der Pipette gelöst werden. Durch erneute 

Zentrifugation für 5 Minuten bei 13000U/min setzte sich das DNA-Pellet wieder am unteren 

äußeren Rand ab. Der Überstand wurde nochmals verworfen und das DNA-Pellet für 

mindestens 10 Minuten an der Luft getrocknet bis das Ethanol verdampft war. Anschließend 

wurde das Pellet in 250µl TE-Puffer gelöst und bei 55°C für 1-2 Stunden geschüttelt. Die 

gewonnene DNA-Lösung konnte bei -20°C bis zur weiteren Untersuchung mittels PCR-

Analyse gelagert werden. 
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 TE-Puffer pH 8 

 Tris pH 8 (1M) 1000 µl 

 EDTA pH 8 (0,5M) 200 µl 

 MQ-H2O ad 100 ml 

 

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

Mit Hilfe der PCR-Technik ist es möglich definierte DNA-Fragmente zu vervielfältigen. Es 

werden zwei spezifische Primer benötigt, die auf den DNA-Einzelsträngen jeweils den Start- 

und den Endpunkt des zu amplifizierenden Bereichs festlegen, außerdem DNA-Polymerase 

(hier Taq-Polymerase) um die festgelegten DNA-Fragmente zu replizieren, Nucleotide 

(dNTPs) die als Bausteine für den zu replizierenden DNA-Bereich dienen und Pufferlösungen 

um ein geeignetes Milieu für die Polymerase zu schaffen.  

 

 

 Reaktionsgemisch (Mastermix) für je 1 Probe: 

 Taq-Puffer 2  µl 

 dNTP (2mM)  2 µl 

 F-Primer (10µM)  1 µl 

 R-Primer (10µM)  1 µl 

 Neo-Primer (10µM)  1 µl 

 H2O (RNAse frei) 10 µl 

 Taq-Polymerase 1 µl 

 

 

Zu Beginn wurden die gefrorenen DNA-Lösungen aufgetaut und je 2µl der zu untersuchenden 

Probe in beschriftete PCR-Cups vorgelegt. Anschließend wurde ein Reaktionsgemisch 

(Mastermix), bestehend aus den oben aufgeführten Substanzen, angesetzt. Der Ansatz des 

Reaktionsgemisches wurde bei einer Probenmenge (n) mit n+1 berechnet. Es ist wichtig alle 

Substanzen (besonders die Taq-Polymerase) kühl zu halten. 
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Primersequenzen 

 

  EP1-Primer   Sequenz 

  F-Primer (vorwärts)   5´-GCG GAG AGT CCG GCT AGA GAA G-3´ 

  R-Primer (rückwärts) 5´-TGA GCC TAG CGG ATG AGG CAG G-3´ 

  Neo-Primer   5´-ATG ACA AGA CGC TGG GCG GGG T-3´ 

 

 

  EP2-Primer   Sequenz 

  F-Primer (vorwärts)   5´-CTG GCC ATT ATG ACC ATC ACC TTC GCC A-3´ 

  R-Primer (rückwärts) 5´-CTG AGC AAC ACC CAT GTT TCT ATC CTG G-3´ 

  Neo-Primer   5´-TGA TAT TGC TGA AGA GCT TGG CGG A-3´ 

 

 

  EP3-Primer   Sequenz 

  F-Primer (vorwärts)   5´-TGC CGA ATA TCA TGG TGG AAA ATG GCC G-3´ 

  R-Primer (rückwärts) 5´-AAA GTG ACT AGC ACC CAG AAT TCC TGC C-3´ 

  Neo-Primer   5´-GAG TCC TCC ACT TTG GTG TAC ACA GTA C-3´ 

 

 

  EP4-Primer   Sequenz 

  F-Primer (vorwärts)   5´-TCT ACT TGC TCC CAG TGG ACA TAC ATG G-3´ 

  R-Primer (rückwärts) 5´- GAA CAG ACT CCT GAA CTG GGT ATG GTT C-3´ 

  Neo-Primer   5´-TGC CGA ATA TCA TGG TGG AAA ATG GCC G-3´ 

 

 

  IP-Primer   Sequenz 

  F-Primer (vorwärts)   5´-GTA TCT TTC AGT ACC TGA GGA-3´ 

  R-Primer (rückwärts) 5´- GAG CAG AAA AAT TCC CAG AGG-3´ 

  Neo-Primer   5´-TGA CCG CTT CCT CGT GCT TTA -3´ 
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Die Zugabe der Taq-Polymerase erfolgte erst kurz bevor die Proben in den Thermocycler 

(T-Gradient Thermoblock) gestellt wurden, um vorzeitige Reaktionen auszuschließen. Im 

Thermocycler lief die aus drei Schritten bestehende Polymerase-Kettenreaktion ab. Im ersten 

Schritt wurden die DNA-Fragmente erhitzt, um eine Denaturierung in Einzelstränge 

herbeizuführen. In der anschließenden Annealing-Phase wurden die Proben abgekühlt und die 

Anlagerung der Primer, an die zu replizierenden Sequenzen setzte ein. In der nun folgenden 

Polymerisationssphase synthetisierte die Taq-Polymerase aus den zugegebenen dNTPs die 

fehlenden komplementären DNA-Stränge neu. Diese Abfolge wurde in 35 Zyklen wiederholt, 

um eine expotentielle Steigerung der DNA-Menge zu erreichen. Zu Beginn jeder PCR war 

eine fünfminütige initiale Denaturierungsphase und am Ende der 35 Zyklen eine fünfminütige 

Polymerisationsphase eingestellt. Nach Beendigung der PCR kühlte das Gerät automatisch 

auf 4°C bis zum Entfernen der Proben.  

 

 

 

 PCR-Programm 

 

 Initiale Denaturierung 94°C 300sec 

 

 Denaturierung 95°C 30sec 

 Annealing 58°C 30sec 

 Polymerisation 72°C 30sec 

 

 Finale Polymerisation 72°C 300sec 
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2.2.5 Gelelektrophorese 
 
 
 
 6xProbenpuffer 

 Bromphenol blue 0,25 % 

 Xylencyanol 0,25 % 

 Sucrose (w/v) 40 % in MQ-H2O 

 

 50xTAE-Puffer 

 TRIS Base (2M) 242 g 

 Eisessig (100%) 57,1 ml 

 EDTA (0,5M, pH 8) 100 ml 

 MQ- H2O ad 1000 ml 

 

 1xTAE-Puffer 

 50xTAE 20 ml 

 MQ- H2O ad 1000 ml 

 

 Agarose-Gel 1,5% 

 Agarose 1,5 g 

 1xTAE-Puffer 100 ml 

 Ethidiumbromid 1 µl 

 

 

 

Zunächst wurde 1,5g Agarose abgewogen und zu 100ml 1xTAE-Puffer zugegeben (1,5%iges 

Gel). Das Gemisch wurde in der Mikrowelle aufgekocht bis es sich vollständig gelöst hatte. 

Anschließend wurde 1µl Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in eine Gelkammer gegossen. 

Danach wurde jeder Probe 4µl 6xProbenpuffer zugesetzt. Nachdem sich das Agarose-Gel 

verfestigt hatte, konnte es in die mit 1xTAE-Puffer gefüllten Kammern der Laufvorrichtung 

gelegt werden. Anschließend wurde jeweils 10µl Probe/Puffergemisch auf das Gel 

aufgetragen. Außerdem wurde pro Gel mindestens eine Tasche mit 7µl Standard (100 Base-

Pair-Ladder) bestückt. Die Gelelektrophorese erfolgte für 30-60min bei 150V, 150mA und 
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30Watt. Anschließend wurde das Gel mit UV-Licht belichtet und fotografiert. Anhand der, 

durch UV-Licht sichtbar gewordenen Banden, konnte der Genotyp abgelesen werden. Die 

Genotypen unterschieden sich durch die Größe der Fragmente und die Anzahl der Banden. 

Heterozygote Tiere zeigten zwei Banden die sich aufgrund ihrer Größe unterschiedlich weit 

im Agarose-Gel auftrennten, während homozygote Tiere nur eine Bande aufwiesen.  

 

 

Größe der DNA-Fragmente 

 

 EP1   1200 bp  Wildtyp 

    2100 bp  Knockout 

 

 EP2   650 bp   Wildtyp 

    470 bp   Knockout 

 

 EP3   450 bp   Wildtyp 

    650 bp   Knockout 

 

 EP4   470 bp   Wildtyp 

    670 bp   Knockout 

 

 IP   1300 bp  Wildtyp 

    900 bp   Knockout 
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2.2.6 Stoffwechselkäfige 
 

Die Stoffwechselkäfige wurden konzipiert, um über 24h den Sammelurin eines 

Versuchstieres erfassen zu können. Sie bestanden aus einem Behältnis mit Gitterboden in dem 

sich das Versuchstier befand. Der unter dem Gitterboden befindliche Teil des 

Stoffwechselkäfigs war trichterförmig, so dass der durch das Gitter hindurch laufende Urin 

am trichterförmigen Unterteil entlang lief und in ein speziell konzipiertes Urin-/Kot-

Trennstück geleitet wurde. Die Urintropfen sammelten sich an der Außenseite des 

Trennstückes und flossen hier über einen Schlauch in die Sammelgefäße (Falcontubes) ab. 

Die Sammelgefäße standen im Wasserbad einer Kühlung. Der durch das Gitter fallende Kot 

fiel mittig durch das Trennstück hindurch und wurde in einem Kotbehälter gesammelt. An 

jedem Trennstück war ein Perfusor (Perfusor secura) angeschlossen, der dieses im Zyklus von 

4 Stunden für 15 Minuten mit je 1ml destillierten Wasser durchspülte (6ml/24h). Hierdurch 

wurde einer Verdunstung am Gefäßrand hängen gebliebener Urintropfen bzw. dem 

Verbleiben von Urinbestandteilen am Trichterrand entgegengewirkt und eine maximale 

Urinausbeute erreicht. Die Spülung wurde für die ermittelten Werte wieder herausgerechnet. 

Unter Furosemidgabe war eine Spülung, aufgrund des hohen Urinaufkommens nicht 

notwendig. Für die Messung der Prostaglandinkonzentration war es erforderlich die 

Urinproben im Laufe der Sammlung kühl zu halten, um einen Zerfall der Prostaglandine zu 

verhindern und auch das Risiko eines Bakterienbefalls zu minimieren. Die Urine wurden 

mittels eines Wasserbades (Multitemp 3) auf 4°C gekühlt. Es erfolgte eine tägliche Reinigung 

der Stoffwechselkäfige. Hierzu wurde das Versuchstier entnommen und Körpergewicht, 

Wasser- und Futterverbrauch notiert. Die Falcontubes zur Urinsammlung wurden gewechselt 

und gewogen, um die Urinmenge zu ermitteln. Käfig, Trennstück, Kotbehälter und Gitter 

konnten voneinander getrennt werden und wurden täglich gründlich gewaschen. Alle zwei 

Tage wurden die Käfige und Gitterböden mit Silikonspray eingesprüht, um das Ablaufen des 

Urins zu erleichtern. Nach dem Waschen wurden die Käfige neu mit Futter-, Wasser-, und 

Urinsammelröhrchen bestückt und das Versuchstier wieder eingesetzt. Die 

Stoffwechselkäfige wurden nach Plänen der AG Heldmaier (Fachbereich Biologie, Philipps-

Universität Marburg) von der Werkstatt des Physiologischen Instituts der Universität Marburg 

nachgebaut. 
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Abbildung 2.1 Darstellung der Stoffwechselkäfige 
 

2.2.7  Basalwertermittlung  
 

Zur Ermittlung der Basalwerte wurden die Versuchstiere für drei Tage in die Stoffwechsel-

käfige gesetzt und täglich Körpergewicht, Futterverbrauch, 24h-Trinkvolumen und 24h-

Urinproduktion notiert. Während dieser Zeit erhielten die Mäuse Futter und Wasser ad 

libitum. Tiere die der Ermittlung der basalen Blutwerte dienten wurden im Anschluss des 

Versuches in einem, mit Forene gefluteten Behältnis kurz betäubt und mit einer Ketamin-

Rompun-Mischung narkotisiert. Hierzu wurden 100mg/kg Ketamin (100mg/ml) und 10mg/kg 

Rompun (2%ig) gemischt (Angaben pro kg Körpergewicht) und dem Versuchtier 

intraperitoneal gespritzt. Bei tiefer Narkose (kein Zehendruckreflex) wurde die Maus auf dem 

Rücken liegend fixiert und median der Bauchraum eröffnet, hierzu erfolgte eine 

Durchtrennung von Haut und Peritoneum. Durch eine weitere Eröffnung des Thorax und 

Durchtrennen des Sternums mit einer Schere wurde das Herz freigelegt. Mit einer Spritze 

wurde der rechte Ventrikel punktiert und das Versuchstier durch kardiale Blutentnahme 

getötet. Beim Punktieren war darauf zu achten nicht zu tief einzustechen, um ein 

Durchstechen der Herzkammer zu vermeiden. Pro Versuchstier konnten ca. 0,5ml Blut 

gewonnen werden. Fünfundneunzig Mikroliter des Blutes wurden in eine mit Heparin 

beschichtete Glaskapillare zur Messung der Elektrolyte gefüllt, das restliche Blut wurde in 

EDTA- und Heparin-Röhrchen aufgeteilt. Zur Plasmagewinnung wurden die Blutproben in 
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einer Zentrifuge bei 3600U/min für zwanzig Minuten abzentrifugiert. Die Nieren wurden 

entnommen und zunächst in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren 

Verarbeitung wurden alle Proben (Plasma, Urin, Nieren) bei -80°C eingefroren.  

 

2.2.8 Furosemidversuche 
 

Nach Basalwertermittlung, erhielten die Tiere Furosemid in einer Konzentration von 1mg/ml 

über das Trinkwasser. Zunächst verblieben die Mäuse für vier Tage in ihren Haltungskäfigen 

mit freiem Zugang zu Furosemidlösung und Futter. Zusätzlich erhielten die Tiere einen 

handelsüblichen Salzstein, um die hohen Salzverluste ausgleichen zu können. Danach wurden 

die Tiere für drei Tage in Stoffwechselkäfige gesetzt und täglich Körpergewicht, 24h-

Trinkvolumen und 24h-Urinproduktion bestimmt (Abbildung 2.2). 

Zusätzlich erfolgten beim Wildtyp Versuche unter Furosemidgabe und zusätzlicher 

Applikation des EP4-Rezeptorantagonisten ONO AE3-208. Hierbei wurde den Tieren, 

zusätzlich zur Furosemidgabe, der EP4-Rezeptorantagonist ONO AE3-208 in einer 

Konzentration von 0,1 mg/ml über das Trinkwasser verabreicht. 

 

 

 
 
Abbildung 2.2 Schema des Versuchsablaufs beim Furosemidmodell 
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Am Ende des Versuches wurden die Tiere wie zuvor beschrieben mit einer Ketamin-Rompun-

Mischung narkotisiert und durch kardiale Blutentnahme getötet. Die gewonnen Proben 

wurden, entsprechend der vorherigen Beschreibung weiterverarbeitet.  

Der EP4-Rezeptorantagonist ONO AE3-208 wurde uns freundlicherweise von Dr. T. 

Maruyama (ONO Pharmaceuticals, Japan) zur Verfügung gestellt. 

 

2.2.9 Niedrigsalzdiät- bzw. Hochsalzdiätversuche 
 

Nach Basalwertermittlung, erhielten die Tiere in ihren Haltungskäfigen für vierzehn Tage 

eine Niedrigsalzdiät (Altromin Sondermischung C1036 mit 0,02% NaCl) bzw. eine 

Hochsalzdiät (Altromin Sondermischung C1000 mit 8% NaCl) und Wasser ad libitum. 

Danach wurden die Tiere für drei Tage in Stoffwechselkäfige gesetzt und unter weiterer 

Diätgabe Körpergewicht, 24h-Trinkvolumen und 24h-Urinproduktion bestimmt (Abbildung 

2.3). Zusätzlich wurden bei der Niedrigsalzdiät Versuche über drei Tage zur kurzfristigen 

Wirkung der Diät durchgeführt. Hierbei wurden die Tiere direkt nach Verabreichung der Diät 

in die Stoffwechselkäfige gesetzt. Bei Versuchende wurden die Mäuse präpariert und die 

gesammelten Proben, wie zuvor beschrieben, weiterverarbeitet. 

 

 

 
 

Abbildung 2.3 Schema des Versuchsablaufs beim Niedrigsalz- bzw. Hochsalzmodell 
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2.2.10 Messung der Plasma-Reninkonzentration  
 

Die Plasma-Reninkonzentrationen wurden mittels Ultramikroassay ermittelt, bei dem 

gebildetes Angiotensin I gemessen wird (81). Für jede Plasmaprobe wurden fünf 

serienmäßige Verdünnungen hergestellt. Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. 

Linearität über drei serielle Verdünnungen wurde als Voraussetzung für die Akzeptanz eines 

Wertes festgesetzt. Die Renin-Konzentrationen wurden in Goldblatt Units (GU) angegeben, 

die mit Reninstandards des Nationalen Institutes für biologische Standards und Kontrollen 

(National Institute for Biological Standards and Control (Hertfordshire, UK)) verglichen 

wurden. Die Bestimmung der Reninwerte erfolgte freundlicherweise durch Dr. Boye Jensen, 

Abteilung für Physiologie und Pharmakologie, der Universität von Süd-Dänemark (Odense). 

 

2.2.11 Messung der Renin mRNA-Expression 
 

Die Renin und β-Actin mRNA-Spiegel wurden mittels RNase Protection Assay ermittelt 

(134). Nach der Extraktion mit Phenol/Chloroform und einer Fällung mit Ethanol, wurden die 

Fragmente auf einem 8%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel 

getrocknet und die Banden mit einem PhosphorImager quantifiziert. Die Daten wurden als 

Verhältnis des Renin-Signals zum β-Actin-Signal dargestellt. Die Bestimmung der Renin- 

und β-Actin mRNA-Konzentrationen erfolgte freundlicherweise durch Frau Charlotte Wagner 

an der Abteilung für Physiologie der Universität Regensburg. 

 

2.2.12 Messung der Glomerulären Filtrationsrate (GFR) 
 

Die Bestimmung der glomerulären Filtrationsrate (GFR) erfolgte durch Ermittlung der 

renalen Inulin-Clearence. Das Polysaccharid Inulin wird frei filtriert und weder im Tubulus 

resorbiert noch sezerniert. Demnach entspricht die filtrierte Inulinmenge der GFR. Wird 

Inulin verabreicht lässt sich innerhalb eines definierten Zeitraumes, bei Messung der 

Inulinkonzentration im Plasma und im Endurin, die Inulin-Clearence bestimmen. In unserem 

Versuch wurde zunächst das Körpergewicht des Versuchstieres ermittelt, um die erforderliche 

Inulindosis zu errechnen. Anschließend wurde das Versuchstier mit Pentobarbital 

(50µg/kg intraperitoneal) narkotisiert und auf einer Wärmeplatte in Rückenlage platziert, um 

die Körpertemperatur während des Versuches stabil zu halten. Danach wurde der Kopf des 
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Tieres in den Nacken gedrückt und fixiert, damit der Halsbereich gut einzusehen war. Nun 

wurde der Halsbereich mit einem lokalen Betäubungsmittel beträufelt und mit einer Schere 

eröffnet, anschließend wurden nochmals einige Tropfen des lokalen Betäubungsmittels direkt 

auf die Wunde gebracht. Für die weiteren Präparationsschritte war es erforderlich unter dem 

Mikroskop (Mikroskop Lumina) zu arbeiten. Zunächst wurde die Halsmuskulatur durchtrennt 

und die Trachea freilegt. Um die Atmung in Rückenlage zu erleichtern wurde ein Katheter, 

bestehend aus einer Plastikkanüle, in die Trachea eingeführt und mit Nahtmaterial fixiert. Nun 

wurde die linke Halsvene freigelegt und ein weiterer Katheter eingeführt, über den im Verlauf 

des Versuches Kochsalzlösung (NaCl 0,9%) zugeführt werden konnte. Die Zufuhr der 

Kochsalzlösung war als Ausgleich der Wasser- und Elektrolytverluste notwendig, da die 

Versuche über mehrere Stunden andauerten. Anschließend wurde die rechte Halsvene (Vena 

jugularis) freigelegt und ein Katheter eingeführt, über welchen die Infusion von radioaktiv 

markiertem 14C-Inulin erfolgte. Darauffolgend wurde der linke Leistenbereich frei präpariert 

und ein Katheter in die Beinarterie eingeführt. Dieser arterielle Katheter diente der Kontrolle 

des mittleren systemischen Blutdruckes und der Herzfrequenz (Cardiomax 3). Schließlich 

wurde die Blase freigelegt und ein Blasenkatheter gelegt, über den die Urinsammlung 

erfolgte. Nach diesen Schritten wurden der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz 

kontinuierlich aufgezeichnet. Zuerst erfolgte eine 60-minütige Equilibrationsphase, in der 

isotonische Kochsalzlösung infundiert wurde. Danach erfolgte über eine Versuchsdauer von 

mehreren Stunden eine konstitutive Infusion von radioaktiv markiertem 14C-Inulin in einer 

Konzentration von 0,1µl/min/g. Ein Vorlauf von einer Stunde wurde nicht gewertet. 

