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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfldhrung

Die Niere erfiillt fiir 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
Homoostase, durch die Kontrolle des Elektrolyt-, Wasser- und Saure-Basen-Haushaltes,
kommt der Niere eine grundlegende Rolle zu.

Verschiedene erbliche Erkrankungen der Niere konnen zu schweren Entgleisungen des
Wasser- und Elektrolythaushaltes fithren. Hierzu gehdren unter anderem angeborene
Salzverlust-Tubulopathien, die lange Zeit unter dem Sammelbegriff Bartter-Syndrom
zusammengefasst wurden (64, 70). Die bei diesen Erkrankungen zu beobachtenden schweren
Storungen der Nierenfunktion werden durch genetische Defekte ausgelost, welche die
tubuldren Transportproteine betreffen (56). In dieser Arbeit sollen die Regulationsprinzipien
des Wasser- und Elektrolythaushaltes, in Zusammenhang mit den zu beobachtenden

Storungen bei erblichen Salzverlusterkrankungen genauer untersucht werden.

1.2 Niere: Funktion im Elektrolythaushalt

Die funktionellen Einheiten der Siugetierniere werden Nephrone genannt. Jede Niere enthélt
ungefdhr 1,2 Millionen Nephrone, die aus Malpighi-Korperchen (Glomerulus mit Bowman-
Kapsel), proximalem Tubulus, Henle'scher Schleife und distalem Tubulus bestehen
(4bbildung 1.1). Die Durchblutung der Nieren betrdgt anndhernd 1,2 Liter pro Minute, dies
entspricht ungeféhr 25% des Herzzeitvolumens.

Aufgrund der hohen Durchblutungs- und Filtrationsleistung kdnnen beim Menschen, in den
Glomeruli der Nieren, tdglich 180 Liter Primirharn gebildet werden. Mehr als 99% dieses
Ultrafiltrates werden in den darauffolgenden Nephronabschnitten riickresorbiert, so dass das
Endharnvolumen nur ca. 1,5 Liter betrigt. Bereits im proximalen Tubulus werden 60-70% des

filtrierten Natriums und auch des Wassers riickresorbiert (1).
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N/

Abbildung 1.1:  Abschnitte eines Nephrons

Treibende aktive Kraft ist hierbei die basolateral gelegene Na'-K -ATPase, die unter ATP-
Verbrauch die intrazelluldre Natriumkonzentration senkt und den Eintritt von Natrium in die
Zelle ermdglicht. Natrium wird hier iiber verschiedene Symportcarrier (z.B. Glucose,
Phosphat, Aminosduren) oder im Austausch mit H'-Ionen iiber einen Na'-H'-Ionen-
austauscher resorbiert, der wiederum die Riickgewinnung von Bikarbonat antreibt. Die
Wasserriickresorption erfolgt parazelluldir durch den hohen osmotischen Druck. Der
parazelluldre passive Transport von Kalzium, Magnesium, Natrium und Kalium spielt im
spéatproximalen Tubulus eine grof3e Rolle.

Im dicken aszendierenden Schenkel der Henle'schen Schleife werden ungefahr 20-30% des
gefilterten Natriums riickresorbiert (104, 139). Die in der basolateralen Membran lokalisierte
Na'-K'-ATPase erzeugt einen steilen elektrochemischen Gradienten, der die treibende Kraft
fiir die Natriumresorption ist. Wichtige Funktion erfiillt hier der apikal gelegene Na'-K"-2CI -
Kotransporter (NKCC2), der sekundir-aktiv Natrium, Kalium und Chlorid in die Zelle
transportiert (56, 100). Kaliumionen werden iiber den ROMK-Kanal an der apikalen
Membran wieder lumenwirts transportiert (80). Chlorid verldsst die Zelle durch cAMP-
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abhingige Chloridkanéle (CLC-Ka und CLC-Kb) in der basolateralen Membran (56). Durch
die ins Lumen transportierten Kaliumionen wird iiber dem Epithel ein lumenpositives
transepitheliales Potential aufgebaut, welches der Antrieb fiir die parazelluldre Resorption von

Kalzium und Magnesium ist (4bbildung 1.2) (1).