Blutproben und Urinproben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten gesammelt. Am Ende 

des Versuches wurden die Nierengewichte bestimmt. Die Urin- und Blutproben wurden später 

mit dem γ-Counter (Counter 2000CA TriCARB) ausgewertet und die Inulinkonzentrationen 

über deren Radioaktivität bestimmt. Das Polysaccharid Inulin wird frei filtriert und nicht 

sezerniert oder resorbiert, es kann nur durch Filtration ins Tubuluslumen gelangen. Deshalb 

entspricht die filtrierte Inulinmenge, der ausgeschiedenen Inulinmenge und die GFR der 

Inulin-Clearence. 
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Die GFR errechnet sich nach folgender Formel: 

 

GFR= V*U/P 

 

Wobei V dem Urinzeitvolumen (ml/min), U der Inulinkonzentration im Endurin (g/l) und P 

der Inulinkonzentration in Plasma (g/l) entspricht. 

 

Die GFR-Messungen konnten freundlicherweise am Universitätsklinikum Freiburg mit der 

Unterstützung von Herrn Dr. Martin Beck und Herrn Temel Kilic durchgeführt werden. 

 

2.2.13 Messung von PGE2 im Urin 
 

Die quantitative Messung von PGE2 im Urin erfolgte durch einen kompetitiven PGE2-

Enzymimmunoassay (PGE2-EIA-Kit) der Firma Amersham. Der Nachweisbereich bei diesem 

EIA beträgt 2,5-320pg/well. Die Messungen wurden nach dem vom Hersteller beigefügten 

Protokoll ausgeführt. Die bis dahin bei -80°C eingefrorenen Urinproben wurden kurz vor der 

Messung aufgetaut. Während des Auftauvorganges musste besonders darauf geachtet werden, 

die Proben kühl zu halten. Zur Verdünnung von Proben die außerhalb des Messbereichs 

lagen, wurde der im Kit enthaltene Probenpuffer verwendet. Beim Pipettieren ist unbedingt 

darauf zu achten keine Luftblasen zu erzeugen, da diese zu einer Verfälschung der Messwerte 

führen. Die PGE2-Konzentrationen wurden in pg/well ermittelt und anschließend in 

Ausscheidung von PGE2 in ng/24h umgerechnet. 

Laut Protokoll, ergibt sich eine 25%ige Kreuzreaktivität zu PGE1 und eine 0,04%ige 

Kreuzreaktivität zu PGF2α. Die Zahl 1 (eine Doppelbindung) weist darauf hin, dass PGE1 ein 

Derivat der Dihomo-γ-Linolensäure (8,11,14-Eikosatriensäure) ist. Arachidonsäure 

(5,8,11,14-Eikosatetraensäure), deren Abkömmlinge die Zahl 2 (zwei Doppelbindungen) 

tragen, ist jedoch die wichtigste Quelle der im Körper gebildeten Prostaglandine. PGE1 wird 

also nur in sehr geringen Mengen gebildet und die Kreuzreaktivität kann vernachlässigt 

werden. 
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2.2.14 Messung von Vasopressin im Plasma 
 

Die quantitative Bestimmung von Vasopressin im Plasma erfolgte durch einen Arg8-

Vasopressin-EIA-Kit der Firma R&D Systems. Der Nachweisbereich bei diesem EIA beträgt 

0,41-100pg/well. Für dieses Kit war es erforderlich EDTA-Plasma zu verwenden. Starke 

Hämolyse kann zu einer Verfälschung der Messwerte führen und sollte vermieden werden. 

Die Messungen wurden nach dem vom Hersteller beigefügten Protokoll ausgeführt. Zur 

Verdünnung von Proben die außerhalb des Messbereichs lagen, wurde der im Kit enthaltene 

Probenpuffer verwendet. Beim Pipettieren ist auch hier unbedingt darauf zu achten keine 

Luftblasen zu erzeugen, da diese zu einer Verfälschung der Messwerte führen. Die Angabe 

der Vasopressinkonzentration im Plasma erfolgte in ng/ml. Laut Protokoll, ergibt sich eine 

7%ige Kreuzreaktivität zu Lys8-Vasopressin, andere Kreuzreaktivitäten waren zu 

vernachlässigen. 

 

2.2.15 Messung der Elektrolytkonzentrationen im Urin 
 

Die Ermittlung der Konzentration der Elektrolyte Natrium, Kalium und Kalzium im Urin 

erfolgte mittels Flammenphotometrie. Die Messung wurde mit dem Elektrolytautomat 

EFOX5053 durchgeführt. Hierbei handelt es sich um ein Emissionsflammenphotometer mit 

einer Lithium-Leitlinie, welches simultan Natrium, Kalium und Kalziumkonzentrationen im 

Urin bestimmen kann. Bei der Flammenphotometrie wird die gelöste Messsubstanz über 

einen Zerstäuber in eine nicht leuchtende Flamme eingebracht. Durch Anregung der einzelnen 

Atome leuchtet jedes Element in einer charakteristischen Farbe. Da beim EFOX5053 mehrere 

Elemente simultan gemessen werden, werden optische Filter benutzt, um das Licht des zu 

messenden Elements zu isolieren. Das vom Gerät ermittelte Messsignal einer Probe wird mit 

einer bekannten Standardkonzentration verglichen und die Probenkonzentration berechnet. 

Beim Leitlinienprinzip werden alle Proben mit einer, Lithium als Leitelement enthaltenden, 

Verdünnungslösung verdünnt (Eppendorf, Informationen zur Flammenphotometrie, 2003). 

Veränderungen der Zerstäubung, des Luft- oder Gasdruckes wirken sich auf das Messelement 

(Na+, K+, Ca2+) und das Leitelement (Li) nahezu gleich aus. Während des Standard-Abgleichs 

wird die Lithium-Konzentration gemessen und gleich 1 gesetzt. Aus jeder Änderung wird ein 

Korrektur-Faktor berechnet, um den der jeweilige Probenwert korrigiert wird. Die Urin-

Standardkonzentrationen betrugen für Natrium 143,5mmol/l, für Kalium 100mmol/l und für 
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Kalzium 5mmol/l. Die Elektrolytkonzentrationen wurden in mmol/l gemessen und später in 

µmol/24h umgerechnet. Die Bestimmung der Elektrolytkonzentrationen im Urin erfolgte 

freundlicherweise durch Prof. Kleine, Philipps-Universität Marburg. 

 

2.2.16 Messung von Elektrolyten im Blut 
 

Für die Messung der Blutelektrolytkonzentrationen wurden nach kardialer Blutentnahme 95µl 

Blut in eine mit Heparin beschichtete Glaskapillare gegeben. Die anschließende Messung der 

Konzentrationen von Natrium, Kalium, Kalzium und Chlorid erfolgte mit dem 

Blutgasanalysator ABL 700 series. Die Elektrolytkonzentrationen wurden in mmol/l 

angegeben. 

 

2.2.17 Messung der Kreatininkonzentration in Urin und Plasma 
 

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration in Urin und Plasma erfolgte mit einem 

Kreatinin-Kit der Firma Randox. Die Reagenzien des Kit (Pikrinsäure, Natriumhydroxid-

Lösung und Standard) sind gebrauchsfertig. In alkalischer Lösung reagiert Kreatinin mit 

Pikrinsäure zu einem farbigen Komplex. Die Menge des gebildeten Komplexes ist direkt 

proportional der Kreatininkonzentration in der Probe. Die Mengenangaben der 

Gebrauchssubstanzen im Protokoll beziehen sich auf 1- bzw. 2ml wells. Das Protokoll wurde 

insofern modifiziert, dass die Nutzung von 96-well-Mikrotiterplatten mit einer vorgelegten 

Probenmenge von 20µl möglich war. Urinproben wurden unverdünnt (20µl) eingesetzt, 

während Plasmaproben, aufgrund des meist geringen Volumens, um den Faktor 5 mit PBS 

(4µl Probe+16µl PBS) verdünnt wurden. Der mitgelieferte Standard (177µmol/l bzw. 2mg/dl) 

wurde in Doppelbestimmung, unverdünnt und 1:2, 1:10, 1:15 und 1:20 in PBS verdünnt, 

gemessen um eine Standardkurve zu ermitteln. Die Urin- bzw. Plasmaproben wurden 

ebenfalls in Doppelbestimmung gemessen. Die mitgelieferte Pikrinsäure (35mmol/l) wurde zu 

gleichen Teilen mit Natriumhydroxid-Lösung (0,32mmol/l) gemischt und pro well 200µl des 

Gemisches zugegeben. Beim Pipettieren war unbedingt darauf zu achten keine Luftblasen zu 

erzeugen, da diese zu einer Verfälschung der Messwerte führen können. Nach zehn Minuten 

wurde die Absorption der gefärbten Lösung bei 490nm im Spektrometer (Spektro MAX 340) 
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gemessen. Die Kreatininkonzentration im Plasma wurde in mg/dl angegeben. Die Kreatinin-

konzentration  im Urin wurde in mg/dl gemessen und in mg/24h umgerechnet. 

 

2.2.18 Herstellung der Furosemidlösung 
 

Die Furosemidlösung wurde in einer Konzentration von 1mg/ml angesetzt. Hierzu wurden 5g 

Furosemidpulver in 50ml Leitungswasser gegeben. Anschließend wurden 3,3ml 5M NaOH 

zugegeben und die Lösung auf einem beheizbaren Magnetrührer erhitzt. Nachdem sich das 

Furosemidpulver gelöst hatte, wurden ca. 1,25ml 1M HCl zugegeben und ungefähr auf pH 8 

eingestellt. Zuletzt wurde die Lösung mit Leitungswasser auf 5l aufgefüllt.  

 

2.2.19 Messung der Furosemidkonzentration im Urin 
 

Die Furosemidkonzentration im Urin wurde mit Hilfe der HPLC-Technik (high performance 

liquid chromatography) ermittelt. Die Konzentrationen wurden in µg/ml angegeben. Die 

Messung erfolgte freundlicherweise durch Herrn Bernhard Watzer, Kinderklinik der 

Universität Marburg. 

 

2.2.20 Statistik 
 

Die statistische Auswertung der Daten aus den Furosemidversuchen erfolgte mit dem 

Programm GraphPad Prism. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem D´Agostino-

Pearson-Test untersucht. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels ANOVA 

analysiert und als Post-Test der Newman-Keuls Multiple Comparison Test oder der Kruskal-

Wallis Test mit Dunn´s Multiple Comparison Test verwendet, je nach Erforderlichkeit. Zwei-

Gruppen-Vergleiche wurden mittels ungepaarten t-Tests (two-tailed) durchgeführt. 

In allen Versuchen wurde eine Signifikanz bei p < 0,05 festgelegt. Die Werte sind angegeben 

als Mittelwerte ± SEM. Für die Werte der Urin- und Trinkvolumina, sowie der Elektrolyt-, 

Kreatinin- und PGE2-Konzentrationen wurde zunächst für jedes Tier der Mittelwert der 3-

Tage-Messung berechnet und anschließend die Mittelwerte über die Gruppen angegeben. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Furosemidmodell 

In unseren Versuchen wurde das Krankheitsbild des aBS/HPS durch die längerfristige Gabe 

des Schleifendiuretikums Furosemid am Mausmodell simuliert. Hierfür erfolgte eine 

Behandlung der Versuchstiere mit Furosemid über einen Zeitraum von sieben Tagen. Das 

Furosemidpulver wurde im Trinkwasser der Tiere in einer Konzentration von 1mg/ml gelöst. 

Für die Untersuchungen standen neben C57/Bl6-Wildtyptieren (WT) verschiedene 

Prostaglandinrezeptorknockout-Tiere zur Verfügung. Die verwendeten EP1-/--, EP2-/--, EP3-/--, 

EP4-/--, EP1/3-/-- und IP-/--Tiere zeigten phänotypisch betrachtet keine Unterschiede. Es 

wurden Tiere im Alter von acht bis zwölf Wochen verwendet, die Körpergewichte betrugen 

ca. 20-23g. 

 

3.1.1 Blutparameter unter Basalbedingungen 
 

Unter Basalbedingungen waren keine Divergenzen im Hämatokrit, den Natrium- (Na+), 

Chlorid- (Cl-), Kalium- (K+) und Kalziumkonzentrationen (Ca2+), sowie Kreatinin-

konzentrationen im Blut feststellbar (Tabelle 3.1).  
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 WT EP1-/- EP2-/- EP3-/- EP4-/- IP-/- 

Hämatokrit 

[%] 
39,3 
± 2,4 

40,6 
± 2,9 

38,8 
± 2,3 

40,0 
± 1,4 

39,8 
± 1,9 

40,8 
± 2,9 

Na+ 

[mmol/l] 
146,3 
± 0,6 

148,4 
± 2,5 

148,0 
± 0,8 

147,8 
± 1,3 

148,0 
± 0,6 

147,0 
± 1,6 

Cl- 

[mmol/l] 
115,3 
± 2,5 

115,3 
± 1,5 

114,8 
± 0,8 

114,8 
± 1,3 

114,0 
± 0,6 

114,8 
± 0,9 

K+ 

[mmol/l] 
5,08 

± 0,57 

5,03 
± 0,19 

5,16 
± 0,16 

5,11 
± 0,23 

5,10 
± 0,15 

5,10 
± 0,34 

Ca2+ 

[mmol/l] 
1,43 

± 0,06 

1,41 
± 0,06 

1,40 
± 0,05 

1,35 
± 0,17 

1,21 
± 0,08 

1,31 
± 0,12 

Kreatinin 

[mg/dl] 
24,84 
± 1,19 

36,53 
± 4,23 

32,49 
± 5,51 

34,28 
± 2,07 

30,87 
± 0,94 

31,57 
± 1,78 

 

Tabelle 3.1: Blutanalyse unter Basalbedingungen bei Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen 
Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=9; EP1-/-: n=9; EP2-/-: n=9; 
EP3: n=9; EP4-/-: n=9 und IP: n=6. 

 

3.1.2 Furosemidkonzentration im Urin 
 

 

 WT EP1-/- EP2-/- EP3-/- EP4-/- IP-/- 

Furosemid 
im Urin 
[µg/ml] 

293,4 
± 21,1 

332,2 
± 17,8 

257,6 
± 20,8 

356 
± 29,0 

284,4 
± 18,0 

312,5 
± 25,1 

 

Tabelle 3.2: Furosemidkonzentrationen im Urin in µg/ml bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=6. 

 

Um sicherzustellen das Furosemid in einer ausreichenden Wirkstoffkonzentration im 

Tubuluslumen vorhanden war, wurde die Furosemidkonzentration im Urin mittels HPLC-

Analyse (high performance liquid chromatography) bestimmt. Die gemessenen Furosemid-
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konzentrationen im Urin zeigten beim Wildtyp und den verschiedenen Prostaglandin-

rezeptorknockout-Tieren vergleichbare Werte (Tabelle 3.2). 

 

3.1.3  Veränderungen der Diurese 
 

Um Unterschiede in der Diurese zwischen Wildtyp-Tieren und den verschiedenen 

Prostaglandinrezeptorknockout-Gruppen unter Furosemidgabe festzustellen, erfolgten 

Untersuchungen im Stoffwechselkäfig. Hierfür wurden drei Tage lang die Urinvolumina der 

Tiere über vierundzwanzig Stunden im Stoffwechselkäfig ermittelt (Abbildung 3.1). Unter 

basalen Bedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Diurese zwischen 

Wildtyp-Tieren und den verschiedenen Prostaglandinrezeptorknockout-Gruppen.  

 
Abbildung 3.1: Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=12-14. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe 
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung waren die 
Urinvolumina in allen Gruppen gegenüber den Basalwerten signifikant erhöht 
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Gründen der Übersichtlichkeit 
nicht gezeigt). 

 

Die Furosemidbehandlung bewirkte in allen Versuchsgruppen einen signifikanten Anstieg der 

Diurese. Wildtyp-, EP2-/-- und IP-/--Tiere zeigten eine Steigerung ihrer Urinvolumina um das 

zwölf- bis dreizehnfache der Basalwerte auf durchschnittlich 4,48 ± 0,26, 4,28 ± 0,49 und 

4,88 ± 0,37ml/24h. In der EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Gruppe erfolgte ein geringerer Anstieg 
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der Diurese um das sechs- bis siebenfache der Basalwerte auf im Mittel 3,30 ± 0,40, 3,22 ± 

0,36 und 2,71 ± 0,26ml/24h.  

Die Furosemidbehandlung verursachte demnach bei Wildtyp-, EP2-/-- und IP-/--Tieren einen 

vergleichbaren Diureseanstieg, während die Zunahme bei EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Mäusen 

im Vergleich zum Wildtyp signifikant erniedrigt war. Die Urinvolumina bei EP1-/--, EP3-/- -

und EP4-/--Tieren unter Furosemidgabe betrugen 73%, 72% und 60% der Diurese bei 

Wildtyp-Mäusen. Damit zeigte die EP4-/--Gruppe den geringsten durch Furosemid 

stimulierten Diureseanstieg. 

 

3.1.4 Kaliumkonzentration im Blut 
 

 
Abbildung 3.2: Durchschnittliche Kaliumkonzentration im Blut in mmol/l unter 

Basalbedingungen (-) und nach siebentägiger Furosemidapplikation (+) bei 
Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die 
Gruppengröße betrug n=12-14. 

 

Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede in der Blut-Kaliumkonzentration 

zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen erkennbar. Die durchschnittliche basale 

Kaliumkonzentration betrug in den Gruppen zwischen 5,1 und 5,23mmol/l. Unter 

Furosemidbehandlung konnte eine signifikante Verminderung des durchschnittlichen 

Kaliumgehaltes im Blut beim Wildtyp und allen Rezeptorknockout-Gruppen festgestellt 

werden (Abbildung 3.2). Wie in Abbildung 3.2 erkennbar ist, wies die EP4-/--Gruppe die 

geringste Abnahme der Kaliumkonzentration verglichen mit den anderen Versuchsgruppen 

auf. Wildtyp-Tiere zeigten eine durchschnittliche Abnahme um ungefähr 30%, von 5,23 ± 
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0,29 auf 3,65 ± 0,23mmol/l. Im Gegensatz hierzu war bei EP4-/--Tieren eine Abnahme der 

Kaliumkonzentration um ungefähr 16%, von 5,1 ± 0,15 auf 4,3 ± 0,50mmol/l zu beobachten. 

 

3.1.5 Veränderungen im Trinkvolumen 
 

Die starke Zunahme der Diurese unter Furosemidgabe spiegelte sich in allen Gruppen in 

einem ebenfalls signifikant erhöhten Trinkvolumen über vierundzwanzig Stunden wider 

(Abbildung 3.3). 

 
Abbildung 3.3: Durchschnittliches Trinkvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=12-14. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe 
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung waren die 
Trinkvolumina in allen Gruppen gegenüber den Basalwerten signifikant erhöht 
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Gründen der Übersichtlichkeit 
nicht gezeigt). 

 

Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede in den Trinkvolumina über 

vierundzwanzig Stunden zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen erkennbar. Die 

durchschnittliche basale Trinkmenge schwankte innerhalb der Gruppen zwischen 4,27 und 

5,18ml/24h.  

Wie in Abbildung 3.3 zu erkennen ist, bewirkte die Furosemidgabe in der EP4-/--Gruppe einen 

im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigeren Anstieg im Trinkvolumen. Das 

Trinkvolumen erhöhte sich unter Furosemidbehandlung beim Wildtyp auf im Mittel 12,13 ± 

0,51ml/24h, während bei EP4-/--Tieren ein Anstieg auf 9,16 ± 0,38ml/24h zu beobachten war. 
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3.1.6 Veränderungen der Natriumexkretion  
 

Betrachtet man die basale Natriumausscheidung im Urin, so sind keine Unterschiede 

zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen erkennbar (Abbildung 3.4). 

 

 
Abbildung 3.4: Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=12-14. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe 
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war die 
Natriumexkretion in allen Gruppen gegenüber den Basalwerten signifikant erhöht 
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Gründen der Übersichtlichkeit 
nicht gezeigt). 

 

Die Furosemidgabe bewirkte beim Wildtyp und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren 

eine signifikante Zunahme der Natriumexkretion (Abbildung 3.4). Auffallend war wiederum 

die im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigere Ausscheidung in der EP1-/--, EP3-/-- und 

EP4-/--Gruppe. EP4-/--Mäuse wiesen auch hier den geringsten Anstieg in der Natriumexkretion 

auf. Im Vergleich betrug die Natriumausscheidung bei EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Mäusen nur 

74%, 60% und 55% der bei Wildtyp-Mäusen gemessenen Natriumexkretion. Die Furosemid-

behandlung führte bei Wildtyp-Tieren zu einem durchschnittlichen Anstieg der 

Natriumexkretion auf 191,90 ± 10,90µmol/24h, während sich bei EP4-/--Tieren nur ein 

Anstieg auf 105,60 ± 10,27µmol/24h zeigte. In der IP-/--Gruppe erfolgte eine erkennbare, 

nicht signifikante Erhöhung der Natriumexkretion im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. 
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3.1.7 Veränderungen der Kaliumexkretion 
 

Unter basalen Bedingungen konnten keine signifikanten Unterschiede in der 

Kaliumausscheidung im Urin über vierundzwanzig Stunden zwischen der Wildtyp- und den 

verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen festgestellt werden (Abbildung 3.5). Unter 

Furosemidgabe war die Kaliumexkretion in allen Gruppen, außer der EP4-/--Gruppe, 

signifikant erhöht. Hierbei zeigte sich ein der Natriumausscheidung vergleichbares Muster. 

Entsprechend den vorherigen Beobachtungen, ergab sich auch hier eine weniger starke 

Zunahme der Kaliumausscheidung bei EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Mäusen.  

 
Abbildung 3.5: Durchschnittliche Kaliumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=12-14. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe 
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war die 
Kaliumexkretion in allen Gruppen, außer der EP4-Gruppe, gegenüber den 
Basalwerten signifikant erhöht (diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus 
Gründen der Übersichtlichkeit nicht gezeigt). 

 
Im Vergleich betrug die Kaliumausscheidung bei EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Mäusen 65%, 

69% und 45% der bei Wildtyp-Mäusen ermittelten Kaliumexkretion. EP4-/--Tiere zeigten, im 

Vergleich zu basalen Bedingungen, eine leichte Verminderung der Kaliumexkretion von 

153,7 ± 11,22µmol/24h auf 148,5 ± 20,31µmol/24h. In der WT-, EP2-/- und IP-/--Gruppe 
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bewirkte die Furosemidgabe eine Steigerung der Kaliumexkretion auf durchschnittliche 

Werte zwischen 300 und 311µmol/24h. 

 

3.1.8 Reninkonzentration im Plasma 
 

Die Analyse der Plasma-Reninkonzentration ergab keine Unterschiede zwischen Wildtyp-

Tieren und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen unter basalen Bedingungen. Bei 

EP4-/-- und IP-/--Tieren zeigte sich mit durchschnittlichen Werten von 7,08 ± 0,80mGU/ml 

und 8,77 ± 2,02mGU/ml eine leicht, aber nicht signifikant niedrigere Reninkonzentration im 

Vergleich zum Wildtyp mit einem Wert von 11,90 ± 1,64mGU/ml (Abbildung 3.6). Die 

Furosemidbehandlung bewirkte beim Wildtyp und allen Rezeptorknockout-Gruppen einen 

signifikanten Anstieg der Plasma-Reninkonzentration. 

 
Abbildung 3.6: Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml (milli Goldblatt units/ml) 

unter Basalbedingungen und nach siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-
Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße 
betrug n=12-14. Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter 
Furosemidgabe sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war 
die Plasma-Reninkonzentration in allen Gruppen gegenüber den Basalwerten 
signifikant erhöht (diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Gründen der 
Übersichtlichkeit nicht gezeigt). 

 
Bei EP4-/-- und IP-/--Tieren war eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigere Plasma-

Reninkonzentration unter Furosemidgabe feststellbar, diese betrug bei EP4-/-- Tieren 51% und 

bei IP-/--Tieren 74% der bei Wildtyp-Mäusen gemessenen Reninaktivität. EP1-/--, EP2-/-- und 



Ergebnisse 

 

52

EP3-/--Tiere zeigten unter Furosemidbehandlung keine signifikanten Veränderungen der 

Plasma-Reninkonzentration im Vergleich zum Wildtyp. 

 

3.1.9 Renin mRNA-Expression 
 
In Abbildung 3.7 ist die durchschnittliche Renin mRNA-Expression unter Furosemidgabe 

dargestellt. Beim Wildtyp zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Renin mRNA-Expression 

von im Mittel 17,67 ± 1,53 auf 35,87 ± 3,05 Renin cpm x100/Actin cpm, dies entspricht einer 

prozentualen Zunahme um ungefähr 103%. Bei EP4-/-- und IP-/--Tieren bewirkte die 

Furosemidbehandlung einen im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigeren Anstieg der 

Renin mRNA-Expression auf 18,89 ± 1,70 bzw. 20,33 ± 5,18 Renin cpm x100/Actin cpm. 

Dies entspricht bei EP4-/--Tieren 53% und bei IP-/--Tieren 57% der bei Wildtyp-Mäusen 

gemessenen Renin mRNA-Expression.  

 

 
 

Abbildung 3.7: Durchschnittliche Renin mRNA-Expression in Renin cpm x100/Actin cpm nach 
siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengröße betrug n=5. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe 
sind in der Abbildung dargestellt. 

 
In der EP1-/-- und EP2-/--Gruppe war eine leichte, aber nicht signifikante Verminderung der 

Renin mRNA- Expression verglichen mit dem Wildtyp erkennbar. In der EP3-/--Gruppe führte 
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die Furosemidbehandlung zu einem signifikant starken Anstieg der Renin mRNA-Expression, 

im Vergleich zum Wildtyp auf durchschnittlich 51,03 ± 6,26 Renin cpm x100/Actin cpm. 

 

3.1.10 Basale glomeruläre Filtrationsrate und arterieller Blutdruck 
 
Um zu klären, ob die beobachteten Unterschiede auf schon unter basalen Bedingungen 

veränderte Werte der glomerulären Filtrationsrate zurückzuführen sind, wurden weitere 

Untersuchungen durchgeführt. Abbildung 1.8 zeigt den mittleren arteriellen Blutdruck unter 

Basalbedingungen bei Wildtyp-, EP1-/--, EP2-/--, EP3-/-- und EP4-/--Tieren. Es ergaben sich 

keine Unterschiede im Vergleich der Gruppen. Die mittleren Blutdruckwerte schwankten nur 

unwesentlich zwischen 58,6 und 67,7mm HG. 

 
Abbildung 3.8: Mittlerer arterieller Blutdruck in mm HG unter Basalbedingungen bei Wildtyp-

Tieren (WT) und den EP-Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen WT: n=10, 
EP1-/-: n=9, EP2-/-: n=6, EP3-/-: n=5 und EP4-/-: n=5. 

 

In Abbildung 3.9 ist die durchschnittliche glomeruläre Filtrationsrate (GFR) unter basalen 

Bedingungen in der Wildtyp-, EP1-/--, EP2-/--, EP3-/-- und EP4-/--Gruppe dargestellt. 

Besonders auffällig war hier die deutliche, signifikante Verminderung der GFR bei EP1-/-- 

und EP3-/--Tieren verglichen mit dem Wildtyp. Während die basale GFR beim Wildtyp 1168 

± 135,3ml/min/g Niere betrug, sind in der EP1- und der EP3-Gruppe nur durchschnittliche 

Werte von 673,9 ± 117,5 und 693,4 ± 116,2ml/min/g Niere feststellbar. Die EP2-/--Gruppe 

ließ mit 1415 ± 281,0ml/min/g Niere eine im Vergleich zum Wildtyp leicht erhöhte GFR 

erkennen. EP4-/--Tiere zeigten in Bezug auf die GFR keinen Unterschied im Vergleich zum 

Wildtyp. 
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Abbildung 3.9: Durchschnittliche glomeruläre Filtrationsrate in ml/min/g Niere unter basalen 

Bedingungen bei Wildtyp-Tieren (WT) und den EP-Rezeptorknockout-Gruppen. 
Gruppengrößen WT: n=10, EP1-/-: n=9, EP2-/-: n=6, EP3-/-: n=5 und EP4-/-: n=5. 
Signifikante Veränderungen gegenüber der Wildtyp-Gruppe sind in der Abbildung 
dargestellt. 

 

3.1.11 Diurese unter EP4-Antagonisierung  
 

Bei den bisherigen Untersuchungen zeichneten sich die ausgeprägtesten Effekte bei EP4-/--

Mäusen ab. Im Folgenden wurde daher die Bedeutung des EP4-Rezeptors mittels eines EP4-

Rezeptorantagonisten an Wildtyptieren näher beleuchtet. Abbildung 3.10 zeigt das 

durchschnittliche Urinvolumen von Wildtyp- und EP4-/--Mäusen unter Furosemidbehandlung. 

Zusätzlich ist die Diurese beim Wildtyp unter Furosemidgabe in Anwesenheit eines EP4-

Rezeptorantagonisten (ONO AE3-208) dargestellt.  

Deutlich erkennbar ist, dass durch die zusätzliche Behandlung mit dem EP4-

Rezeptorantagonisten ONO AE3-208 eine Suppression der Diurese beim Wildtyp unter 

Furosemidgabe erreicht wurde, die der geringeren Diurese in der EP4-/--Gruppe vergleichbar 

war. In beiden Fällen konnte eine signifikant niedrigere Diurese im Vergleich zum Wildtyp 

unter alleiniger Furosemidgabe beobachtet werden. Während das Urinvolumen beim Wildtyp 

durchschnittlich 4,93 ± 0,35ml/24h betrug, stieg das Urinvolumen bei EP4-/--Tieren und beim 

Wildtyp in Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten nur auf 2,39 ± 0,32 bzw. 2,88 ± 

0,42ml/24h. Im Vergleich betrug das Urinvolumen unter Furosemidbehandlung bei EP4-/--

Tieren und beim Wildtyp in Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten 48% bzw. 58% des 

bei Wildtyp-Mäusen gemessenen durchschnittlichen Wertes.  
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Abbildung 3.10: Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h nach siebentägiger Furosemid-

applikation bei Wildtyp- (WT), EP4-/-- und Wildtyp-Mäusen unter zusätzlicher 
Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die Gruppengröße 
betrug n=5. 

 

3.1.12 Reninaktivität und mRNA-Expression unter EP4-
Antagonisierung  

 

In Abbildung 3.11 und Abbildung 3.12 sind die durchschnittliche Renin mRNA-Expression 

und der durchschnittliche Plasma-Reninspiegel unter Furosemidbehandlung bei Wildtyp-, 

EP4-/-- und Wildtyp-Tieren in Anwesenheit eines EP4-Rezeptorantagonisten (ONO AE3-208) 

dargestellt. Bei EP4-/--Tieren und Wildtyp-Tieren in Anwesenheit des EP4-

Rezeptorantagonisten war die Renin mRNA-Expression im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe 

signifikant erniedrigt. Während bei Wildtyp-Tieren ein Anstieg der Renin mRNA-Expression 

auf 34,02 ± 3,33 Renin cpm x100/Actin cpm beobachtet werden konnte, stiegen die Werte bei 

EP4-/-- und Wildtyp-Tieren in Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten auf 20,06 ± 1,90 

bzw. 22,11 ± 2,89 Renin cpm x100/Actin cpm. Im Vergleich betrug die Renin mRNA-

Expression unter Furosemidbehandlung bei EP4-/--Tieren 58% und beim Wildtyp in 

Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten 65% der bei Wildtyp-Mäusen ermittelten Renin 

mRNA-Expression (Abbildung 3.11).  
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Abbildung 3.11: Durchschnittliche Renin mRNA-Expression in Renin cpm x100/Actin cpm unter 

Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT), EP4-/-- und Wildtyp-Mäusen unter 
zusätzlicher Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die 
Gruppengröße betrug n=5. 

 

 

 
Abbildung 3.12: Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter 

Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT), EP4-/-- und Wildtyp-Mäusen mit 
zusätzlicher Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die 
Gruppengröße betrug n= 5 pro Gruppe 

 

Die durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration unter Furosemidgabe war bei EP4-/--

Mäusen und Wildtyp-Tieren in Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten, verglichen mit 

dem Wildtyp signifikant erniedrigt (Abbildung 3.12). Im Vergleich betrug die Plasma-
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Reninkonzentration unter Furosemidbehandlung bei EP4-/--Tieren 40% und beim Wildtyp in 

Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten 49% der bei Wildtyp-Mäusen gemessenen 

Konzentration. 

 

3.2 Furosemidmodell bei EP1/3-/--Tieren 
 

Neben den EP4-/--Tieren waren bei fehlendem EP1- oder EP3-Rezeptor veränderte renale 

Reaktionen im Vergleich zum Wildtyp auf Furosemidgabe zu beobachten. Deshalb wurden 

zusätzliche Versuche mit EP1/3-/--Mäusen durchgeführt. 

 

3.2.1 Veränderungen der Diurese 
 

 
Abbildung 3.13 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die 
Gruppengröße betrug n= 15. 

 

Abbildung 3.13 zeigt, dass unter Furosemidgabe ein starker Anstieg der Diurese bei Wildtyp- 

und EP1/3-/--Mäusen zu beobachten war. Durchschnittlich stieg das Urinvolumen bei 

Wildtyp-Tieren von 0,36 ± 0,06 auf 4,48 ± 0,26ml/24h und bei EP1/3-/--Mäusen von 0,30 ± 

0,04 auf 4,39 ± 0,4ml/24h, was einer zwölffachen Steigerung der Diurese bei Wildtyp-Tieren 

und einer vierzehnfachen Steigerung bei EP1/3-/--Mäusen entspricht. Unter Furosemid-

behandlung waren keine Unterschiede im Diuresevolumen der beiden Gruppen erkennbar.  
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3.2.2 Basale Elektrolytwerte im Blut  
 

 

 Na+ 
[mmol/l]  

Cl- 
[mmol/l] 

K+ 
[mmol/l] 

Ca2+ 
[mmol/l] 

WT 
146,3 
± 0,6 

115,3 
± 2,5 

5,08 
± 0,57 

1,43 
± 0,06 

EP1/3-/- 
148,4 
± 2,5 

115,3 
± 1,5 

5,03 
± 0,19 

1,41 
± 0,06 

 

Tabelle 3.3 Elektrolytkonzentrationen im Blut in mmol/l unter Basalbedingungen bei Wildtyp- (WT) 
und EP1/3-/--Mäusen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1/3-/-: n=7. 

 
Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede in den Blut-Elektrolytkonzentrationen 

zwischen Wildtyp und EP1/3-/--Mäusen erkennbar. 

 

3.2.3 Veränderungen im Trinkvolumen 
 

 
Abbildung 3.14 Durchschnittliches Trinkvolumen in ml/24h bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen 

unter Basalbedingungen und nach siebentägiger Furosemidapplikation. Die 
Gruppengröße betrug n=15. 

 

Bei der Betrachtung des Trinkvolumens unter Basalbedingungen fiel eine signifikant 

niedrigere Trinkmenge von durchschnittlich 3,44 ± 0,20ml/24h bei EP1/3-/--Tieren im 

Vergleich zum Wildtyp mit 5,12 ± 0,19ml/24h auf (Abbildung 3.14), dies spiegelte sich auch 
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in einem leicht geringeren Diuresewert wider (Abbildung 3.13). Unter Furosemidgabe waren 

keine Unterschiede im Trinkvolumen zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Im Vergleich 

zu basalen Bedingungen stieg das Trinkvolumen bei Wildtyp-Tieren um 136% auf 12,13 ± 

0,51ml/24h, während in der EP1/3-/--Gruppe ein Anstieg um 269% auf 12,7 ± 0,75ml/24 zu 

beobachten war.  

 

3.2.4  Kaliumkonzentration im Blut 
 

 
Abbildung 3.15 Durchschnittliche Kaliumkonzentration im Blut in mmol/l bei Wildtyp- (WT) und 

EP1/3-/--Mäusen unter Basalbedingungen und nach siebentägiger Furosemid-
applikation. Die Gruppengröße betrug n=5. 

 

Die Furosemidapplikation bewirkte bei Wildtyp- und EP1/3-/--Mäusen eine Abnahme der 

durchschnittlichen Kaliumkonzentration im Blut (Abbildung 3.15). In der Wildtyp-Gruppe 

zeigte sich eine durchschnittliche Abnahme von 5,23 ± 0,29 auf 3,65 ± 0,23mmol/l und bei 

EP1/3-/--Mäusen von 4,74 ± 0,24 auf 3,64 ± 0,37mmol/l. Unter Furosemidgabe waren keine 

Unterschiede in der Kaliumkonzentration im Blut zwischen den beiden Gruppen erkennbar. 
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3.2.5 Veränderungen der Natriumexkretion 
 

 
Abbildung 3.16 Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die 
Gruppengröße betrug n=15. 

 

Die Analyse der Natriumgehaltes im Urin unter Basalbedingungen ergab eine signifikant 

niedrigere Konzentration bei EP1/3-/--Tieren mit 37,26 ± 7,86µmol/24h, im Vergleich zum 

Wildtyp mit 73,12 ± 7,98µmol/24h. Unter Furosemidgabe stieg die Natriumexkretion in 

beiden Gruppen stark an. Bei EP1/3-/--Tieren führte die Furosemidbehandlung zu einer im 

Vergleich zum Wildtyp mit 191,90 ± 10,90µmol/24h, signifikant stärkeren Erhöhung der 

Natriumexkretion auf 369,30 ± 25,5µmol/24h.  

 

3.2.6 Veränderungen der Kaliumexkretion 
 

In Abbildung 3.17 ist die durchschnittliche Kaliumexkretion im Urin unter basalen 

Bedingungen und unter Furosemidbehandlung beim Wildtyp und den EP1/3-/--Tieren 

dargestellt. Auffällig war die schon unter basalen Bedingungen signifikant verminderte 

Kaliumexkretion in der EP1/3-/--Gruppe mit 53,37 ± 11,57µmol/24h, im Vergleich zur 

Wildtyp-Gruppe mit 146,70 ± 18,25µmol/24h. 
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Abbildung 3.17 Durchschnittliche Kaliumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen und nach 

siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die 
Gruppengröße betrug n=15. 

 

Unter Furosemidbehandlung stieg die Kaliumexkretion in beiden Gruppen stark an. Wildtyp-

Tiere zeigten mit 332,60 ± 20,77µmol/24h eine im Vergleich zu EP1/3-/--Tieren mit 260,00 ± 

18,53µmol/24h signifikant höhere Kaliumexkretion. 

 

3.2.7 Reninkonzentration im Plasma 
 

 
Abbildung 3.18 Durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma in mGU/ml unter Basal-

bedingungen und nach siebentägiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und 
EP1/3-/--Mäusen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1/3-/-: n=12. 
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Schon unter basalen Bedingungen ließ sich bei EP1/3-/--Tieren eine signifikant erhöhte 

Plasma-Reninkonzentration im Vergleich zum Wildtyp feststellen. Während Wildtyp-Mäuse 

einen mittleren basalen Plasma-Reninspiegel von 11,9 ± 1,64mGU/ml aufwiesen, betrug 

dieser bei EP1/3-/--Tieren 20,40 ± 3,57mGU/ml (Abbildung 3.18).  

Unter Furosemidgabe stieg die Plasma-Reninkonzentration bei Wildtyp- und EP1/3-/--Tieren 

stark an. In der EP1/3-/--Gruppe war jedoch ein signifikant höherer Anstieg auf im Mittel 

197,00 ± 44,76mGU/ml im Vergleich zum Wildtyp mit 66,34 ± 9,12mGU/ml erkennbar. 