Urin Blut

Na* 2K
NECC2 | 2Cr
K_i—, > —ag . -
: CIC-Ka
ROMEK
Cca™" CIC-Kb

Abbildung 1.2 Tubuldrer 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 groBem MafBe fiir die Osmolaritdt im Cortex und
der duBeren Medulla verantwortlich. Er ist erster Schritt zum Aufbau des kortikomedulldren
osmotischen Gradienten, der eine weitere starke Ankonzentrierung des Primédrharns
ermoOglicht. Weitere 5-10% des filtrierten Natriums werden im anschlieBenden distalen
Tubulus und im Sammelrohr resorbiert. Im distalen Tubulus ist wiederum die Tétigkeit der
basolateralen Na'-K -ATPase notig, um einen Gradienten fiir Natrium vom Lumen zur Zelle
zu schaffen (56). So wird die Aufnahme von Natrium in die Zelle durch den Na'-CI-
Kotransporter (NCCT) ermdglicht, der Chlorid entgegen dem elektrochemischen Gradienten
in die Zelle transportiert. Chlorid verldsst die Zelle anschlieBend basolateral {iber den

Chloridkanal CLC-Kb.
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Die beschriebenen vielfdltigen tubuldren Prozesse verdeutlichen, von welchem iiberaus
komplexen System die Fahigkeit der Niere, die Salz- und Wasserausscheidung und damit die
Aufrechterhaltung der Homdostase zu kontrollieren, abhdngt und welche gravierenden Folgen

auftretende Defekte und Storungen haben konnen.

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 Uberproduktion von Aldosteron und Renin, iiberaus starken renalen Kaliumverlusten
(Hypokalidmie) und einer Hyperplasie des renalen juxtaglomeruldren Apparates. Zusitzlich
konnte bei einem eine Wachstumsstorung beobachtet werden und bei beiden Patienten eine
leichte geistige Retardation (2). Spater fiel auf, dass bereits im Jahr 1957 die beiden Pédiater
Rosenbaum und Hughes einen Saugling beschriecben, der an ausgeprigter
Entwicklungsstérung und wiederkehrenden Episoden von Diarrhée und Dehydration litt, die
durch massive Wasser- und Elektrolytverluste ausgelost wurden. Das Kind starb wenige
Monate nach der Geburt ohne Therapieerfolg (106).

Im Laufe der folgenden drei Jahrzehnte wurden zahlreiche weitere Félle beschrieben, die
neben den genannten Symptomen auch Hyperkalziurie, Nephrokalzinose und zum Teil eine
stark erhohte Prostaglandin E,-Bildung aufwiesen (117, 119, 120). Die ausgesprochen
heterogene Auspragung des Krankheitsbildes und des Manifestationsalters, der unter dem
Sammelbegriff Bartter-Syndrom zusammengefassten Salzverlust-Tubulopathien, fiihrten 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 zusdtzlicher sensoneuraler Taubheit bzw. Innenohr-
schwerhorigkeit (aBS/HPS with sensorineural deafness), das klassische Bartter-Syndrom (BS)
und das Gitelman-Syndrom (GS) (48, 56). Bei allen aufgefiihrten Krankheitsbildern fiihren
Defekte in Ionenkandlen der Niere zu unterschiedlich stark ausgeprigten 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 ausgelost,
das fiir 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
hypokalidmische metabolische Alkalose und ein hyperrenindmischer Hyperaldosteronismus
beobachtet werden (1). Die Prostaglandinsynthese ist leicht oder gar nicht erhéht. Hinsichtlich
der Symptomatik kann es weiterhin zu Wachstumsstorungen, Polyurie, Erbrechen,
Dehydration und selten zu geistiger Retardierung kommen (2, 105). Gedeih- und
Wachstumsstdrungen treten meist nur dann auf, wenn eine Therapie nicht frithzeitig begonnen
wird.

Das Gitelman-Syndrom (GS) wird durch eine Mutation des Gens SLCI2A43, das fiir die
Expression des Na'-Cl™-Kotransporters NCCT verantwortlich ist, ausgelost (Tabelle 1.1) und
wird meist im Kindes- oder frithen Erwachsenenalter diagnostiziert (33, 53, 56, 105). Durch
ausgepriagte Magnesiumverluste (Hypomagnesidmie) treten hier hiufig Muskelschwéche und
Tetanieneigung auf. Aullerdem kommt es zu Hypokalziurie, die Prostaglandinsynthese ist nur

wenig oder gar nicht erh6ht (105).