Demzufolge ist die Plasma-Reninkonzentration unter Furosemidbehandlung bei EP1/3-/--

Tieren gegenüber dem Wildtyp um ungefähr 197% erhöht.  
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3.3 Einfluss von Niedrigsalzdiätgabe auf die renale Salzregulation 
 

Um die Bedeutung der Prostanoide in der Regulation der Elektrolytreabsorption bei 

diätischen Veränderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche mit 

Niedrigsalzdiätgabe durchgeführt. Hierbei sollte im Besonderen geklärt werden welche Rolle 

den Prostanoidrezeptoren in der Regulation der renalen Reninfreisetzung zukommt. Die 

Versuchsgruppen erhielten für eine Dauer von vierzehn Tagen eine Niedrigsalzdiät und 

wurden anschließend für drei Tage in den Stoffwechselkäfigen unter weiterer Diätgabe 

untersucht. 

 

3.3.1 Veränderungen der Diurese 
 

 
Abbildung 3.19: Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k=Kontrolle) 

und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) 
und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=20; 
EP1-/-: n=19; EP2-/-: n=20; EP3-/-: n=19; EP4-/-: n=18 und IP-/-: n=15. 

 

Unter basalen Bedingungen waren keine signifikanten Unterschiede in der Diurese zwischen 

den Versuchsgruppen erkennbar, die Werte variierten zwischen 0,48 und 0,56ml/24h, 

lediglich EP2-/--Tiere zeigten einen leicht erhöhten Diuresewert von 0,64 ml/24h. Die 

Niedrigsalzdiätgabe bewirkte bei Wildtyp-, EP1-/--, EP2-/--und EP3-/--Mäusen eine leichte 

Verminderung ihrer Urinvolumina (Abbildung 3.19). In der EP1-/--Gruppe war diese 

Abnahme auf 0,36 ± 0,04ml/24h im Vergleich zum basalen Wert signifikant. EP4-/-- und IP-/--
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Tiere zeigten nach salzarmer Diät hingegen eine leichte Erhöhung der Diurese, wobei der 

Anstieg bei EP4-/--Tieren auf durchschnittlich 0,71 ± 0,05ml/24h signifikant war. 

 

3.3.2 Elektrolytveränderungen im Blut 
 

 

 

 
Na+ 

[mmol/l] 
Cl- 

[mmol/l] 
K+  

[mmol/l] 
Ca2+ 

[mmol/l] 

 k n k n k n k n 

WT 147,3 
± 0,3 

147,3 
± 0,6 

114,7 
± 0,5 

113,5 
± 0,9 

5,23 
± 0,29 

4,79 
± 0,38 

1,47 
± 0,02 

1,33 
± 0,06 

EP1-/- 148,2 
± 0,9 

148,0 
± 0,7 

112,5 
± 0,8 

112,0 
± 1,5 

4,91 
± 0,14 

5,55 
± 0,4 

1,37 
± 0,06 

1,31 
± 0,09 

EP2-/- 148,1 
± 0,5 

147,6 
± 0,6 

114,2 
± 0,9 

111,7 
± 1,1 

4,96 
± 0,17 

4,50 
± 0,24 

1,32 
± 0,02 

1,34 
± 0,02 

EP3-/- 147,4 
± 0,6 

148,6 
± 0,5 

112,9 
± 0,6 

111,8 
± 0,5 

5,11 
± 0,23 

5,22 
± 0,23 

1,26 
± 0,01 

1,35 
± 0,04 

EP4-/- 147,1 
± 0,6  

150,6* 
± 0,9 

113,4 
± 0,5 

113,4 
± 1,1 

5,10 
± 0,16 

4,07* 
± 0,17 

1,31 
± 0,04 

1,34 
± 0,03 

IP-/- 149,7 
± 0,9 

149,6 
± 0,6 

110,7 
± 1,7 

111,6 
± 0,5 

5,11 
± 0,26 

4,81 
± 0,16 

1,48 
± 0,02 

1,47 
± 0,01 

 

Tabelle 3.4 Blutparameter unter Basalbedingungen (k=Kontrolle) und nach vierzehntägiger 
Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen 
Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=14; EP1-/-: n=12; EP2-/-: 
n=12; EP3-/-: n=14; EP4-/-: n=10 und IP-/-: n=14. 

 

Tabelle 3.4 zeigt, dass die Gabe einer salzarmen Diät in der EP4-/--Gruppe eine signifikante 

Steigerung der Natriumkonzentration im Blut bewirkte. Zusätzlich war eine signifikante 

zwanzigprozentige Verminderung der Kaliumkonzentration im Blut erkennbar, was auf eine 

Hypokaliämie hindeutet. Weiterhin konnten keine signifikanten Veränderungen der 

Elektrolytkonzentrationen im Blut in den Versuchsgruppen festgestellt werden. 
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3.3.3 Veränderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion 
 

Abbildung 3.20 zeigt den deutlichen signifikanten Abfall der Natriumausscheidung unter 

Niedrigsalzdiätgabe in allen Versuchsgruppen. Beim Wildtyp war eine Verminderung der 

Natriumexkretion um 85% zu beobachten. Unter basalen Bedingungen zeigten EP4-/--Mäuse 

eine leicht verminderte Natriumausscheidung im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen. 

 

 
Abbildung 3.20 Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und 
den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=20; EP1-/-: 
n=19; EP2-/-: n=20; EP3-/-: n=19; EP4-/-: n=18 und IP-/-: n=15. 

 

In Abbildung 3.21 ist die Kaliumausscheidung nach Niedrigsalzdiätgabe dargestellt. Die 

Niedrigsalzdiätgabe bewirkte in der EP4-/--Gruppe einen signifikanten Anstieg der 

Kaliumexkretion von basal 81,32 ± 4,69µmol/24h auf 129,50 ± 15,48µmol/24h, dies 

entspricht einer Zunahme um ungefähr 60% (Abbildung 3.21). Dieser Anstieg stimmt mit der 

zuvor beobachteten um 20% erniedrigten Kaliumkonzentration im Blut (Tabelle 3.4) überein. 

Unter basalen Bedingungen konnte bei EP2-/--, EP3-/-- und IP-/--Mäusen eine erhöhte 

Kaliumexkretion im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden.  
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Abbildung 3.21 Durchschnittliche Kaliumkonzentration in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) 

und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) 
und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=20; 
EP1-/-: n=19; EP2-/-: n=20; EP3-/-: n=19; EP4-/-: n=18 und IP-/-: n=15. 

 

 
Abbildung 3.22 Durchschnittliche Kalziumkonzentration in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) 

und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) 
und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=20; 
EP1-/-: n=19; EP2-/-: n=20; EP3-/-: n=19; EP4-/-: n=18 und IP-/-: n=15. 

 

Die Kalziumexkretion im Urin war bei allen Versuchsgruppen nach Gabe einer salzarmen 

Diät erniedrigt, wobei die Abnahme bei Wildtyp-, EP1-/--, EP3-/-- und IP-/--Mäusen signifikant 

war (Abbildung 3.22). 
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3.3.4 Reninkonzentration im Plasma 
 

 
Abbildung 3.23: Durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma in mGU/ml unter Basal-

bedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. 
Gruppengrößen: WT: n=12; EP1-/-: n=14; EP2-/-: n=18; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=11 
und IP-/-: n=13. 

 

Unter basalen Bedingungen waren, mit durchschnittlichen Werten zwischen 0,22-

0,3mGU/ml, nur geringfügige Unterschiede in der Plasma-Reninkonzentration zwischen den 

Versuchsgruppen erkennbar (Abbildung 3.23).  

Die Niedrigsalzdiätgabe bewirkte bei Wildtyp-, EP1-/-- und EP3-/--Tieren einen signifikanten 

Anstieg der Plasma-Reninaktivität (Abbildung 3.23). Beim Wildtyp stieg die Plasma-

Reninkonzentration von durchschnittlich 7,84 ± 0,76 auf 13,21 ± 2,16mGU/ml, bei EP1-/--

Tieren von 9,91 ± 1,20 auf 20,01 ± 4,18mGU/ml und bei EP3-/--Mäusen von 9,47 ± 0,49 auf 

13,96 ± 1,62mGU/ml, dies entspricht einer Zunahme um 89%, 102% und 47%. Im Gegensatz 

hierzu war bei EP2-/--, EP4-/-- und IP-/--Mäusen nur ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der 

Plasma-Reninkonzentration zu beobachten. 
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3.3.5 Veränderungen derPGE2-Exkretion 
 

In Abbildung 3.24 ist die PGE2-Konzentration im Urin unter basalen Bedingungen und nach 

vierzehntägiger Gabe einer Niedrigsalzdiät beim Wildtyp und den verschiedenen 

Rezeptorknockout-Gruppen dargestellt.  

 

 
Abbildung 3.24 Durchschnittliche PGE2-Exkretion in ng/24h unter Basalbedingungen (k) und nach 

vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: n=17; 
EP2-/-: n=12; EP3-/-: n=12; EP4-/-: n=16 und IP-/-: n=12. 

 

Unter basalen Bedingungen schwankten die PGE2-Konzentrationenim Urin bei Wildtyp- und 

den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren durchschnittlich zwischen 14,57 und 

31,64ng/24h. EP3-/-- und IP-/--Mäuse zeigten eine leicht erhöhte basale PGE2-Konzentration 

im Urin im Vergleich zum Wildtyp, während EP1-/--, EP2-/-- und EP4-/--Mäuse eine im 

Vergleich leicht erniedrigte Konzentration aufwiesen. In allen Versuchsgruppen stieg die 

PGE2-Exkretion im Urin nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät signifikant stark an. 

Bei EP2-/--, EP4-/-- und IP-/--Tieren waren die deutlichsten Effekte erkennbar, die PGE2-

Exkretion stieg in diesen Gruppen auf durchschnittlich 83,28 ± 13,77ng/24h, 77,2 ± 

13,85ng/24h und 98,24 ± 16,68ng/24h. Dies entspricht einem Anstieg der PGE2-Exkretion im 

Urin um nahezu das sechsfache in der EP2-/--und EP4-/--Gruppe und das vierfache in der IP-/--

Gruppe. In der Wildtyp-, EP1-/--und EP3-/--Gruppe stieg die PGE2-Exkretion jeweils auf etwa 

50ng/24h.  
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3.3.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin 
 

 

 

 
Plasma-Kreatinin  

[mg/dl] 

Urin-Kreatinin  
[mg/24h] 

 k n k n 

WT 25,45 
± 2,99 

27,88  
± 1,99 

2,10 
± 0,25 

1,72  
± 0,19 

EP1-/- 37,81 
± 2,21 

36,44 
± 2,95 

1,78 
0,28 

1,50 
± 0,27 

EP2-/- 24,32 
± 3,00 

28,30 
± 2,54 

2,01 
± 0,27 

2,90 
± 0,51 

EP3-/- 33,22 
± 1,18 

31,71 
± 4,18 

2,71 
± 0,27 

3,00 
± 0,29 

EP4-/- 33,14 
± 0,6  

34,84 
± 1,88 

2,29 
± 0,23 

3,31 
± 0,38 

IP-/- 25,76 
± 2,10 

28,60 
± 2,49 

2,19 
± 0,37 

1,92 
± 0,34 

 

Tabelle 3.5 Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. mg/24h unter 
Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: 
WT: n=20; EP1-/-: n=19; EP2-/-: n=20; EP3-/-: n=19; EP4-/-: n=18 und IP-/-: n=15. 

 

Plasma und Urin wurden hinsichtlich ihres Kreatingehaltes untersucht, es konnten keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Basalwerten der jeweiligen Versuchsgruppen und 

den Werten nach zweiwöchiger Gabe einer Niedrigsalzdiät festgestellt werden (Tabelle 3.5). 

Auffällig war jedoch, dass die EP1-/--Gruppe unter basalen Bedingungen einen höheren 

Plasma-Kreatiningehalt als Wildtyp-Tiere und die anderen Rezeptorknockout-Tiere 

aufwiesen.  
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3.3.7 Vasopressinkonzentration im Plasma 
 

 
Abbildung 3.25 Durchschnittliche Plasma-Vasopressinkonzentration in ng/ml unter Basal-

bedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: 
WT: n=20; EP1-/-: n=11; EP2-/-: n=16; EP3-/-: n=16; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 

Betrachtet man die durchschnittliche Vasopressinkonzentration im Plasma nach Gabe einer 

Niedrigsalzdiät, so zeigte sich ein signifikanter Anstieg bei EP3-/--Mäusen. In der EP4-/--und 

IP-/--Gruppe war ein deutlicher, aber nicht signifikanter Anstieg erkennbar. EP1-/--Tiere 

zeigten keine Veränderung der Vasopressinkonzentration nach Niedrigsalzdiätgabe. In der 

Wildtyp- und der EP2-/--Gruppe war ebenfalls nur ein sehr leichter Anstieg der mittleren 

Vasopressinkonzentration im Plasma zu erkennen. 
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3.4  Effekte kurzfristiger Niedrigsalzdiätgabe 
 

Um zu überprüfen wie sich ein Salzmangel kurzfristig auf die in Abschnitt 3.2 untersuchten 

Parameter auswirkt, wurde ein Versuchsmodell mit einer dreitägigen Diätgabe aufgestellt. 

 

3.4.1 Veränderungen der Diurese 
 

 
Abbildung 3.26 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach 

dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: 
n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 

 

Nach dreitägiger Gabe einer Niedrigsalzdiät zeigte sich in den Gruppen hinsichtlich der 

Diurese, ein tendenziell der vierzehntägigen Diätgabe ähnliches Bild. Bei EP4-/--Mäusen war 

ein starker signifikanter Anstieg der Diurese festzustellen. Die anderen Versuchsgruppen 

zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu ihren basalen Werten. In der EP4-/--

Gruppe war eine im Gegensatz zur zweiwöchigen Niedrigsalzdiätgabe mit durchschnittlich 

0,71 ± 0,05ml/24h, stärker erhöhte Diurese von durchschnittlich 0,91 ± 0,07ml/24h 

feststellbar. Dies entspricht einer Erhöhung der Diurese nach dreitägiger Diätgabe gegenüber 

dem basalen Wert um 112%. 
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3.4.2 Elektrolytveränderungen im Blut 
 

 

 

 
Na+ 

[mmol/l] 

Cl- 

[mmol/l] 

K+  
[mmol/l] 

Ca2+ 
[mmol/l] 

 k n k n k n k n 

WT 147,3 
± 0,3 

146,8 
± 0,8 

114,7 

± 0,5 

109,6* 

± 1,1 

5,23 
± 0,29 

4,96 
± 0,36 

1,47 

± 0,02 

1,39* 
± 0,02 

EP1-/- 148,2 
± 0,9 

147,7 
± 0,6 

112,5 
± 0,8 

112,3 
± 1,3 

4,91 
± 0,14 

5,03 
± 0,26 

1,37 
± 0,06 

1,37 
± 0,04 

EP2-/- 148,1 
± 0,5 

145,9* 
± 0,7 

114,2 
± 0,9 

111,1* 
± 0,9 

4,96 
± 0,17 

4,79 
± 0,21 

1,32 
± 0,02 

1,35 
± 0,02 

EP3-/- 147,4 
± 0,6 

146,7 
± 0,6 

112,9 
± 0,6 

110,1* 
± 0,7 

5,11 
± 0,23 

4,51 
± 0,27 

1,26 
± 0,01 

1,40* 
± 0,03 

EP4-/- 147,1 
± 0,6  

147,7  
± 2,2 

113,4 
± 0,5 

109,7 
± 3,2 

5,10 
± 0,16 

4,83 
± 0,34 

1,31 
± 0,04 

1,39 
± 0,02 

IP-/- 149,7 
± 0,9 

147,3 
± 0,3 

110,7 
± 1,7 

110,3 
± 1,2 

5,11 
± 0,26 

4,47 
± 0,09 

1,48 
± 0,02 

1,39* 
± 0,02 

 

Tabelle 3.6 Blutparameter unter Basalbedingungen und nach dreitägiger Gabe einer salzarmen 
Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. 
Gruppengrößen: WT: n=8; EP1-/-: n=7; EP2-/-: n=9; EP3-/-: n=9; EP4-/-: n=5 und 
IP-/-: n=5. 

 

Betrachtet man die Elektrolytkonzentrationen im Blut nach dreitägiger Gabe einer 

Niedrigsalzdiät, so fiel bei Wildtyp-Tieren ein signifikanter Abfall der Natrium- und 

Kalziumkonzentration auf. EP2-/--Tiere zeigten ebenfalls eine signifikante Verminderung der 

Natriumkonzentration und einen signifikanten Abfall der Chloridkonzentration. Bei EP3-/--

Tieren war eine signifikante Verringerung der Chloridkonzentration und eine signifikante 

Zunahme der Kalziumkonzentration zu verzeichnen. In der IP-/--Gruppe konnte, wie auch bei 

Wildtyp- und EP2-/--Mäusen, ein signifikanter Abfall der Kalziumkonzentration festgestellt 

werden. 
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3.4.3 Veränderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion 
 

 
Abbildung 3.27 Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: 
n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 

 

Die Natriumkonzentration im Urin zeigte nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät einen 

signifikanten starken Abfall in allen Versuchsgruppen (Abbildung 3.27), der aber noch nicht 

so stark ausgeprägt war wie nach zweiwöchiger Diätgabe.  

Die Kaliumexkretion nach dreitägiger Diät (Abbildung 3.28) zeigte tendenziell ein der 

zweiwöchigen Diätgabe ähnliches Bild (Abbildung 3.21). Die zweiwöchige Niedrigsalzdiät-

gabe bewirkte bei EP4-/--Tieren einen im Vergleich zum Basalwert sechzigprozentigen 

Anstieg der Kaliumexkretion auf durchschnittlich 129,5 ± 15,48µmol/24h, nach dreitägiger 

Diätgabe war ein noch höherer Anstieg im Gegensatz zu basalen Bedingungen um ungefähr 

93%, auf 157,1 ± 20,74µmol/24h zu beobachten. 

Die Kalziumkonzentration im Urin (Abbildung 3.29) zeigte in den Gruppen ebenfalls ein der 

zweiwöchigen Diätgabe ähnliches Bild. In der Wildtyp-, EP1-/-- und EP3-/--Gruppe war eine 

signifikante Abnahme der Kalziumexkretion zu beobachten. 
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Abbildung 3.28 Durchschnittliche Kaliumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim Wildtyp (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: 
n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 

 

 
Abbildung 3.29 Durchschnittliche Kalziumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim Wildtyp (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: 
n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 
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3.4.4 Reninkonzentration im Plasma 

 
Abbildung 3.30 Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter Basalbedingungen 

(k) und nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim Wildtyp (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=11; EP1-/-: 
n=10; EP2-/-: n=8; EP3-/-: n=5; EP4-/-: n=5 und IP-/-: n=5. 

 

Nach dreitägiger Niedrigsalzdiätgabe zeigten sich im Vergleich zu den Basalwerten keine 

signifikanten Unterschiede im Bezug auf die durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma 

(Abbildung 3.30). Bei EP3-/--Tieren war ein Anstieg der Plasma-Reninkonzentration 

erkennbar, der jedoch keine Signifikanz erreichte. Auch in der EP4-/-- und IP-/--Gruppe war 

ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der Reninkonzentration zu beobachten. 
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3.4.5 Veränderungen der PGE2-Exkretion  
 
In Abbildung 3.31 ist die PGE2-Konzentration im Urin nach dreitägiger Niedrigsalzdiätgabe 

dargestellt. Bereits zu diesem Zeitpunkt zeichnete sich in allen Versuchsgruppen eine 

Zunahme der PGE2-Konzentration im Urin ab, die aber nur bei EP2-/-- und EP3-/--Tieren 

Signifikanz erreichte. In der EP2-/--Gruppe war ein Anstieg auf 51,74 ± 11,28ng/24h und in 

der EP3-Gruppe auf 61,67 ± 14,97ng/24h zu beobachten. Nach zweiwöchiger Diätgabe war 

im Gegensatz hierzu in allen Gruppen eine signifikante Zunahme der PGE2-Konzentration im 

Urin zu erkennen (Abbildung 3.24). 

 

 
Abbildung 3.31 Durchschnittliche PGE2-Konzentration im Urin in ng/24h unter 

Basalbedingungen (k) und nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim 
Wildtyp (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: 
WT: n=15; EP1-/-: n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 
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3.4.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin 
 

 

 

 
Plasma-Kreatinin  

[mg/dl] 

Urin-Kreatinin  
[mg/24h] 

 k n k n 

WT 25,45 
± 2,99 

30,76  
± 1,77 

2,10 
± 0,25 

1,80 
± 0,51 

EP1-/- 37,81 
± 2,21 

28,55* 
± 2,37 

1,78 
0,28 

1,45 
± 0,26 

EP2-/- 24,32 
± 3,00 

21,26 
± 4,45 

2,01 
± 0,27 

2,09 
± 0,33 

EP3-/- 33,22 
± 1,18 

16,80* 
± 4,55 

2,71 
± 0,27 

2,26 
± 0,32 

EP4-/- 33,14 
± 0,6  

13,33* 
± 5,22 

2,29 
± 0,23 

3,24* 
± 0,32 

IP-/- 25,76 
± 2,10 

22,47 
± 2,54 

2,19 
± 0,37 

1,84 
± 0,18 

 

Tabelle 3.7 Durchschnittlicher Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. 
mg/24h unter Basalbedingungen (k) und nach dreitägiger Gabe einer salzarmen 
Diät (n) nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim Wildtyp (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=15; EP1-/-: 
n=13; EP2-/-: n=13; EP3-/-: n=13; EP4-/-: n=12 und IP-/-: n=12. 

 

Bei EP1-/--, EP3-/- und EP4-/--Tieren war eine signifikante Abnahme der Plasma-

Kreatininkonzentration nach dreitägiger Diätgabe feststellbar. Eine signifikante Steigerung 

der Kreatininkonzentration im Urin konnte nur in der EP4-/--Gruppe beobachtet werden 

(Tabelle 3.7). 
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3.4.7 Vasopressinkonzentration im Plasma 
 

 
Abbildung 3.32 Durchschnittliche Vasopressinkonzentration im Plasma in ng/ml unter 

Basalbedingungen (k) und nach dreitägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) beim 
Wildtyp (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: 
WT: n=7; EP1-/-: n=7; EP2-/-: n=10; EP3-/-: n=5; EP4-/-: n=5 und IP-/-: n=5. 

 

Die dreitägige Niedrigsalzdiätgabe führte in der EP1-/-- und der IP-/--Gruppe zu einem Anstieg 

der Vasopressinkonzentration im Plasma, der aber aufgrund der Schwankungsbreite keine 

Signifikanz erreichte (Abbildung 3.32). In der EP3-/--Gruppe war ein signifikanter Anstieg der 

Vasopressinkonzentration auf durchschnittlich 0,91 ± 0,35ng/ml zu beobachten. 
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3.5 Niedrigsalzdiätgabe bei EP1/3-/--Tieren 
 

3.5.1 Veränderungen der Diurese 
 

 
Abbildung 3.33 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach 

vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--
Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10. 

 

Abbildung 3.33 zeigt das durchschnittliche Urinvolumen von Wildtyp- und EP1/3-/--Tieren 

unter basalen Bedingungen und nach vierzehntägiger Niedrigsalzdiätgabe. Beide Gruppen 

zeigten keine Veränderungen hinsichtlich ihres Diuresevolumens unter Niedrigsalzdiät im 

Vergleich zu basalen Bedingungen. Auffallend war die schon unter basalen Bedingungen 

niedrigere Diurese bei EP1/3-/--Tieren mit 0,30 ± 0,04ml/24h, im Vergleich zum Wildtyp mit 

0,51 ± 0,07ml/24h. 
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3.5.2 Elektrolytveränderungen im Blut 
 

 

 

 
Na+ 

[mmol/l] 

Cl- 

[mmol/l] 
K+  

[mmol/l] 
Ca2+ 

[mmol/l] 

 k n k n k n k n 

WT 147,3 
± 0,3 

147,3 
± 0,6 

114,7 
± 0,5 

113,5 
± 0,9 

5,23 
± 0,29 

4,79 
± 0,38 

1,47 
± 0,02 

1,33 
± 0,06 

EP1/3-/- 149,6 
± 0,9 

150,5 
± 0,7 

107,5 
± 2,4 

112,0 
± 0,8 

4,97 
± 0,23 

5,03 
± 0,37 

1,47 
± 0,02 

1,46 
± 0,01 

 

Tabelle 3.8 Blutparameter unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer 
salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die Gruppengröße betrug 
n=10.  

 

Nach zweiwöchiger Niedrigsalzdiätgabe konnten keine signifikanten Veränderungen der 

Elektrolytkonzentrationen von Natrium, Kalzium, Chlorid und Kalium im Blut bei Wildtyp- 

und EP1/3-/--Tieren festgestellt werden. 

 

3.5.3 Veränderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion 
 
In Abbildung 3.34 ist der durchschnittliche Natriumgehalt im Urin bei Wildtyp- und EP1/3-/--

Tieren unter Niedrigsalzdiätgabe dargestellt. Wildtyp-Tiere zeigten eine starke signifikante 

Verminderung der Natriumexkretion von im Mittel 65,61 ± 8,25µmol/24h auf 10,58 ± 

2,73µmol/24h. Bei EP1/3-/--Mäusen zeigte sich schon unter basalen Bedingungen eine, mit 

37,18 ± 8,54µmol/24h, signifikant verminderte Natriumausscheidung verglichen mit dem 

Wildtyp. Nach Diätgabe sank die Natriumausscheidung in der EP1/3-/--Gruppe im Vergleich 

zu Wildtyp weniger stark auf 26,71 ± 5,38µmol/24h ab. 
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Abbildung 3.34 Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--
Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10.  

 

 
Abbildung 3.35 Durchschnittliche Kaliumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--
Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10. 

 

Die Kaliumexkretion war unter basalen Bedingungen in der EP1/3-/--Gruppe mit 49,92 ± 

13,08µmol/24h gegenüber dem Wildtyp mit 84,92 ± 7,86µmol/24h erniedrigt. Während bei 

Wildtyp-Tieren der mittlere Kaliumgehalt im Urin unter Niedrigsalzdiätgabe unverändert 

blieb, war bei EP1/3-/--Mäusen ein signifikanter Anstieg der Kaliumexkretion um ungefähr 

146% erkennbar (Abbildung 3.35).  
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Abbildung 3.36 Durchschnittliche Kalziumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--
Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10. 

 

Nach zweiwöchiger Niedrigsalzdiätgabe war bei Wildtyp-Mäusen ein signifikanter Abfall der 

Kalziumkonzentration von durchschnittlich 1,33 ± 0,13 auf 1,03 ± 0,06µmol/24h im Urin 

erkennbar, während bei EP1/3-/--Tieren keine signifikanten Veränderungen zu beobachten 

waren (Abbildung 3.36). Die basale Kalziumexkretion war in der EP1/3-/--Gruppe geringfügig 

niedriger als beim Wildtyp. 

 

3.5.4  Reninkonzentration im Plasma 
 

Bei der Betrachtung der Plasma-Reninkonzentration (Abbildung 3.37) fiel in den beiden 

Gruppen das gegenläufige Muster der Reninaktivität unter Basalbedingungen und nach 

zweiwöchiger Niedrigsalzdiätgabe auf. Wildtyp-Tiere hatten unter basalen Bedingungen mit 

7,84 ± 0,76mGU/ml, eine wesentlich niedrigere Plasma-Reninkonzentration als EP1/3-/--Tiere 

mit durchschnittlich 20,4 ± 3,57mGU/ml. Nach salzarmer Diät stieg die Plasma-

Reninaktivität bei Wildtyp-Mäusen signifikant an, während bei EP1/3-/--Mäusen eine 

signifikante Verminderung um ungefähr 73% zu beobachten war. Die Plasma-Reninaktivität 

unter Niedrigsalzdiät war bei EP1/3-/--Tieren ungefähr 60% niedriger als beim Wildtyp. 
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Abbildung 3.37 Durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma in mGU/ml unter 

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1/3-/-: n=4. 

 

3.5.5 Veränderungen der PGE2-Exkretion 
 

Die PGE2-Konzentration im Urin stieg unter Niedrigsalzdiät beim Wildtyp- und den EP1/3-/--

Mäusen signifikant an (Abbildung 3.38).  

 
Abbildung 3.38 Durchschnittliche PGE2-Konzentration im Urin in ng/24h unter Basal-

bedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10. 
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Die Niedrigsalzdiät führte beim Wildtyp zu einem Anstieg der PGE2-Konzentration um 

ungefähr 105%, von durchschnittlich 24,24 ± 5,17ng/24h auf 50,17 ± 7,41ng/24h, während in 

der EP1/3-/--Gruppe ein Anstieg um etwa 750%, von 12,96 ± 2,85ng/24h auf 110,20 ± 

14,28ng/24h zu beobachten war. Dies entspricht einer um ungefähr 120% höheren PGE2-

Exkretion in der EP1/3-/--Gruppe gegenüber dem Wildtyp unter Niedrigsalzdiät. 

 

3.5.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin 
 

 

 

 
Plasma-Kreatinin  

[mg/dl] 

Urin-Kreatinin  
[mg/24h] 

 k n k n 

WT 25,45 
± 2,99 

27,88 
± 1,99 

2,10 
± 0,25 

1,72 
± 0,19 

EP1/3-/- 21,16 
± 2,19 

21,36 
± 4,62 

1,10 
± 0,24 

2,04 
± 0,63 

 

Tabelle 3.9 Durchschnittlicher Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. 
mg/24h unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen 
Diät (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Die Gruppengröße betrug n=10. 

 

Die Messung des Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehaltes unter Niedrigsalzdiätgabe 

ergab keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu basalen Bedingungen bei Wildtyp- 

und EP1/3-/--Mäusen. In der EP1/3-/--Gruppe war ein Anstieg der Kreatininkonzentration im 

Urin zu beobachten, der jedoch durch die hohe Schwankungsbreite der Werte keine 

Signifikanz erreicht. 
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3.5.7 Vasopressinkonzentration im Plasma 
 

Während die Niedrigsalzdiät bei Wildtyp-Mäusen keine Veränderungen der Plasma-

Vasopressinkonzentrationen herbeiführte, zeigte sich bei EP1/3-/--Tieren ein starker, 

signifikanter Anstieg um durchschnittlich 134%, von 0,49 ± 0,07ng/ml auf 1,14 ± 0,08ng/ml 

(Abbildung 3.39). Dies entspricht einer um ungefähr 185% höheren Plasma-Vasopressin-

konzentration als beim Wildtyp nach Diätgabe. 

 

 
Abbildung 3.39 Durchschnittliche Vasopressinkonzentration im Plasma in ng/ml unter 

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer salzarmen Diät (n) bei 
Wildtyp- (WT) und EP1/3-/--Mäusen. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1/3-/-: n=4. 
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3.6 Einfluss von Hochsalzdiätgabe auf die renale Salzregulation 
 

3.6.1 Veränderungen der Diurese 
 

 
Abbildung 3.40 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach 

vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) bei Wildtyp- (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: n=11; 
EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

Nach Hochsalzdiätgabe war beim Wildtyp und allen Rezeptorknockout-Linien ein 

signifikanter Anstieg der Diurese erkennbar. Die EP-Rezeptorknockout-Tiere erreichten 

Urinvolumina die der Diuresesteigerung unter Furosemidgabe ähnelten. EP1-/--Tiere wiesen 

eine mittlere Zunahme des Urinvolumens um 620%, von 0,5 ± 0,05 auf 3,58 ± 0,38ml/24h, 

auf. EP2-/-- und EP3-/--Tiere steigerten ihre Urinvolumina von 0,65 ± 0,78 auf 3,74 ± 

0,34ml/24h und von 0,56 ± 0,05 auf 3,16 ± 0,38ml/24h, dies entspricht einem prozentualen 

Anstieg um ungefähr 475 bzw. 465%.  

Auch EP4-/--Mäuse steigerten ihre Urinvolumina von durchschnittlich 0,48 ± 0,10 auf 2,97 ± 

0,44ml/24h, was einer prozentualen Zunahme von etwa 520% entspricht. Auffällig war die 

geringere Zunahme des Urinvolumens bei Wildtyp- und IP-/--Tieren. Beim Wildtyp betrug die 

Zunahme im Mittel 305%, von 0,51 ± 0,07 auf 2,07 ± 0,28ml/24h, während bei IP-/--Tieren 

nur eine Steigerung von 114%, von 0,52 ± 0,09 auf 1,11 ± 0,32ml/24h, zu beobachten war. 
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3.6.2 Elektrolytveränderungen im Blut 
 

 

 

 
Na+ 

[mmol/l] 

Cl- 

[mmol/l] 
K+  

[mmol/l] 
Ca2+ 

[mmol/l] 

 k h k h k h k h 

WT 147,3 
± 0,3 

147,9 
± 0,4 

114,7 

± 0,5 

117,2* 
± 0,9 

4,62 
± 0,46 

5,43 
± 0,26 

1,47 

± 0,02 

1,42 
± 0,04 

EP1-/- 148,2 
± 0,9 

146,5 
± 0,7 

112,5 
± 0,8 

108,5* 
± 1,2 

4,91 
± 0,14 

4,58 
± 0,13 

1,37 
± 0,06 

1,43 
± 0,01 

EP2-/- 148,1 
± 0,5 

146,8 
± 0,9 

114,2 
± 0,9 

110,4* 
± 1,7 

4,96 
± 0,17 

4,68 
± 0,27 

1,32 
± 0,02 

1,41* 
± 0,03 

EP3-/- 147,4 
± 0,6 

144,6* 
± 0,8 

112,9 
± 0,6 

113,8 
± 1,1 

5,11 
± 0,23 

5,86 
± 0,31 

1,26 
± 0,01 

1,46* 
± 0,03 

EP4-/- 147,1 
± 0,6  

146,3 
± 0,8 

113,4 
± 0,5 

113,9 
± 2,3 

5,10 
± 0,16 

5,31 
± 0,30 

1,31 
± 0,04 

1,25 
± 0,06 

IP-/- 149,7 
± 0,9 

147,9 
± 0,4 

110,7 
± 1,7 

115,4* 
± 0,8 

5,11 
± 0,26 

4,42* 
± 0,04 

1,48 
± 0,02 

1,52 
± 0,02 

 

Tabelle 3.10 Blutparameter unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer 
Hochsalzdiät (h) bei Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-
Tieren.   Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: n=11; EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; 
EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

In Tabelle 3.10 sind die Elektrolytkonzentrationen im Blut unter Basalbedingungen und unter 

zweiwöchiger Hochsalzdiätgabe dargestellt. EP3-/--Tiere zeigten einen signifikanten Abfall 

des Natriumgehaltes im Blut. Wildtyp- und IP-/--Tiere ließen einen signifikanten Anstieg der 

Chloridkonzentration im Blut erkennen, während bei EP1-/-- und EP2-/--Tieren eine 

signifikante Abnahme des Chloridgehaltes zu beobachten war. Der Kaliumgehalt im Blut war 

nur bei IP-/--Tieren signifikant vermindert. In der EP2-/-- und EP3-/--Gruppe zeigte sich eine 

signifikante Steigerung des Kalziumgehaltes im Blut. 
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3.6.3 Veränderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion  
 

 
Abbildung 3.41 Durchschnittliche Natriumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) bei Wildtyp- (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: n=11; 
EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

Wie in Abbildung 3.41 deutlich zu sehen ist, stieg die Natriumexkretion nach 

Hochsalzdiätgabe in allen Gruppen signifikant stark an. Auffällig ist hier vor allem die im 

Vergleich zu den anderen Gruppen niedrigere Natriumausscheidung bei Wildtyp- und IP-/--

Tieren. Während die EP-Knockout-Mäuse durchschnittliche Werte zwischen 1400 und 

1600µmol/24h erreichten, war bei Wildtyp-Mäusen ein Wert von im Mittel 1073 ± 

150,2µmol/24h und bei IP-/--Tieren ein Wert von 696,6 ± 219,5µmol/24h zu beobachten. 

In der WT-, EP1-/--, EP2-/-- und EP4-/--Gruppe verursachte die Hochsalzdiätgabe einen starken 

signifikanten Anstieg der Kaliumexkretion (Abbildung 3.42). Im Gegensatz dazu war in der 

EP3-/--Gruppe nur ein leichter Anstieg und bei IP-/--Tieren nahezu keine Veränderung der 

Kaliumexkretion erkennbar.   
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Abbildung 3.42 Durchschnittliche Kaliumexkretion in µmol/24h unter Basalbedingungen (k) und 

nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) bei Wildtyp- (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: n=11; 
EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

 
Abbildung 3.43 Durchschnittliche Kalziumkonzentration im Urin in µmol/24h unter 

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) bei 
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrößen: 
WT: n=10; EP1-/-: n=11; EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 

Abbildung 3.43 zeigt die durchschnittliche Kalziumexkretion im Urin nach Hochsalzdiätgabe. 

Bei Wildtyp- und allen EP-Rezeptorknockout-Tieren war eine signifikante Steigerung der 
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Kalziumexkretion zu beobachten, wohingegen IP-/--Tiere eine leichte Verminderung der 

Kalziumexkretion erkennen ließen. Die stärkste Zunahme der Kalziumexkretion, um ungefähr 

97%, 94% und 116%, war bei Wildtyp-, EP1-/-- und EP2-/--Tieren zu verzeichnen. EP3-/-- und 

EP4-/--Tiere zeigten eine leichteren Anstieg um 41% bzw. 68%. In der IP-/--Gruppe war eine 

Verminderung der Kalziumexkretion um ungefähr 27% erkennbar. 

 

3.6.4 Reninkonzentration im Plasma 
 

 
Abbildung 3.44 Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter Basalbedingungen 

(k) und nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) beim Wildtyp (WT) und 
den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: 
n=11; EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

In allen Versuchsgruppen war nach Hochsalzdiätgabe eine Verminderung der Plasma-

Reninkonzentration zu beobachten. Eine signifikante Abnahme war bei EP1-/--, EP2-/-- und 

EP4-/--Tieren nachweisbar. In der EP1-/--Gruppe führte die Hochsalzdiät zu einer etwa 

73%igen Abnahme der Plasma-Reninkonzentration. EP2-/-- und EP4-/--Tiere zeigten eine 

Verminderung um jeweils 56% bzw. 61%. 
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3.6.5 Veränderungen der PGE2-Exkretion 
 

 
Abbildung 3.45 Durchschnittliche PGE2-Exkretion in ng/24h im Urin unter Basalbedingungen (k) 

und nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) beim Wildtyp (WT) und den 
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: 
n=11; EP2-/-: n=9; EP3-/-: n=7; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

In Abbildung 3.45 ist die durchschnittliche PGE2-Exkretion bei Wildtyp- und den 

verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät 

dargestellt. EP1-/-- und IP-/--Tiere zeigten eine signifikante Erhöhung der PGE2-Exkretion. 

EP1-/--Tiere steigerten ihre PGE2-Exkretion von durchschnittlich 17,21 ± 3,46ng/24h auf 

63,35 ± 13,24ng/24h, das entspricht einer Zunahme von 268%. Bei IP-/--Mäusen war eine 

durchschnittliche Steigerung um ungefähr 112%, von 24,44 ± 5,43ng/24h auf 51,85 ± 

11,26ng/24h, zu beobachten. Beim Wildtyp- und den anderen Rezeptorknockout-Gruppen 

konnten keine signifikanten Unterschiede in der PGE2-Exkretion nach Hochsalzdiätgabe im 

Vergleich zu basalen Bedingungen festgestellt werden. 
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3.6.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin 
 

 

 

 
Plasma-Kreatinin  

[mg/dl] 

Urin-Kreatinin  
[mg/24h] 

 k h k h 

WT 25,45 
± 2,99 

21,87 
± 3,40 

2,10 
± 0,25 

2,91 
± 0,42 

EP1-/- 37,81 
± 2,21 

33,28 
± 5,20 

1,78 
0,28 

3,15* 
± 0,28 

EP2-/- 24,32 
± 3,00 

21,03 
± 2,11 

2,01 
± 0,27 

3,94* 
± 0,40 

EP3-/- 33,22 
± 1,18 

26,52* 
± 1,75 

2,71 
± 0,27 

3,09 
± 0,49 

EP4-/- 33,14 
± 0,6  

20,44* 
± 2,36 

2,29 
± 0,23 

3,53* 
± 0,72 

IP-/- 25,76 
± 2,10 

31,53 
± 1,56 

2,19 
± 0,37 

1,44 
± 0,53 

 

Tabelle 3.11 Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. mg/24h unter 
Basalbedingungen (k) und nach vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) beim 
Wildtyp und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: 
n=10; EP1-/-: n=11; EP2-/-: n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=8 und IP-/-: n=8. 