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

Wihrend vor allem das GS, aber auch das BS, eine relativ milde und gut therapierbare
Symptomatik aufweisen, manifestiert sich beim aBS/HPS bereits friih 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 auBlerdem 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, ausgeldst durch fetale Polyurie
und daraus resultierender Frithgeburtlichkeit, ab (85, 119). Die erheblichen Mengen an
entstehendem Fruchtwasser machen gegen Ende der Schwangerschaft regelméaBige
Punktionen, bei denen ein Gesamtvolumen von 15 Liter abgezogenem Fruchtwasser erreicht

werden kann, erforderlich um Schéden fiir Mutter und Kind zu vermeiden (56). Postpartal
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kommt es zu einer exzessiv gesteigerten Prostaglandin E>-Synthese, erhohter Aldosteron- und
Reninaktivitdt, hypokalidmischer metabolischer Alkalose, ausgepriagter Hyperkalziurie mit
daraus resultierender Nephrokalzinose und Hypertrophie des juxtaglomeruldren Apparates
(32, 102, 116). Die Folgen sind massive Polyurie mit lebensbedrohlichen Elektrolyt- und
Fliissigkeitsverlusten, Dystrophie, Osteopenie, Krdmpfe und Episoden von Fieber, Erbrechen
und Diarrhé (19, 118). Durch mogliche auftretende Hypokalidmien kann es zudem zu
Storungen der Erregungsleitungen des Herzens und nachfolgenden Herzrhythmusstérungen
kommen (56).

Beim aBS/HPS konnen unterschiedliche Defekte vorliegen (Tabelle 1.1). Untersuchungen
haben ergeben, dass Mutationen im Na -K'-2Cl-Kotransporter NKCC2 (Gen SLCI241), im
Kaliumkanal ROMK (Gen KCNJI), in den Chloridkandlen CIC-Ka und CIC-Kb (Gen
CLCNKA und CLCNKB) oder in deren regulatorischer B-Untereinheit Barttin (Gen BSND),
fiir die Auspriagung dieses Krankheitsbildes verantwortlich sind (23, 56, 110, 122). Bei einer
Mutation beider Chloridkanéle oder deren B-Untereinheit Barttin kommt es, zusétzlich zu der
schweren = Symptomatik, zum  Auftreten von sensoneuraler = Taubheit bzw.
Innenohrschwerhorigkeit (23, 110, 144). Die aufgefiihrten Transportproteine befinden sich in
der apikalen und basolateralen Membran des dicken aszendierenden Schenkels der
Henle’ schen Schleife (4bbildung 1.2). Wie zuvor beschrieben, werden in diesem Bereich des
Nephrons ungefihr 20-30% des gefilterten Natriums riickresorbiert. 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 sekundir zu
erhohten Kalzium- und Magnesiumverlusten. Der fehlende Aufbau des Gradienten und die
gestorte Natriumriickresorption sorgen fiir eine gravierende Storung des gesamten Salz- und
Wasserhaushaltes (102).

Die exzessiv gesteigerte Prostaglandinsynthese beim aBS/HPS scheint eine Schliisselfunktion
fiir die schwerwiegende Symptomatik, wie das Auftreten von Polyhydramnions mit daraus
resultierender Frithgeburtlichkeit, postpartale lebensbedrohliche Salz- und Wasserverluste,
hohe Plasmareninaktivitdt sowie Entwicklungsstdérungen, zu haben (70, 100, 116, 118).
Aufgrund dessen wurde von Seyberth et al. 1987 fiir das antenatale Bartter-Syndrom der
Begriff des Hyperprostaglandin-E-Syndrom eingefiihrt (116).
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Ein Zusammenhang der erhohten Prostaglandinsynthese mit der schweren Pathogenese dieser
Erkrankung konnte schon friih festgestellt werden, da eine Behandlung mit Cyclooxygenase-
Inhibitoren (COX-Inhibitoren), z.B. Indomethacin, zu einer Verbesserung der Symptomatik
fiihrte und ein Uberleben der Patienten ermdglichte (75, 83, 104, 115). COX-Inhibitoren
hemmen die Enzyme Cyclooxygenase-1 und -2 (COX-1 und -2), die iiber den sogenannten
Cyclooxygenase-Weg fiir die Synthese der Prostaglandine verantwortlich sind.