 
 

In der EP3-/-- und EP4-/--Gruppe war ein signifikanter Abfall der Kreatininkonzentrationen im 

Plasma von ungefähr 15% bzw. 38% zu beobachten. Der Kreatiningehalt im Urin stieg bei 

EP1-/--, EP2-/-- und EP4-/--Tieren signifikant um nahezu 77%, 96% und 54% an. In der IP-/--

Gruppe war eine leichte Zunahme des Plasma-Kreatiningehaltes und eine leichte Abnahme 

des Urin-Kreatiningehaltes erkennbar, es wurde jedoch keine Signifikanz erreicht. 
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3.6.7 Vasopressinkonzentration im Plasma 
 

 

 
Abbildung 3.46 Vasopressinkonzentration im Plasma in ng/ml unter Basalbedingungen (k) und nach 

vierzehntägiger Gabe einer Hochsalzdiät (h) beim Wildtyp und den verschiedenen 
Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrößen: WT: n=10; EP1-/-: n=11; EP2-/-: 
n=11; EP3-/-: n=10; EP4-/-: n=7 und IP-/-: n=7. 

 
 

Die Untersuchung der Vasopressinkonzentration im Plasma nach Hochsalzdiätgabe ließ in 

allen Gruppen eine deutliche Zunahme der Konzentrationen erkennen (Abbildung 3.46). Eine 

signifikante Erhöhung war bei EP1-/--, EP2-/--, EP3-/-- und IP-/--Tieren nachzuweisen. Die 

prozentualen Zunahmen betrugen bei EP1-/--, EP2-/-- und EP3-Tieren im Mittel 147%, 209% 

bzw. 181%. Der stärkste Anstieg der Vasopressinkonzentration war in der IP-/--Gruppe, von 

0,24 ± 0,02 auf 1,09 ± 0,17ng/ml, zu beobachten. Dies entspricht einer Zunahme um 354%. 
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4 Diskussion 
 

Beim aHS/HPS handelt es sich um eine angeborene, schwere Salzverlust-Tubulopathie, die 

durch genetische Defekte in renalen Transportproteinen im Bereich des dicken 

aszendierenden Schenkels der Henle´schen Schleife ausgelöst wird (56). Eine Genmutation, 

die den NKCC2-Kotransporter (Gen SLC12A1) betrifft, ist eine der möglichen Ursachen für 

die Ausprägung des aBS/HPS (100, 122). Durch die Langzeitgabe von Furosemid, einem 

Schleifendiuretikum das den NKCC2-Kotransporter in der Henle´schen Schleife hemmt, kann 

die Symptomatik des aBS/HPS im Tiermodell simuliert werden (17, 100, 128). Hierbei 

können gesteigerte Urinvolumina, ein hyperaktives RAAS mit deutlich erhöhten Plasma-

Reninwerten, hohe Elektrolytverluste und eine stark erhöhte PGE2-Bildung beobachtet 

werden (100). Bei jungen Ratten und Mäusen führt eine Furosemidbehandlung, ähnlich wie 

beim Menschen, zu Wachstumsstörungen, Hypokaliämie und zum Teil auftretender 

Nephrokalzinose (34, 76, 77). Somit bietet sich mit der kontinuierlichen Furosemid-

behandlung im Tiermodell die Möglichkeit den Pathomechanismus genauer zu untersuchen 

und dadurch neue Therapieansätze aufzudecken.  

Bereits frühere Arbeiten zeigen, dass die stark erhöhte Prostaglandinsynthese eine 

Schlüsselfunktion in der schweren Pathogenese des aBS/HPS einnimmt (70, 74, 83, 100, 

104). Bei der Untersuchung der Prostaglandinausscheidung im Urin von aBS/HPS-Patienten 

konnten stark erhöhte Konzentrationen von PGE2 und seines Hauptmetaboliten PGE-M 

festgestellt werden (116, 119). Neuere Untersuchungen an Biopsieproben, zeigten bei 

aBS/HPS-Patienten eine COX-2 Protein und mRNA-Expression in Macula densa-Zellen, die 

beim gesunden Menschen nicht nachweisbar ist (73). Eine Hemmung der 

Prostaglandinsynthese durch Blockade der COX-Aktivität führt beim aBS/HPS zu einer 

erheblichen Verbesserung der Symptomatik (104). NSAIDs die, wie Indomethacin, beide 

Cyclooxygenasen unspezifisch blockieren, können jedoch starke Nebenwirkungen, wie 

Gerinnungsstörungen, Störungen des Gastro-Intestinal-Traktes und die Entstehung von 

Magengeschwüren begünstigen (132). Bei der Langzeittherapie mit Indomethacin wurden bei 

aBS/HPS-Patienten Nebenwirkungen wie das Ausbleiben von Fieber und zu spätes Erkennen 

von Infektionskrankheiten, sowie Haarausfall und eine verzögerte Heilung bei 

Knochenbrüchen beobachtet (118). Dennoch stellt die Behandlung mit Indomethacin nach 

wie vor die Standardtherapie für aBS/HPS-Patienten dar (75, 115, 118), da andere NSAIDs 

(Aspirin, Ibuprofen) stärkere Nebenwirkungen auf den Gastro-Intestinal-Trakt, bei weniger 
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guter Verbesserung der Symptomatik, aufwiesen (118). Versuche mit selektiven COX-2-

Hemmern, sogenannten Coxiben, wie z.B. Rofecoxib (Vioxx) zeigten, dass aBS/HPS-

Patienten von einer solchen Therapie stark profitieren können. Die Behandlung mit Rofecoxib 

konnte, neben einer Reduktion der Prostaglandinsynthese auf den Normalwert, eine ähnliche 

Verbesserung der Polyurie, Hyperkalziurie und Kaliumexkretion herbeiführen wie die 

Indomethacingabe (104). Auch die Behandlung mit dem COX-2 präferentiellen Hemmer 

Nimesulid führte bei aBS/HPS-Patienten eine Reduktion der Prostaglandinsynthese und 

Reninaktivität herbei (98, 99). Die massiv erhöhte Diurese und die hohen Elektrolytverluste 

wurden um bis zu 50% vermindert (99). Ein übereinstimmender Effekt konnte auch in unserer 

Arbeitsgruppe bei mit Furosemid behandelten Mäusen und gleichzeitiger Blockade der 

COX-2 nachgewiesen werden (Dr. K. Beinhorn, Dissertation 2006). Diese Beobachtungen 

bestärken die Annahme, dass die gesteigerte Diurese und Natriurese durch eine Kombination 

der Hemmung von Natrium- und Chloridreabsorption und zusätzlichen PGE2-vermittelten 

Mechanismen entsteht, die aber noch nicht im Einzelnen geklärt sind. Die im Falle von 

langfristigen Behandlungen mit Rofecoxib (Vioxx) verstärkten kardiovaskulären 

Komplikationen mit erhöhtem Herzinfarkt- und Schlaganfallrisiko machen deutlich, dass auch 

eine selektive Hemmung der COX-2 von nicht vorhersehbaren Nebenwirkungen begleitet sein 

kann (26). Eine gezieltere Therapie, zum Beispiel durch die Blockade nur einzelner 

Prostaglandinrezeptoren, könnte vorteilhaft sein. Hierzu wären aber genauere Kenntnisse der 

Funktion und Wirkungsweise der Prostaglandinrezeptoren auf die renale Elektrolyt- und 

Wasserregulation sowie deren Beitrag zur gravierenden Pathogenese des aBS/HPS 

erforderlich. Um diesen Fragestellungen nachzukommen, wurden am Tiermodell Maus 

Versuche unter Furosemidgabe sowie unter diätischen Veränderungen der Salzkonzentration 

im Futter durchgeführt. 
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4.1 Furosemidmodell 
 

Um die Funktion der Prostaglandinrezeptoren in der Pathogenese des aBS/HPS besser zu 

verstehen, wurden Wildtyp-Mäuse und verschiedene Prostaglandinrezeptorknockout-Mäuse 

für sieben Tage über das Trinkwasser mit Furosemid behandelt. Die Messung der 

Furosemidkonzentrationen im Urin ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen, infolgedessen konnte eine analoge Inhibition des NKCC2-Kotransporters in den 

verschiedenen Gruppen angenommen werden. Unsere Ergebnisse weisen in besonderem 

Maße auf eine entscheidende Beteiligung des EP4-Rezeptortyps bei der Pathogenese des 

aBS/HPS hin. EP4-/--Tiere und Wildtyp-Tiere, die mit einem EP4-Rezeptorantagonisten 

behandelt wurden, zeigten wesentlich geringere durch Furosemidgabe induzierte 

Urinvolumina und Elektrolytverluste. Überdies waren in diesen Gruppen signifikant 

verminderte Plasma-Reninspiegel und geringere Renin mRNA-Expressionen im Vergleich zu 

Kontrollen erkennbar. Auch EP1-/-- und EP3-/--Tiere verzeichneten geringere Anstiege in den 

Urinvolumina und den Elektrolytverlusten im Vergleich zum Wildtyp, wobei die 

Unterschiede aber weniger stark ausgeprägt waren als in der EP4-/--Gruppe. Eine niedrigere 

Plasma-Reninkonzentration sowie eine verminderte Renin mRNA-Expression, konnte bei 

EP1-/-- und EP3-/--Tieren nicht festgestellt werden. Der EP2-Rezeptortyp scheint in unserem 

Modell nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da er im Bezug auf die untersuchten 

Parameter nur geringfügige Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp aufweist.  

Wildtyp-Tiere zeigten unter Furosemidgabe eine starke Erhöhung der Plasma-

Reninkonzentration. Verschiedene Untersuchungen im Maus- und Rattenmodell haben belegt, 

dass eine Furosemidgabe eine Steigerung der Reninsynthese nach sich zieht (41, 63, 84), da 

eine Aktivierung des RAAS den starken Wasser- und Elektrolytverlusten entgegenwirkt. Die 

Beobachtung, dass NSAIDs durch ihre, die Cyclooxygenasen blockierende Wirkung, einen 

hemmenden Einfluss auf die Plasmareninaktivität ausüben, macht die wichtige Funktion der 

Prostaglandine in der Regulation des RAAS deutlich (29, 135). Unterschiedliche Studien 

konnten belegen, dass durch eine Verminderung der luminalen Chloridkonzentration eine 

verstärkte COX-2 Expression induziert werden kann und sich die Produktion von PGE2 

erhöht (141). Ebenso führte eine Hemmung der COX-2 beim Menschen zu einer Blockade der 

durch Niedrigsalzdiät oder Furosemid induzierten Renin- und Aldosteronsynthese (37, 63). 

Patienten mit aBS/HPS weisen stark erhöhte Renin- und Aldosteronspiegel im Plasma auf die 

von einer stark erhöhten PGE2-Synthese begleitet werden (99). Eine Behandlung mit 
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Indomethacin oder dem COX-2 selektiven Inhibitor Nimesulid führte bei aBS/HPS-Patienten 

zu einer starken Senkung der PGE2-, Aldosteron und Reninsynthese (99).  

Welcher bzw. welche der Prostaglandinrezeptoren an der Regulation der Reninausschüttung 

beteiligt sind, ist bis heute nicht eindeutig geklärt. Verschiedene Untersuchungen erbrachten 

den Nachweis, dass sowohl PGE2 als auch PGI2 eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-

Konzentration und nachfolgend die Freisetzung von Renin stimulieren können (31, 36). Die 

Gabe von EP2-, EP4- und IP-Agonisten führte in isolierten Zellen aus dem Bereich des 

juxtaglomerulären Apparates der Rattenniere zu einer Erhöhung von cAMP und 

nachfolgender Reninfreisetzung (28). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine 

Aktivierung des EP4-, EP2- und/oder IP-Rezeptors zu einer Stimulierung des RAAS mit 

nachfolgender erhöhter Natriumresorption und auch Wasserretention führt. Eine weitere 

Studie belegte, dass die maximale Reninsekretionsrate in der isolierten perfundierten 

Mausniere nach Stimulierung mit PGE2 bei EP2-/-- und EP4-/--Tieren im Vergleich zur 

Wildtyp-, EP1-/-- und EP3-/--Gruppe signifikant erniedrigt war (112).  

In unseren Untersuchungen war unter Furosemidgabe in der EP4-/-- und der IP-/--Gruppe ein 

signifikant schwächerer Anstieg der Plasma-Reninkonzentration und Renin mRNA-

Expression im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten. EP3-/--Tiere zeigten eine signifikant 

stärkere Erhöhung der Renin mRNA-Expression verglichen mit dem Wildtyp. Der signifikant 

geringere Anstieg der Plasma-Reninkonzentration und der Renin mRNA-Expression in der 

EP4-/- und IP-/--Gruppe im Vergleich zum Wildtyp deutet darauf hin, dass im Besonderen der 

EP4- und der IP-Rezeptor eine wichtige Funktion bei der Regulation der Reninfreisetzung 

erfüllen. Der EP3-Rezeptor könnte unseren Beobachtungen zur Folge einen inhibierenden 

Einfluss auf die Renin mRNA-Expression und damit auf die Reninfreisetzung haben, da eine 

Blockade dieses Rezeptors unter Furosemidgabe zu einer Erhöhung der Renin mRNA-

Expression führt. 

Bei verschiedenen Tierarten und auch dem Menschen wurde eine EP4-Rezeptor mRNA-

Expression in den Glomeruli beobachtet (9-11, 60). Nach der Gabe einer salzarmen Diät 

konnten bei der Ratte, im Vergleich zu basalen Bedingungen, doppelt so hohe EP4-Rezeptor 

mRNA-Konzentrationen im Glomerulus nachgewiesen werden (58). Diese Wirkung bestärkt 

die Annahme, dass über den EP4-Rezeptor eine Aktivierung des RAAS stattfindet und eine 

verminderte Salz- und Wasserausscheidung die Folge ist. Unsere Vermutung, dass der EP4-

Rezeptor die tragende Rolle in der Regulation der Reninfreisetzung einnimmt, wird dadurch 

bestärkt, dass die Gabe des EP4-Rezeptorantagonisten (ONO AE3-208) die Plasma-
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Reninkonzentration sowie die Renin mRNA-Expression beim Wildtyp unter Furosemidgabe 

in gleichem Maße reduziert wie bei der EP4-Rezeptorknockout-Mutante.  

Die Furosemidbehandlung bewirkte in der Wildtyp-Gruppe und bei allen Rezeptorknockout-

Tieren einen starken Anstieg der Diurese. Durch die Hemmung des NKCC2-Transporters im 

dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife kommt es nachfolgend zu 

ausgeprägten Wasser- und Elektrolytverlusten. Bei EP4-/--Tieren bewirkte die 

Furosemidbehandlung einen wesentlich geringeren Diureseanstieg im Vergleich zum 

Wildtyp. Das durchschnittliche Urinvolumen in der EP4-/--Gruppe unter Furosemidgabe 

betrug nur 60% der bei Wildtyp-Mäusen ermittelten Diurese. Eine Aktivierung des EP4-

Rezeptors scheint also eine wesentliche Vorraussetzung für die Furosemid-induzierte massive 

Diuresesteigerung zu sein. Eine Expression der EP4-Rezeptor mRNA konnte in erster Linie 

im Bereich des Glomerulus nachgewiesen werden (7, 10, 12, 60). Wie schon zuvor erwähnt 

wird angenommen, dass der EP4-Rezeptor eine Schlüsselfunktion in der Reninfreisetzung 

und der Aktivierung des RAAS mit nachfolgender verminderter Salz- und 

Wasserausscheidung besitzt. Deshalb müsste man vermuten, dass eine Blockade des EP4-

Rezeptors unter Furosemidgabe zu einer, im Vergleich zum Wildtyp, gesteigerten Diurese 

führt. Die Beobachtung, dass die Diurese aber gerade bei der EP4-Rezeptorknockout-Mutante 

am stärksten vermindert ist, lässt die Annahme zu, dass vor allem eine EP4-

Rezeptoraktivierung über eine noch unbekannte Reaktionskaskade für die extrem starke 

Steigerung des Urinvolumens unter Furosemidgabe verantwortlich ist. Die geringere 

Erhöhung der Diurese unter Furosemidgabe bei EP4-/--Tieren spiegelt sich auch in einem, im 

Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen, weniger stark erhöhten Trinkvolumen wider.  

Um die Funktion des EP4-Rezeptors besser beurteilen zu können, wurde die Wirkung des 

selektiven EP4-Rezeptorantagonisten (ONO AE3-208) am Wildtyp unter Furosemidgabe 

untersucht. Es stellte sich heraus, dass sich die Diurese beim Wildtyp durch die Gabe des 

Antagonisten in gleichem Verhältnis reduzieren lässt wie bei der EP4-Rezeptorknockout-

Mutante. Betrachtet man die Plasma-Kaliumkonzentration, so ist unter basalen Bedingungen 

kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen erkennbar. Unter Furosemidgabe konnte 

beim Wildtyp und allen Knockout-Gruppen eine starke Abnahme des Plasma-Kaliumgehaltes 

festgestellt werden. Auch aBS/HPS-Patienten leiden häufig unter Hypokaliämien, die 

nachfolgend Herzrhythmusstörungen auslösen können (56). Die EP4-/--Gruppe zeigte hier den 

geringsten Abfall der Plasma-Kaliumkonzentration. Die Natriumexkretion nahm bei allen 

Versuchsgruppen unter Furosemidgabe stark zu. Auffällig ist der wiederum wesentlich 

geringere Anstieg der Natriumexkretion bei EP4-/--Tieren. Im Gegensatz zu den anderen 
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Versuchsgruppen, war bei EP4-/--Tieren keine Zunahme der Kaliumexkretion zu verzeichnen. 

Dieses Ergebnis entspricht der nur geringen Abnahme der Plasma-Kaliumkonzentration in 

dieser Gruppe.  

 

Bei allen unseren Untersuchungen zeigte die EP4-Rezeptorknockout-Gruppe die geringsten 

Veränderungen hinsichtlich der Diurese und den Elektrolytverlusten unter Furosemidgabe. 

Diese Ergebnisse lassen die wichtige Bedeutung des EP4-Rezeptors in der Ausprägung der 

Symptomatik unter Furosemidgabe und auch der schweren Pathogenese beim aBS/HPS 

erkennen. Die zugrunde liegenden Mechanismen der Diureseregulation über den EP4-

Rezeptor können jedoch noch nicht eindeutig geklärt werden. Eine schon unter basalen 

Bedingungen erniedrigte GFR scheidet als Grund für die verringerte Diurese und 

Natriumexkretion aus, da ein Vergleich der Inulin-Clearance und des mittleren arteriellen 

Blutdruckes bei EP4-/--Tieren keinen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp ergab. Ferner ist 

zwar bekannt, dass eine COX-Inhibierung die blutdrucksenkende und diuretische Wirkung 

von Furosemid antagonisiert, allerdings sind die beobachteten Veränderungen in der 

Hämodynamik und der GFR durch eine Inhibition der COX eher geringfügig und bieten keine 

ausreichende Erklärung für die Abnahme der furosemidstimulierten Diurese und Salurese (67, 

137). Auch bei aBS/HPS-Patienten konnten nach einer COX-Inhibierung nur leichte oder 

keine Veränderung der GFR festgestellt werden (71, 104). Eine Verminderung der GFR ist 

demnach auch bei aBS/HPS-Patienten nicht als Grund für die antidiuretische Wirkung von 

COX-Inhibitoren anzusehen.  

 

Eine mögliche Erklärung könnte die zu beobachtende Interaktion von PGE2 mit den 

Elektrolyt-regulierenden Transportproteinen bieten, bei der eine Beteiligung des EP4-

Rezeptors in Betracht gezogen wird. PGE2 reduziert nachweislich die Anzahl der NKCC2-

Transporter im dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife und reduziert die 

Aktivität des apikalen Kaliumkanals (61, 79). COX-Inhibitoren steigern hingegen die Anzahl 

der NKCC2-Transporter (24). Um eine Beeinflussung des tubulären Transportes durch eine 

EP4-Rezeptoraktivierung zu erklären, müsste der Nachweis einer tubulären Expression 

möglich sein. Bei der Maus konnte die Expression der EP4-Rezeptor mRNA im Glomerulus 

nachgewiesen werden. Eine tubuläre Expression des EP4-Rezeptors ist jedoch noch nicht 

eindeutig geklärt. Versuche im Rattenmodell konnten eine Expression der EP4-Rezeptor 

mRNA im distalen Tubulus und im frühen Sammelrohr belegen (7, 60). Während der 

Behandlung mit Furosemid sind jedoch die NKCC2-Transporter gehemmt und die Kaskade 
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des Elektrolyttransportes im dicken aszendierenden Schenkel der Henle´schen Schleife 

unterbrochen, deshalb müssen in diesem Fall andere Transportmechanismen durch PGE2 

beeinflusst werden, um die durch den EP4-Rezeptor bedingte Diurese und Salurese zu 

erklären.  

Die regulatorischen Funktionen von PGE2 bezüglich der medullären Durchblutung können 

ebenfalls eine Erklärung für die diuresesteigernde Wirkung des EP4-Rezeptors darstellen. 

PGE2 bewirkt durch eine Dilatation der Vasa recta eine erhöhte Markdurchblutung und 

erniedrigt somit die für die Harnkonzentrierung nötige Osmolarität des Nierenmarks 

(Druckdiurese) (121). Bei der Ratte und beim Menschen konnte eine Expression der EP4-

Rezeptor mRNA entlang des Nephrons im Bereich der Vasa recta festgestellt werden (60, 87). 

Möglicherweise kann eine Interaktion von PGE2 mit dem EP4-Rezeptor den Effekt der 

erhöhten Markdurchblutung verursachen und für die erniedrigte Urinkonzentrierung 

verantwortlich sein. Neben den weiter unten beschriebenen Vasopressin-abhängigen 

diuretischen Wirkungen von PGE2, können somit auch Vasopressin-unabhängige 

Mechanismen zur Diuresestimulierung existieren. Diese könnten auch die positive Wirkung 

von COX-Inhibitoren bei Patienten mit renalem Diabetes insipidus begründen (50). Patienten 

mit renalem Diabetes insipidus weisen Mutationen im AQP-2-Kanal (Gen AQP2) oder im 

Arginin-Vasopressin-Rezeptor 2 (Gen AVPR2) auf und werden mit einer Kombination von 

COX-Inhibitoren und Hydrochlorothiazid behandelt, um eine Minderung der Diurese zu 

erreichen (69). Die Verbesserung der Symptomatik muss hier auf einen Vasopressin-

unabhängigen Mechanismus zurückzuführen sein, da die Vasopressinwirkung schon vorab 

unterbunden ist. Ob hier der EP1, EP3 und/ oder der EP4-Rezeptor involviert ist müssten 

Untersuchungen erweisen. 

 

EP1-/-- und EP3-/--Tiere verzeichneten unter Furosemidbehandlung im Vergleich zum Wildtyp  

ebenfalls signifikant niedrigere Urinvolumina und Elektrolytverluste. Diese Effekte waren 

aber weniger ausgeprägt als in der EP4-/--Gruppe. IP-/-- und EP2-/--Tiere hingegen zeigten 

keine Unterschiede verglichen mit dem Wildtyp. Der EP1-Rezeptor wird bei der Maus und 

beim Menschen im Bereich des Sammelrohres exprimiert (87, 126). Eine Expression der EP1-

Rezeptor mRNA konnte in diesem Bereich in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden 

(3, 35, 126). Der EP1-Rezeptor signalisiert bei seiner Aktivierung über eine Erhöhung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass PGE2 über 

eine Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration im Stande ist, die Natrium- und 

Wasserresorption im Sammelrohr zu hemmen (35, 45, 46, 109). Es konnte nachgewiesen 
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werden, dass durch Applikation eines EP1-Rezeptor-Antagonisten die intrazelluläre 

Kalziumerhöhung blockiert und die nachfolgende Inhibition der Natrium- und 

Wasserresorption aufgehoben werden kann (35, 43). Diese Beobachtung deutet daraufhin, 

dass der inhibitorische Effekt von PGE2 auf die Natrium- und Wasserresorption im 

Sammelrohr über eine Aktivierung des EP1-Rezeptors mit nachfolgender intrazellulärer 

Kalziumerhöhung hervorgerufen wird (35, 43). Eine Aktivierung des EP1-Rezeptors kann 

somit die natriuretische und diuretische Wirkung von PGE2 unterstützen (9), während die 

Verwendung von EP1-Rezeptor-Antagonisten die renale Natriumexkretion und 

Wasserausscheidung hemmen kann (15). Die zu beobachtende, weniger starke Erhöhung der 

Diurese bei EP1-/--Tieren gegenüber dem Wildtyp unter Furosemidgabe, deutet darauf hin, 

dass durch die fehlende Funktion des EP1-/--Rezeptors die intrazelluläre Kalziumerhöhung 

ausbleibt und eine Hemmung der Natrium- und Wasserresorption im Sammelrohr nicht 

stattfindet. Auch die weniger stark ausgeprägte Natriurese bei EP1-/--Tieren stimmt mit der 

Vermutung überein, dass eine Aktivierung des EP1-Rezeptors die natriuretische und 

diuretische Wirkung von PGE2 vermittelt. Ein Defekt des EP1-Rezeptors führt also zu einer 

verminderten Natrium- und Wasserausscheidung. Zusätzlich begünstigt die schon unter 

basalen Bedingungen im Vergleich zum WT signifikant verminderte GFR eine Erniedrigung 

der Diurese in der EP1-/--Gruppe. 

EP3-/--Tiere zeigten nach einer siebentägigen Furosemidapplikation, ähnlich der EP1-/--

Gruppe, einen geringeren Anstieg der Diurese im Vergleich zum Wildtyp. Renal kann eine 

Expression der EP3-Rezeptor mRNA im Bereich des Sammelrohres und des dicken 

aszendierenden Schenkels der Henle´schen Schleife gefunden werden (7, 13). Im kortikalen 

Sammelrohr inhibiert PGE2 die Vasopressin-stimulierte Wasserreabsorption (44, 47). 

Inhibiert man mit Hilfe des Cyclooxygenase-Hemmers Indomethacin die Bildung von PGE2, 

wird die hemmende Wirkung auf die Vasopressin-stimulierte Wasserreabsorption im 

Sammelrohr aufgehoben und die Wasserpermeabilität erhöht, darauffolgend kommt es zu 

einer Erhöhung der Urinosmolarität. In Untersuchungen blieb diese Erhöhung der 

Urinosmolarität bei EP3-/--Tieren nach Indomethacingabe aus: Diese Beobachtung deutet 

daraufhin, dass der EP3-Rezeptor für die Inhibierung der Vasopressin-stimulierten 

Wasserreabsorption im Sammelrohr verantwortlich ist (27). Vasopressin wirkt über den V2-

Rezeptor in der basolateralen Membran des Sammelrohres. Es führt zu einer intrazellulären 

Erhöhung von cAMP und nachfolgender Stimulierung der Synthese des AQP-2-Kanals und 

dessen Einbau in die apikale Membran des Sammelrohres (8, 78). Die Aktivierung des EP3-

Rezeptors durch PGE2 führt also zu einer Erniedrigung der cAMP-Produktion und 
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nachfolgender Erniedrigung der AQP-2-Synthese (5). Diese Vermutung stimmt mit dem 

Ergebnis überein, dass eine weniger starke diuretische Wirkung bei EP3-Rezeptorknockout-

Tieren zu beobachten ist. Zusätzlich war in der EP3-/--Gruppe eine verminderte 

Natriumausscheidung erkennbar. Durch die verminderten Wasserverluste wurden sekundär 

auch die Elektrolytverluste reduziert. Überdies wurde auch bei EP3-/--Tieren eine unter 

basalen Bedingungen signifikant verminderte GFR festgestellt, die ebenfalls verminderte 

Diurese- und Elektrolytverluste begünstigt. Die Veränderungen der basalen GFR-Werte 

deuten darauf hin, dass der EP1- und der EP3- Rezeptor die Fähigkeit besitzen durch ihre 

Aktivierung eine Erhöhung der GFR zu stimulieren. Wie diese Veränderungen bewirkt 

werden, müsste in weiterführenden Versuchen geklärt werden. Eine Einflussnahme durch eine 

vasokonstriktorische Wirkung  auf die efferente Arteriole wäre zum Beispiel denkbar. Eine 

Studie postuliert die Expression des EP1-Rezeptors in mesangialen glomerulären Zellen der 

Maus und seine vasokonstriktorische Wirkung (54).  

 

Eine vollkommene Blockade der Prostaglandinsynthese durch Hemmung der Cyclooxygenase 

verringert die Elektrolyt- und Wasserverluste bei aBS/HPS-Patienten um bis zu 50%. Eine 

vergleichbare Reduktion der Diurese und Salurese kann in unseren Versuchen durch eine 

alleinige Blockade des EP4-Rezeptors erzielt werden. Aus diesem Grunde ist nicht 

anzunehmen, dass durch eine weitere selektive Hemmung des EP1- oder EP3-Rezeptors eine 

additive, stärkere Reduktion erwirkt wird. Um diese Hypothese zu erhärten, wurden Versuche 

mit der von uns gezüchteten EP1/3-Doppelknockout-Linie durchgeführt. 

Im Hinblick auf die Diurese unter Furosemidbehandlung hätte, nach den zuvor gemachten 

Beobachtungen in der EP1-/-- bzw. EP3-/--Gruppe, der Verdacht nahe gelegen, dass der 

gleichzeitige Defekt beider Rezeptoren zu einer noch eindeutigeren Senkung der Diurese und 

auch der Elektrolytverluste im Vergleich zu den einzelnen Rezeptorblockaden führen würde 

oder zumindest gleichwertig verminderte Werte im Vergleich zum Wildtyp erkennbar wären. 

Unter Furosemidgabe war jedoch kein Unterschied in den Urinvolumina zwischen Wildtyp- 

und EP1/3-/--Tieren erkennbar. Eine simultane Blockade beider Rezeptoren führt demnach zu 

einer, unerwartet starken Erhöhung der Diurese im Vergleich zur Einzelblockade der 

Rezeptoren. Auch der Kaliumspiegel im Blut sank bei EP1/3-/--Tieren dem Wildtyp 

vergleichbar ab. Am auffälligsten war jedoch die gegenüber dem Wildtyp signifikant stark 

erhöhte Natriumexkretion und die ebenfalls signifikant erhöhte Plasma-Reninaktivität.  

Es stellt sich die Frage, warum bei einer gleichzeitigen Blockade des EP1- und EP3-Rezeptors 

eine höhere Diuresesteigerung als bei einer Blockade der einzelnen Rezeptoren zu erkennen 
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ist und aus welchem Grund die Natriumexkretion und die Reninauschüttung ungleich stärker 

erhöht sind, als beim Wildtyp unter Furosemidbehandlung. Wir nehmen an, dass sowohl der 

EP1- als auch der EP3-Rezeptor einen hemmenden Einfluss auf die Reninfreisetzung ausüben 

(Abbildung 4.1). Die Furosemidbehandlung bewirkt über die gesteigerte Diurese und die 

erhöhten Elektrolytverluste, eine Aktivierung der COX-2 und eine verstärkte PGE2-Synthese, 

über die eine vermehrte Reninauschüttung induziert wird. Wir vermuten, dass eine EP1- 

und/oder EP3-Rezeptoraktivierung eine Signal-dämpfende Wirkung auf die Reninfreisetzung 

besitzt um eine überschießende PGE2-Wirkung zu verhindern. Da dieser hemmende Einfluss 

bei EP1/3-/--Tieren außer Kraft gesetzt ist, wird die Reninaktivität hier noch verstärkt. Um 

diese Vermutung zu untermauern müssten jedoch weitere Untersuchungen den Nachweis 

einer EP1- und/oder EP3-Rezeptorexpression in den Renin-sezernierenden Zellen des 

juxtaglomerulären Apparates erbringen. Auch andere Mechanismen greifen regulierend in die 

RAAS-Kaskade ein, so wurde gezeigt, dass Aldosteron über eine negative Rückkopplung die 

COX-2 Expression hemmt und es liegen Hinweise vor, dass auch Angiotensin II eine 

vergleichbare Wirkung erzielt (39, 42). Diese Ergebnisse werden durch Beobachtungen 

bestätigt, bei denen durch die Gabe eines ACE-Inhibitors oder AT1-Rezeptorblockers 

(Angiotensin II-RezeptorTyp1-Blocker), die COX-2 Expression verstärkt wurde (138). Auch 

konnte in Versuchen die Applikation von Angiotensin II die Expression der COX-2 inhibieren 

(18).  

Eine simultane Hemmung des EP1- und EP3-Rezeptors erwirkt demnach keine additive, 

stärkere Reduktion der Diurese und Salurese, als die alleinige Blockade dieser Rezeptoren, 

sondern sorgt stattdessen für eine Verschlechterung der Symptomatik. 

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass eine Hemmung verschiedener EP-

Rezeptoren die durch Furosemid ausgelöste Diurese in unterschiedlichem Maße reduzieren 

kann. Dies könnte auch ihre Bedeutung in der Regulation der renalen Salz- und 

Wasserausscheidung bzw. -reabsorption widerspiegeln. Infolge unserer Ergebnisse nehmen 

wir an, dass der EP4-Rezeptor, der für die Pathogenese des aBS/HPS maßgebliche 

Rezeptortyp ist. Eventuell wird die Wirkung von PGE2, welches über eine Dilatation der Vasa 

recta eine erhöhte Markdurchblutung bewirkt und somit die für die Harnkonzentrierung 

nötige Osmolarität des Nierenmarks erniedrigt (Druckdiurese), über den EP4-Rezeptor 

vermittelt. Unsere Beobachtungen lassen die Annahme zu, dass eine gezielte Hemmung des 

EP4-Rezeptors mittels spezifischer EP4-Antagonisten zu einer wesentlichen Verbesserung 

des Krankheitsbildes beim aBS/HPS führen könnte. Möglicherweise stellt die Behandlung mit 

EP4-Antagonisten eine geeignete Therapieform dar, um Salzverlust-Tubulopathien vom 
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Furosemidtyp gezielter und mit geringfügigeren Nebenwirkungen zu behandeln. Außerdem 

könnten Rezeptorantagonisten und -agonisten wirksame, alternative Medikamente zur 

Diuresestimulierung oder -verminderung sein. Die Behandlung mit Rezeptorantagonisten und 

-agonisten könnte unter Umständen auch bei anderen Krankheiten, wie z.B. dem renalen 

Diabetes insipidus, eine aussichtsreiche Therapieform darstellen. 

 

 
 

Abbildung 4.1 Signalkaskade bei Furosemidgabe bzw. bei aBS/HPS-Patienten  
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4.2 Modell der Niedrigsalzdiätgabe 
 

Um die Aufgabe der Prostaglandinrezeptoren bei der Regulation der Elektrolytreabsorption 

während diätischen Veränderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche unter 

Niedrigsalz- und Hochsalzdiät durchgeführt. Hierbei sollte im Besonderen geklärt werden, 

welche Rolle den Prostaglandinrezeptoren in der renalen Salz- und Wasserregulation und bei 

der Steuerung der Reninfreisetzung unter physiologischen Bedingungen zukommt.  

Wie schon zuvor beschrieben, nehmen Zellen des juxtaglomerulären Apparates im Bereich 

der Macula densa Veränderungen der luminalen Chloridkonzentration war (40). Eine 

Durchblutungsminderung der Niere oder einer Abnahme der luminalen Chloridkonzentration 

stimuliert die Freisetzung von Renin, welches über das RAAS zu einer Retention von 

Elektrolyten und Wasser führt und nachfolgend den Blutdruck stabilisiert. Studien haben 

belegt, dass die Reduzierung der luminalen Chloridkonzentration im Bereich der Macula 

densa zu einer Stimulierung der PGE2-Produktion und einer gesteigerten COX-2 Expression 

führt und in der Folge Renin ausgeschüttet wird (103, 141). Verschiedene Untersuchungen 

konnten den Nachweis erbringen, dass auch durch die Gabe einer Niedrigsalzdiät die 

Expression der COX-2 im Bereich der Macula densa stimuliert werden kann (41, 57, 103, 

140, 142). Offenbar ist also eine Induktion der COX-2 Expression eine wichtige 

Vorraussetzung für die Stimulation der Reninfreisetzung (40). Die durch eine Niedrigsalzdiät 

ausgelöste Stimulierung des RAAS konnte in Versuchen durch die Gabe von Coxiben 

abgeschwächt werden (37), außerdem zeigten COX-2-defiziente Mäuse unter Niedrigsalzdiät 

im Gegensatz zum Wildtyp nur eine leichte, nicht signifikante Erhöhung der Renin mRNA-

Konzentration und der Reninaktivität (141). Im Rattenversuch bewirkte weder die Gabe einer 

Niedrigsalz- noch einer Hochsalzdiät Veränderungen in der renalen COX-1 mRNA-

Expression, wohingegen die COX-2 mRNA-Expression ein starken Anstieg verzeichnete (51, 

142). Diese Beobachtungen weisen ebenfalls darauf hin, dass die Reninfreisetzung über eine 

Aktivierung COX-2 assoziierter Prostaglandine und deren Rezeptoren vermittelt wird.  

Ein eindeutiger Nachweis welcher/oder welche Prostaglandinrezeptoren an der Regulation der 

Reninausschüttung beteiligt sind steht noch aus. Die hauptsächliche Expression im Bereich 

der Macula densa, die durch die Gabe einer salzarmen Diät verdoppelt werden kann, 

unterstützt die Annahme, dass der EP4-Rezeptor eine zentrale Rolle bei der Regulation der 

Reninausschüttung spielt (58). Aber auch der EP2- und der IP-Rezeptor werden als mögliche 

Kandidaten für die Stimulation der Reninausschüttung vermutet. In isolierten Zellen aus dem 
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Bereich des juxtaglomerulären Apparates der Maus steigerte die Zugabe von PGE2 und PGI2 

die Reninauschüttung sowie die Renin mRNA-Expression (28, 59). Wie schon zuvor 

beschrieben war die Reninausschüttung in isolierten perfundierten Mausnieren nach einer 

Stimulierung mit PGE2 bei EP2-/-- und EP4-/--Tieren im Vergleich zum Wildtyp signifikant 

vermindert (112). In isolierten Zellen des juxtaglomerulären Apparates der Ratte führte die 

Aktivierung des EP2- und EP4-Rezeptors zu einer cAMP-abhängigen Hyperpolarisation und 

nachfolgender Reninfreisetzung (28). Dementsprechend konnte in Proben aus isolierten 

Zellen des juxtaglomerulären Apparates der Ratte EP2- und EP4-Rezeptor mRNA 

nachgewiesen werden (28). Ingesamt unterstützen diese Ergebnisse die Annahme, dass der 

EP4-, EP2- und/ oder der IP-Rezeptor regulatorische Funktionen für die Reninfreisetzung 

erfüllen. 

In unseren Versuchen stieg die Plasma-Reninaktivität unter Niedrigsalzdiät bei Wildtyp-, 

EP1-/-- und EP3-/--Tieren erwartungsgemäß signifikant an. In der EP1-/--Gruppe war ein im 

Vergleich zum Wildtyp noch stärkerer Anstieg der Plasma-Reninkonzentration erkennbar. 

Diese Beobachtung unterstreicht die von uns vermutete hemmende Wirkung des EP1-

Rezeptors auf die Reninfreisetzung. Die im Gegensatz zu diesen Gruppen nur schwache 

Erhöhung der Reninkonzentration bei EP2-/--, EP4-/-- und IP-/--Tieren kann als ein deutliches 

Zeichen für die Bedeutung dieser Rezeptoren bei der Regulation der Reninausschüttung 

gewertet werden. Der geringste Anstieg in der EP4-/--Gruppe ist ein weiterer wichtiger 

Hinweis auf die bedeutsame Rolle dieses Rezeptortyps bei der Reninregulation. 