Die Vermutung, dass eine iibermaflige Bildung von Prostaglandinen eine Schliisselfunktion in
der Entstehung des Krankheitsbildes des aBS/HPS hat, wird auch durch die Beobachtung
gestiitzt, dass bei einer therapeutischen Applikation von Prostaglandinen mit zahlreichen
Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Ubelkeit, Erbrechen, erhdhter Temperatur und Diarrhg,
zu rechnen ist. Eine vergleichbare Symptomatik, wie beim aBS/HPS, kann also durch
medikamentdse Gabe von Prostaglandinen ausgelost werden.

Unbehandelt verlduft das aBS/HPS, aufgrund der schweren Symptomatik mit massiven
Wasser- und Elektrolytverlusten, Wachstumsretardierung, Fieberschiiben und Entwicklungs-
storungen todlich. Therapeutisch steht der Einsatz von nicht selektiven COX-Inhibitoren, wie
Indomethacin, im Vordergrund, da bei dieser Medikation eine langjidhrige Erfahrung vorliegt
(75). Man bezeichnet diese Gruppe von Inhibitoren auch als nichtsteroidale Antiphlogistika
(NSAIDs), ein bekannter Vertreter ist Aspirin (Acetylsalicylsdure). Da die Gruppe der
Prostanoide an einer Vielzahl physiologischer Vorgidnge 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. Gerinnungsstérungen, Magenschleimhautschidigungen
usw.). Bei einer Langzeittherapie von aBS/HPS-Patienten mit Indomethacin konnte
voriibergehender Haarausfall, verspétete Diagnose von Infektionskrankheiten, ausbleibendes
Fieber und eine verzdgerte Heilung von Knochenbriichen beobachtet werden (118), zusétzlich
kann die Indomethacinbehandlung bei Frith- und Neugeborenen Niereninsuffizienz und
Nierenversagen auslosen (74, 107). Die Behandlung mit anderen NSAIDs, wie Aspirin und
Ibuprofen, fiihrte zu stirkeren 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 liber die COX-2 gebildeten Prostaglandine

fiir die Entstehung der Symptomatik des aBS/HPS hin.
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Ch rf);rirgsom E;I'igﬁgggllﬂttf’/ S kel
Yecia NKCC2 aBS/HPS TAL
III(qCZ]X‘_]; S ROMK aBS/HPS TAL
CLCh Kﬁ) B CLCKa +b aBS/HPS + SND Ak Ak
Bligff) Barttin aBS/HPS + SND Ak Ak
Cﬁg’éB CLCKb BS e
SLCI243 NCCT GS DCT
16q13
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 (diinner 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 zéhlen 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 Schlaganfillen) vom Markt genommen. Hieraus wird deutlich, wie schwer eine geeignete
Therapie unter Hemmung der Prostaglandinsynthese moglich ist, ohne gleichzeitig teils

unvorhersehbare Nebenwirkungen hervorzurufen.



Einleitung 9

1.4 Prostaglandine: Synthese und Wirkung

Prostaglandine (PG), die zur Gruppe der Gewebshormone (Autacoide) gehoren, werden aus
mehrfach ungesittigten Fettsduren gebildet. Wichtigste Quelle ist die Arachidonsédure, die
entweder mit der Nahrung aufgenommen oder aus der essentiellen Fettsdure Linolensdure
synthetisiert wird (Formel 1.1). Arachidonséure ist eine mehrfach-ungesittigte C20-Fettsédure,
die mit weiteren mehrfach-ungesittigten Fettsduren zur Gruppe der Eicosanoide

zusammengefasst wird.

Arachidonsiure (5,8,11,14-Eicosatetraensiure)

Formel 1.1: Strukturformel der Arachidonsdure

Arachidonsdure wird im Korper iiber den Cyclooxygenase-, den Lipoxygenase- und den

Cytochrom P-450 -Weg metabolisiert (4bbildung 1.3).

Arachidonsiure

/ AN
Lipoxygenase-Weg | Cytochrom P-450
/ Cyclooxygenase-Weg \

Leukotriene Hydroperoxysauren
Hydroperoxysiuren Endoperoxide Fettséureepoxide
Lipoxine Prostaglandine
Hepoxyline Prostacyclin
Thromboxane

Abbildung 1.3:  Synthesewege der Arachidonsdure

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

Familie der Prostanoide zusammengefasst. Die Prostanoid-Synthese findet iiber den
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Cyclooxygenase-Weg statt (4bbildung 1.4) (133). Innerhalb der Prostanoid-Synthese wird
Arachidonsédure hauptséchlich aus den Phopholipidschichten der Zellmembranen mit Hilfe
der Phospholipase-A, freigesetzt. In einem ersten Schritt katalysieren die beiden isoformen
Cyclooxygenasen die Bildung des Hydroperoxy-Endoperoxids PGG, aus Arachidonséure,
entsprechend ihrer Cyclooxygenase-Aktivitit. Anschlieend katalysieren sie die Umwandlung
von PGG; zu dem instabilen Hydroxy-Endoperoxid PGH, geméf ihrer Peroxidase-Aktivitit
(133). Die Metabolisierung der Arachidonsdure zu den Endoperoxiden kann also jeweils iiber

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

Arachidonsiure

PGG,
COX-1 > l < COX-2
PGI-Synthase TX-Synthase
PGL, | < PGH, » | IXA,
PGD-Synthase PGF-Synthase
/
PGE-Synthase \
PGD, l PGF,,
PGE,

Abbildung 1.4:  Die Prostanoidsynthese iiber den Cyclooxygenase-Weg

Die darauffolgende Umwandlung in die fiinf priméren Prostanoide Prostaglandin E, (PGE,),
Prostaglandin F,, (PGF,,), Prostaglandin D, (PGD;), Prostacyclin (PGI,;) und Thromboxan
(TXA,) erfolgt durch die jeweiligen Synthasen (20).

Prostanoide wirken lokal {ber spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vom

Rhodopsintyp mit sieben transmembranen Doméinen (94, 95, 129), die entsprechend ihrer
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Sensitivitdt gegeniiber den verschiedenen Prostanoiden benannt sind. Man bezeichnet sie als
EP-, FP-, DP-, IP- und TP-Rezeptoren (4bbildung 1.5) (97, 127). Der PGE;-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 iiber unterschiedliche Signaltransduktionswege

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

Prostanoid Rezeptor Transduktionsweg

—> | EP1 | = A intrazellular Ca?*
— EP2 | = A cAMP
L, EP3 | o ¥ cAMP

PGE, . EP4 | wevenen A cAMP

PGIL, —_— IP | e A cAMP/ A TP,

PGD, | — | ) S [— A cAMP

PGF,, | —» FP | e 1P,

TXA, _— S [— 1P,

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 Korper rasch zu inaktiven Metaboliten abgebaut, deshalb ergibt sich eine meist
lokal auf den Bildungsort beschrinkte 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 {iber die 15-
Hydroxy-Prostaglandindehydrogenase und in Fettgewebe, Leber und Diinndarm {iber die
Prostaglandin-A13-Reduktase abgebaut. AnschlieBend erfolgt eine Deaktivierung iiber
Enzyme des Fettstoffwechsels. PGE; wird im Kdorper 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 erfiillen und zum
Teil unterschiedliche Expressionsorte aufweisen konnen, 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
tiber die COX-1 produzierten Prostanoide spielen eine wichtige Rolle in der Regulation
verschiedenster physiologischer Prozesse und wirken unter anderem auf die Thrombozyten,
das Gefaflendothel und schiitzend auf die Magenschleimhaut. In der Sdugetierniere, z.B. bei
Maus und Ratte, konnte eine Expression der COX-1 in den renalen Gefdflen, 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 grofle Bedeutung in der Entstehung von
Entziindungsprozessen und in der Fieber- und Schmerzentwicklung zu (89, 101, 133). Aber
auch fiir die Nierenentwicklung spielt die COX-2 eine wichtige Rolle (22, 88).

Die Bedeutung der Cyclooxygenasen fiir die Nierenregulation ist nicht vollstindig geklart,
bekannt ist aber, dass sie wichtige Funktionen fiir die Aufrechterhaltung des Gefd3tonus und
der Salz- und Wasserhomdoostase erfiillen (41). Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt,
dass COX-2 im Bereich der Macula densa des juxtaglomeruldren 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
frithdistalen Tubulus Verdanderungen der Chloridkonzentration des Tubuluslumen wahr und
sind in der Folge an der Steuerung des GefidBtonus der afferenten Arteriole, der glomeruldren
Durchblutung und der Regulation der Reninauschiittung beteiligt (40). Die Induzierung der
COX-2 Expression wird als wichtige Vorraussetzung fiir 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 Niedrigsalzdidt (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, bestitigen die Schliisselfunktion 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 zusitzliche 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 erhohten 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 E; (PGE;) und die EP-Rezeptoren: Renale