Dementsprechend war in der EP4-/--Gruppe schon die basale Plasma-Reninkonzentration 

gegenüber den anderen Versuchsgruppen leicht erniedrigt. Wir vermuten, dass die durch 

PGE2 vermittelte erhöhte Reninausschüttung maßgeblich über den EP4-Rezeptor reguliert 

wird. Aber auch der IP- und der EP2-Rezeptor scheinen regulatorische Funktionen in der der 

Reninauschüttung zu erfüllen (Abbildung 4.2). 

Parallel zu der verminderten Reninaktivität zeigte sich bei EP2-/--, EP4-/-- und IP-/--Tieren eine 

wesentlich stärkere Erhöhung der PGE2-Ausscheidung im Urin. Trotz der offensichtlich 

gesteigerten COX-2 Aktivität und PGE2-Synthese kann in diesen Gruppen, aufgrund der 

fehlenden Funktion der Rezeptoren, keine vollständige Aktivierung des RAAS stattfinden und 

somit reduziert sich der negative Rückkopplungsmechanismus auf die COX-2 Expression. 

Der Salzverlust führt in diesen Gruppen also zu einer übermäßig gesteigerten COX-2 

Expression und einer nachfolgend erhöhten PGE2-Synthese.  
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EP4-/--Tiere zeigten nach Niedrigsalzdiätgabe ein signifikant höheres Urinvolumen im 

Vergleich zum basalen Wert. Dieses Ergebnis ist ebenfalls ein Hinweis auf die stimulierende 

Funktion dieses Rezeptors auf die Salz- und Wasserresorption.  

 

 
 

Abbildung 4.2 Signalkaskade bei Salzmangel 
 

Die durchschnittliche Plasma-Vasopressinkonzentration nach Niedrigsalzdiätgabe zeigte in 

allen Versuchsgruppen, außer der EP3-/--Gruppe, erwartungsgemäß nur geringe 

Schwankungen. Die Beobachtung, dass bei EP3-/--Tieren ein signifikanter Anstieg der 

Vasopressinkonzentration festgestellt wurde, unterstützt die Vermutung, dass der EP3-

Rezeptor für die Inhibierung der Vasopressin-stimulierten Wasserreabsorption im 

Sammelrohr verantwortlich ist und eine Blockade zu einer Steigerung der 

Vasopressinkonzentration führen kann.  

Betrachtet man die Blutelektrolytwerte, den Plasma-Kreatiningehalt bzw. die 

Kreatininausscheidung im Urin zeigt sich, dass diese Parameter bei allen Versuchsgruppen 

nahezu unbeeinflusst bleiben. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man feststellen, dass 
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Wildtyp-Tiere und alle Rezeptorknockout-Gruppen imstande sind eine längerfristige 

Salzrestriktion insofern zu kompensieren, dass eine Regulation der Salz- und 

Wasserausscheidung die Aufrechterhaltung der Homöostase ermöglicht. 

 

Bei Betrachtung der kurzfristigen Effekte nach dreitägiger Niedrigsalzdiätgabe fiel auf, dass 

die Blutelektrolytwerte in den Versuchsgruppen zu diesem Zeitpunkt noch stärkeren 

Schwankungen ausgesetzt waren als nach zweiwöchiger Diätgabe. Ebenso war die Plasma-

Kreatininkonzentration nach kurzfristiger Diätgabe erkennbaren Schwankungen unterlegen, 

die in der EP1-/--, EP3-/-- und EP4-/--Gruppe Signifikanz erreichte. Ein Vergleich dieser 

Blutparameter mit den Ergebnissen nach zweiwöchiger Diätgabe macht deutlich, dass alle 

Versuchsgruppen in der Lage sind diese Schwankungen durch Regelmechanismen nahezu 

vollständig auszugleichen. 

In der PGE2-Synthese und der Reninaktivität kristallisierten sich schon nach dreitägiger 

Niedrigsalzdiätgabe der zweiwöchigen Diätgabe analoge, aber noch weniger stark 

ausgeprägte Effekte heraus. 
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4.2.1 Niedrigsalzmodell: EP1/3-/--Tiere 
 

EP1/3-/--Mäuse zeigten bereits unter basalen Bedingungen eine wesentlich niedrigere Diurese 

und Natriurese als Wildtyp-Tiere. Diese Wirkung entspricht den zuvor beschriebenen 

vermutlichen Funktionen des EP1- und EP3-Rezeptors. Da eine Aktivierung des EP1-

Rezeptors über PGE2 zu einer intrazellulären Erhöhung der Kalziumkonzentration und 

nachfolgender Hemmung der Natrium- und Wasserresorption im Sammelrohr führt und über 

den EP3-Rezeptor eine Inhibierung der durch Vasopressin stimulierten Wasserreabsorption 

im Sammelrohr stattfindet, ist der gleichzeitige Defekt beider Rezeptoren wahrscheinlich für 

die Verringerung der Diurese und Natriurese bei EP1/3-/--Mäusen verantwortlich. Diese 

Vermutung stimmt auch mit der bei EP1/3-/--Tieren im Vergleich zum Wildtyp basal erhöhten 

Plasma-Vasopressinkonzentration überein, da keine Hemmung durch den EP3-Rezeptor 

bestand. Die verminderte Fähigkeit zur Natriurese spiegelte sich in einer gegenüber dem 

Wildtyp erniedrigten Natriumexkretion und einer parallel dazu basal erhöhten Plasma-

Natriumkonzentration wider. Trotz der erhöhten Natriumkonzentration im Plasma war die 

basale Plasma-Reninaktivität gegenüber dem Wildtyp ebenfalls stark erhöht. Diese 

Beobachtung stimmt mit der von uns vermuteten Hemmung der Reninaktivität über den EP1- 

und/oder EP3-Rezeptor überein, die hier nicht stattfinden kann und zusätzlich die 

Natriumretention begünstigt. Auffällig ist in diesem Zusammenhang die geringe PGE2-

Konzentration im Urin, trotz stark erhöhter Plasma-Reninaktivität. 

Nach zweiwöchiger Gabe einer salzarmen Diät zeigten sich weder beim Wildtyp noch bei 

EP1/3-/--Tieren Veränderungen der Diurese im Vergleich zum jeweiligen Basalwert. Unter 

Niedrigsalzdiät zeigten Wildtyp-Tiere erwartungsgemäß eine starke Verminderung der 

Natriumexkretion. Auch in der EP1/3-/--Gruppe war eine leichte nicht signifikante 

Verminderung, der im Vergleich zum Wildtyp schon basal stark verminderten 

Natriumexkretion zu beobachten. Da die hemmende Wirkung des EP1- und/oder EP3-

Rezeptors bei EP1/3-/--Mäusen ausgeschaltet ist, hätte die ausbleibende Hemmung der 

Reninfreisetzung zu einer gesteigerten Reninaktivität führen müssen. Im Gegensatz dazu war 

jedoch eine starke Abnahme der Reninaktivität im Vergleich zu basalen Bedingungen in der 

EP1/3-/--Gruppe feststellbar. Diese verminderte Reninbildung widerspricht auch der stark 

gesteigerten PGE2-Synthese. 

Offen bleibt, ob hier ein Zusammenhang zwischen der, im Vergleich zum Wildtyp schon 

unter basalen Bedingungen, erhöhten Natriumkonzentration im Blut besteht, die nach 
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Niedrigsalzdiätgabe nochmals leicht ansteigt. Die erhöhte Natriumkonzentration könnte eine 

Blutdruckerhöhung begünstigen und damit eine Verminderung der Reninfreisetzung 

erwirken. Weitere Untersuchungen und eine größere Anzahl an Werten wären nötig, um die 

genauen Mechanismen dieser Beobachtungen zu erklären.  

 

4.3 Modell der Hochsalzdiätgabe 
 

Um Unterschiede in der renalen Elektrolyt- und Wasserregulation nicht nur bei Salzarmut, 

sondern auch hinsichtlich einer Hochsalzdiätgabe zu untersuchen, wurde ein der 

Niedrigsalzdiätgabe entsprechender Versuchsablauf für eine Hochsalzdiät mit 8% NaCl-

Gehalt durchgeführt. Betrachtet man die Diurese nach zweiwöchiger Hochsalzdiätgabe so ist 

bei allen Versuchsgruppen ein signifikanter Anstieg im Vergleich zum jeweiligen Basalwert 

feststellbar. Diese Zunahme wird unter anderem durch eine stark erhöhte Salzausscheidung 

und nachfolgende erhöhte Wasserverluste ausgelöst. Auffällig war die wesentlich geringere 

Diurese bei Wildtyp- und besonders IP-/--Tieren. Die Natriumexkretion war aufgrund der 

hohen Salzzufuhr in allen Versuchgruppen extrem stark erhöht, wobei die Exkretionsmenge 

mit den unterschiedlichen Diuresemengen korrelierte. In allen Versuchsgruppen war also, 

infolge der hohen Salzzufuhr eine starke Natriurese feststellbar, die aber wiederum in der WT 

und besonders der IP-/--Gruppe wesentlich geringer ausfiel.  

Eine Untersuchung der Plasma-Reninkonzentration ergab, aufgrund des Salzüberschusses im 

Körper, erwartungsgemäß in allen Versuchsgruppen eine Abnahme. Die PGE2-Konzentration 

im Urin zeigten bei Wildtyp-, EP2-/--, EP3-/-- und EP4-/--Tieren nach vierzehntägiger 

Hochsalzdiätgabe nur unwesentliche Veränderungen, während in der EP1-/-- und IP-/--Gruppe 

eine starke signifikante Zunahme zu erkennen war. Die Vasopressinkonzentration im Urin 

nahm als Reaktion auf eine zweiwöchige Hochsalz-Diätgabe in allen Versuchgruppen stark 

zu. Diese Erhöhung ist einerseits auf die hohen Diureseverluste zurückzuführen, zum anderen 

ist sie für die Konstanthaltung der Blutosmolarität und Homöostase nötig, da es infolge der 

Diätgabe zu einem Salzüberschuss im Körper und einem Anstieg der Blutosmolarität kommt. 

Um diesen Zustand auszugleichen wird vermehrt Vasopressin gebildet und Wasser 

rückresorbiert.  

Besonders auffällig war das geringere Urinvolumen und die verminderten Natriumverluste in 

der IP-/--Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen. Die verringerte Diurese scheint mit 

dem extrem stark erhöhten Plasma-Vasopressinspiegel bei IP-/--Tieren nach zweiwöchiger 
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Hochsalzdiätgabe zusammenzuhängen. Versuche mit dem IP-Rezeptorantagonisten Iloprost 

führten beim Kaninchen zu einer Hemmung der durch Vasopressin stimulierten 

Wasserrückresorption im kortikalen Sammelrohr. Außerdem konnte nachgewiesen werden, 

dass PGI2 die Natriumrückresorption im Sammelrohr senkt (47). Diese Ergebnisse stimmen 

mit den Beobachtungen überein, dass die Plasma-Vasopressinkonzentration bei IP-/--Tieren 

nach zweiwöchiger Hochsalzdiätgabe erheblich stärker erhöht war als in den anderen 

Versuchsgruppen. Auch die niedrigere Natriumexkretion unter Basalbedingungen und nach 

Hochsalzdiätgabe stimmt mit den zuvor beschriebenen Beobachtungen beim Kaninchen 

überein. Dieses deutet daraufhin, dass auch bei der Maus eine inhibierende Wirkung des IP-

Rezeptors auf die Natriumrückresorption im kortikalen Sammelrohr besteht, die bei den 

Knockout-Tieren aufgehoben ist. Unsere Ergebnisse können damit die Beobachtung 

unterstützen, dass IP-/--Tiere einen salzsensitiven Bluthochdruck aufweisen und der IP-

Rezeptor regulatorische Funktionen im Bezug auf den Blutdruck unter diätischen 

Veränderungen der Salzkonzentration erfüllt (136). In Wasserrestriktions-Versuchen konnte 

im Rattenversuch festgestellt werden, dass eine vermehrtes Auftreten von Vasopressin, die 

Ausbildung von Na+-K+-2Cl--Transportern im dicken aszendierenden Schenkel der 

Henle´schen Schleife erhöht (66). Diese Beobachtung könnte eine zusätzliche Erklärung für 

die verminderte Natriumexkretion bei IP-/--Tieren darstellen. Beobachtungen, dass EP2-/--

Tiere als Reaktion auf eine Hochsalzdiät eine salzsensitive Hypertension ausbilden (65), 

konnten in unseren Versuchen nicht bestärkt werden. Ingesamt zeigen diese Ergebnisse, dass 

es vermutlich eine geringfügige regulatorische Einflussnahme der EP-Rezeptoren unter 

Hochsalzdiätgabe gibt.  
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5 Zusammenfassung 
 

Das aBS/HPS ist eine angeborene, autosomal-rezessiv vererbte Salzverlust-Tubulopathie, die 

zu schweren Entgleisungen des Wasser- und Elektrolythaushaltes führt und unbehandelt 

tödlich verläuft. Systemisch kommt es unter anderem zu einer exzessiv gesteigerten PGE2-

Synthese. Diese stellt eine Schlüsselfunktion in der schweren Pathogenese dieser Erkrankung, 

mit lebensbedrohlichen Elektrolyt- und Flüssigkeitsverlusten, Dystrophie, Krämpfen, Fieber, 

Erbrechen und Diarrhö, dar. Die jetzige Standardtherapie blockiert die Prostaglandinsynthese 

mit Hilfe von Indomethacin, einem nichtselektiven COX-Hemmer, und ist von einer Vielzahl 

von Nebenwirkungen begleitet. Prostaglandine wirken über spezifische Rezeptoren und 

erfüllen wichtige regulatorische Aufgaben für die Nierenfunktion. Außerdem sind sie unter 

anderem an der Regulation der Reninausschüttung beteiligt. Ziel dieser Arbeit war es die 

Funktion der Prostaglandinrezeptoren in der renalen Elektrolytregulation und ihre Rolle in der 

schweren Pathogenese des aBS/HPS genauer zu untersuchen und damit neue spezifischere 

Ansätze in der Therapie des aBS/HPS aufzudecken. 

Um diesen Fragestellungen nachzukommen, wurden Mäuse unter Furosemid-, Niedrigsalz- 

und Hochsalzdiätgabe untersucht. Die Furosemidbehandlung simulierte den schweren 

Krankheitsverlauf des aBS/HPS, während unter der Diätengabe die Regelmechanismen unter 

weniger massiven Veränderungen im Salzhaushalt untersucht werden konnten. Analysiert 

wurden unter anderem die unterschiedlichen Auswirkungen auf die Prostaglandinsynthese, 

die Reninausschüttung, die Diurese und den Elektrolythaushalt der Tiere.  

Die Furosemidbehandlung bewirkte beim EP4-Rezeptorknockout-Typ die geringsten 

Elektrolyt- und Flüssigkeitsverluste im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen. Die 

Beobachtung, dass durch die Gabe des EP4-Rezeptorantagonisten ONO AE3-208 die 

Furosemid-stimulierten Wasser- und Elektrolytverluste in gleichem Maße wie beim EP4-

Rezeptorknockout-Tier vermindert werden konnten, unterstreicht die These einer Beteiligung 

des EP4-Rezeptors in der Pathogenese dieser Erkrankung. Eine selektive Hemmung des EP4-

Rezeptors könnte daher eine geeignete Therapieform beim aBS/HPS, alternativ zu der heute 

angewandten Standardtherapie, darstellen. Die starke Diurese und Natriurese beim aBS/HPS 

kann möglicherweise über die Wirkung von PGE2 auf die Gefäße der Vasa recta erklärt 

werden. PGE2 ist in der Lage über eine Dilatation der Vasa recta eine erhöhte 

Markdurchblutung zu bewirken und somit die für die Harnkonzentrierung nötige Osmolarität 

des Nierenmarks zu erniedrigen (Druckdiurese). Eine vermehrte Diurese und Natriurese ist 
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die Folge. Eventuell ist diese Wirkung auf eine EP4-Rezeptoraktivierung zurückzuführen und 

könnte damit eine Erklärung für die beim aBS/HPS ausgelösten massiven Salz- und 

Flüssigkeitsverluste sein. 

In unseren Versuchen bewirkte die Furosemidbehandlung auch bei EP1-/-- und EP3-/--Tieren 

verminderte Diurese- und Elektrolytverluste, die jedoch nicht der beim EP4-

Rezeptorknockout beobachteten Erniedrigung entsprachen. Eine Hemmung des EP1- oder 

EP3-Rezeptorstyps würde also auch beim aBS/HPS vermutlich keine der EP4-Rezeptor-

Hemmung vergleichbare Wirkung erzielen. Der gleichzeitige Defekt des EP1- und EP3-

Rezeptors bewirkte im Mausmodell sogar eine beträchtliche Erhöhung der Flüssigkeits- und 

Elektrolytverluste.  

Wesentliches Ziel für die Zukunft wäre, eine gezielte Behandlung des aBS/HPS mit 

selektiven Prostaglandinrezeptor-Inhibitoren zu ermöglichen. Eine selektive Hemmung nur 

eines oder einzelner Rezeptoren könnte im Hinblick auf die zahlreichen Nebenwirkungen der 

jetzigen Behandlung eine Verbesserung der Therapiemöglichkeiten bedeuten. Weitere 

Versuche wären jedoch nötig um die Eignung dieser Therapieform zu belegen und im 

Hinblick auf Nebenwirkungen zu testen. Weiterführende Analysen können ferner Aufschluss 

darüber erbringen, ob nicht auch selektive Rezeptorantagonisten und -agonisten wirksame, 

alternative Medikamente zur Diuresestimulierung oder -verminderung darstellen könnten. 

Aus den Furosemidversuchen ergeben sich darüber hinaus wichtige Aussagen zur Regulation 

der Reninfreisetzung. Die verminderte Zunahme der Plasma-Reninkonzentrationen und ein 

geringerer Anstieg der Renin mRNA-Expression bei EP4-/--und IP-/--Tieren weisen auf eine 

wesentliche Beteiligung des EP4- und des IP-Rezeptors bei der Reninsekretion hin. In der 

EP3-/--Gruppe verursachte die Furosemidbehandlung hingegen eine verstärkte Expression der 

Renin mRNA-Expression. Der EP3-Rezeptor könnte demnach einen hemmenden Einfluss auf 

die Renin mRNA-Expression nehmen, um möglicherweise ein Überschießen der PGE2-

Wirkung zu verhindern. 

 

Die zweite wichtige Fragestellung dieser Studie war welcher/ bzw. welche 

Prostanoidrezeptoren an der Regulation der renalen Salzregulation und der Reninauschüttung 

bei ernährungsbedingten Änderungen im Salzhaushalt beteiligt sind. Hierzu wurden Versuche 

nach einer zweiwöchigen Niedrigsalz- bzw. Hochsalzdiät durchgeführt. 

Hinsichtlich der Reninauschüttung unter Salzrestriktion deuten unsere Ergebnisse in erster 

Linie auch hier auf eine wesentliche Rolle des EP4-Rezeptors hin. Der EP4-

Rezeptorknockouttyp zeigte im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen die geringste 
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Zunahme der Plasma-Reninkonzentrationen unter Niedrigsalzdiätgabe. Aber auch bei 

fehlendem IP- und EP2-Rezeptor war eine verringerte Stimulierung der Reninaktivität nach 

Salzrestriktion zu beobachten, d.h. die Aktivierung des EP4-, EP2- und des IP-Rezeptors ist 

funktioneller Teil des durch Salzmangel aktivierten Mechanismus der zur Reninsteigerung 

führt. Die Niedrigsalzdiätgabe bewirkte in der EP1-/--Gruppe hingegen einen deutlichen 

Anstieg der Plasma-Reninkonzentration. Dies deutet daraufhin, dass der EP1-Rezeptor eine 

Renin-hemmende Aktivität ausübt. 

Bei Gabe einer Hochsalzdiät war nur eine geringe regulatorische Einflussnahme der EP-

Rezeptoren zu beobachten. Es zeigte sich jedoch, dass unter diesen Bedingungen der IP-

Rezeptor eine inhibierende Wirkung auf die Natriumrückresorption im kortikalen 

Sammelrohr aufweist. 

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die beim aBS/HPS ausgelöste 

starke Hyperreninämie und Diurese offensichtlich vorwiegend auf die Aktivität des EP4-

Rezeptors zurückzuführen ist, während der EP4-, aber auch der IP- und der EP2-Rezeptor 

regulatorische Funktionen für die Reninfreisetzung unter moderater Salzarmut erfüllen. 
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