Bedeutung
O
— COOH
/ CH,
OH OH
PGE,
Formel 1.2 Strukturformel von Prostaglandin E, (PGE>)

PGE, ist aufgrund seiner Interaktion mit den vier verschieden EP-Rezeptoren an einer
Vielzahl physiologischer Prozesse in verschiedenen Organsystemen beteiligt (Formel 1.2).
PGE; ist wichtiger Modulator des Gefdftonus und erfiillt regulatorische Aufgaben z.B. im
Gastrointestinaltrakt und bei der Reproduktion (127, 131). AuBBerdem ist PGE; ein wichtiger
Entziindungs- und Schmerzmediator (127). Die zuvor beschriebenen EP-Rezeptoren konnen,
aufgrund ihrer Wirkung auf die glatte GefdBmuskulatur, in drei Gruppen eingeteilt werden.

Die relaxierenden EP2- und EP4-Rezeptoren konnen eine Relaxation der glatten
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Gefilmuskulatur verursachen. Wohingegen der kontraktile EP1-Rezeptor eine Kontraktion
der glatten GefiaBmuskulatur induziert und der inhibitorische EP3-Rezeptor eine Relaxation

der glatten GefaBmuskulatur inhibiert (10).

Dementsprechend verfiigen die Rezeptoren iiber verschiedene Signaltransduktionswege
(4bbildung 1.5) (16, 96, 129). Die EP2- und EP4-Rezeptoren stimulieren die Freisetzung von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), der EP3-Rezeptor signalisiert iiber eine
Inhibition der cAMP-Bildung und der EPI1-Rezeptor erhoht die intrazelluldre
Kalziumkonzentration.

Die genaue Bedeutung der EP-Rezeptoren fiir die Nierenfunktion ist nicht vollstdndig geklért.
Fest steht aber, dass sie wichtige regulatorische Aufgaben zur Aufrechterhaltung der renalen
Homoostase und der Salz- und Wasserreabsorption erfiillen. PGE, 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 hauptsdchlich 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 PGE, 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 erfiillt 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 Osmolalitétssteigerung des Extrazelluldrraumes freigesetzt wird. Vasopressin gelangt
tiber 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
Erh6éhung der Wasserriickresorption (8, 78). Die renale Expression des EP2-Rezeptors ist
nicht eindeutig geklért. Es konnten nur geringe Mengen EP2-Rezeptor mRNA innerhalb der
Niere nachgewiesen werden (11). EP2-Rezeptorknockout-Méuse zeigten jedoch als Reaktion
auf die Gabe einer Hochsalzdiét 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
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Wirkung und seines FEinflusses auf den Salzhaushalt konnte der EP2-Rezeptor
moglicherweise eine Rolle bei der Regulation des renalen Blutflusses spielen (11). Eine
Expression der EP4-Rezeptor mRNA konnte hauptsédchlich in den Glomeruli verschiedener
Spezies nachgewiesen werden (9, 10, 60, 93), aber auch im distalen Tubulus und frithen
Sammelrohr der Ratte konnte eine Expression detektiert werden (10). Es wird angenommen,
dass der EP4-Rezeptor regulatorische Funktionen in Bezug auf den renalen Blutfluss erfiillt
und stimulierende FEigenschaften auf die Freisetzung von Aldosteron hat (21). Die
hauptsdchliche Expression innerhalb des Glomerulus unterstiitzt die Vermutung, dass der
EP4-Rezeptor wichtige regulatorische Funktionen in Bezug auf die Reninfreisetzung erfiillt
(9-11, 60). AuBerdem wird eine unterstiitzende Wirkung der durch cAMP-Erhéhung
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 [ ab. Aus Angiotensin I wird iiber das ,,angiotensin converting enzyme* (ACE)
Angiotensin II gebildet. Angiotensin II besitzt eine starke vasokonstriktorische Wirkung. Es
steigert das Durstgefiihl, fordert die Bildung von Vasopressin und sorgt fiir eine vermehrte
Freisetzung von Aldosteron. Aldosteron ist fiir eine gesteigerte Natrium- und Wasserretention
verantwortlich und fiihrt zu einer Normalisierung des Blutdruckes. Renin setzt also einen
komplexen Regelmechanismus in Gang, der fiir die Aufrechterhaltung der kdrperlichen und
renalen Homdostase unerldsslich 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 Erhohung 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 Arachidonsdure eine Stimulierung der Reninsekretion
und nach Hemmung der COX durch Indomethacingabe eine Suppression der Reninaktivitét
beobachtet werden (29, 30). Beim Hund hatte eine intrarenale Infusion von PGE; eine erhohte
Sekretion von Renin zur Folge (52). Ebenfalls beim Hund konnte gezeigt werden, dass PGE,
und PGI, eine Freisetzung von Renin in der Niere stimulieren (31). Der die Reninfreisetzung

stimulierende Effekt von PGE, und PGI, wurde auch an der isolierten perfundierten
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Rattenniere beobachtet (36). Bei der Maus konnte nach der Zugabe von PGE, und PGI, zu
isolierten Zellen aus dem Bereich des juxtaglomeruldren Apparates ebenfalls eine vermehrte
Bildung von Renin und eine erhohte Renin mRNA-Expression festgestellt werden (59). Diese
Beobachtungen deuteten darauf hin, dass PGE, iiber die EP-Rezeptoren und auch PGI, iiber
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 primér liber eine Erhéhung der
intrazelluldren cAMP-Konzentration. Daneben wurde aber auch eine Signalweiterleitung iiber
IP; (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 geklart werden, welcher der EP-Rezeptoren fiir die
Ausschiittung von Renin verantwortlich ist. Bekannt ist, dass eine Stimulation von cAMP eine
Freisetzung von Renin bewirkt, wéihrend eine Zunahme der intrazelluldren
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 {iiber eine Aktivierung von cAMP, eine stimulierende Wirkung auf die
Reninfreisetzung haben. Wohingegen der EP1- und der EP3-Rezeptor einen inhibitorischen

Einfluss nehmen konnten.

1.6 Struktur und Wirkungsweise von Furosemid

Diuretika sind Substanzen, die zu einer vermehrten Salz- und Wasserausscheidung fiihren. Sie
werden aufgrund ihres Wirkungsortes in verschiedene Gruppen eingeteilt. Furosemid zdhlt
zur Gruppe der Schleifendiuretika (Formel 1.3), da es den Na'-K'-2CI-Kotransporter
(NKCC2) im dicken aszendierenden Schenkel der Henle'schen Schleife hemmt (4bbildung
1.6). Die Wirkungsweise des Furosemids tritt vermutlich durch Anlagerung an die
Chloridbindungsstelle des NKCC2-Kotransporters ein, so das eine fiir die Funktion wichtige

Konformationsdnderung des Carriers verhindert wird.
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Cl NH—CHQ—[ o ]'
HZN—OZS]@[COOH

Furosemid

Formel 1.3:  Strukturformel des Furosemids

Um seine inhibitorische Wirkung entfalten zu konnen ist eine hohe Wirkstoffkonzentration im
Tubuluslumen notwendig (10-20mal hoher als die Plasmakonzentration). Diese Konzentration
wird zum einen durch tubuldre Sekretion erreicht, zum anderen erfolgt eine Ankonzentrierung
durch Fliissigkeitsreabsorption im Tubuluslumen. Die Wirkung der Schleifendiuretika setzt
zwar aullerordentlich schnell ein, ein diuretischer Effekt kann schon nach 30-60 Minuten
beobachtet werden, ldsst aber nach etwa 6 Stunden wieder nach. Bei wiederholter Behandlung
mit hohen Dosen und entsprechender Fliissigkeits- und Elektrolytzufuhr {iber Infusionen
konnen beim Menschen Harnmengen von 35-45 Liter innerhalb von 24 Stunden erreicht
werden. Dieser starke Effekt kann bei akutem Nierenversagen oder chronischer
Niereninsuffizienz niitzlich sein.

Durch die Gabe eines Schleifendiuretikums wird die Natriumausscheidung von etwa 3% auf
bis zu 25% gesteigert. Durch die starke Natriurese kommt es sekundir zu groBen
Wasserverlusten.

In der Folge wird auch die renale Kalzium-, Magnesium- und Kaliumausscheidung stark
erhoht. Beim Menschen ist eine Applikation von Furosemid mit einer gesteigerten Produktion
von PGE; und einer erhohten Expression der COX-2 verbunden (73). Neben der erhdhten
PGE,-Synthese konnte auch eine gesteigerte Plasma-Reninaktivitit, eine erhohte

Aldosteronsynthese und zum Teil auftretende Hypokalidmien beobachtet werden (82).
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Na'K-ATPase

CLC-Ka + CIC-Kb|
Barttin

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
konnen. Aufgrund dieser Ubereinstimmung 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 Mausen exprimiert (90). Furosemid
kann im Tierversuch liber einen ldngeren Zeitraum, im Trinkwasser geldst, appliziert werden.
Bei Ratten und Méusen zeigte sich, dass eine linger andauernde Behandlung mit Furosemid,
eine gute Moglichkeit bietet die klinische Symptomatik des aBS/HPS nachzustellen (17, 100,
128), es kommt zu starken Elektrolyt- und Wasserverlusten, gesteigerter Reninaktivitdt und
stark erhohter Prostaglandinsynthese (7abelle 1.2).

Bei noch in der Entwicklung befindlichen Ratten fiihrte eine Furosemidbehandlung zu
Wachstumsretardierung, Nephrokalzinose und Hypokalidmie (34). Diesen Effekten konnte
durch zusétzliche Elektrolytsupplementation entgegengewirkt werden (25, 34). Im
Rattenversuch konnte gezeigt werden, dass nach sechstégiger Furosemidgabe ein Anstieg der
Plasmareninaktivitdt um das fiinffache 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 erhohten Elektrolytverlusten
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gesteigerte Expression der COX-2, ist also offenbar Ausloser fiir die nachfolgende
Reninsekretion. Stark erhohte Prostaglandinspiegel gelten, wie zuvor beschrieben, als
Ausloser fiir die gesteigerte Diurese und Salurese beim aBS/HPS. Bei Ratten konnte die,
durch Furosemidgabe ausgeloste, erhohte Diurese und Salurese durch Gabe eines COX-2

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

inhibiert.
Symptomatik aBS/HPS Patient . TSl
im Mausmodell
erhohte Salzverluste + +
hyperaktives RAAS + +
Hyperreninamie + +
Nephrokalzinose + +
massive Polyurie + +
Wachstumsstérungen + +
stark erhohte + +
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 Mortalitdt bei dieser Mutation in den
ersten drei Wochen 100% betrdgt (128). Man beobachtet eine dem aBS/HPS und der
langerfristigen Furosemidbehandlung vergleichbare Symptomatik. NKCC2-Knockout-Mause
wiesen schon am ersten Tag nach der Geburt starke Fliissigkeitsverluste auf (Hdmatokrit
51%). Bis zum 7. Lebenstag zeigten sich erhebliche Entwicklungsstérungen, Wachstums-
retardierung und starke Dehydrierung (A4bbildung 1.7). AuBerdem konnten Nieren-
insuffizienz, Hydronephrose und hohe Plasma-Reninspiegel beobachtet werden. Keine der
NKCC2-Knockout-Mutanten {iiberlebte bis zur Entwohnung. Nur eine sofortige postpartale

Indomethacinbehandlung fithrte zu einer Uberlebensrate von 10% nach drei Wochen. Die
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tiberlebenden Tiere wiesen aber weiterhin ein schweres Krankheitsbild mit ausgeprigter
Polyurie (10ml/Tag) und extremer Hydronephrose auf. Um die Pathogenese des aBS/HPS zu
untersuchen, zeichnet sich daher die Iléngerfristige 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 Hochsalzdiat auf die renale

Salzregulation

Um die Bedeutung der Prostanoide in der Regulation der Elektrolytreabsorption bei
Verdnderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche mit Niedrigsalz- bzw.
Hochsalzdidt durchgefiihrt. 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 Didt 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 Hochsalzdidt Verdnderungen 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 Sdugetierniere im Bereich der Macula densa exprimiert wird und die
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COX-2 Expression durch die Gabe eine Niedrigsalzdiét 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
PGE,-Synthese hervorgerufen werden (141). Aullerdem 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 erhohte
Reninsekretion nach Gabe einer Niedrigsalzdidt 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 darauthin, dass PGE, und PGI, eine Schliisselfunktion bei der Ausschiittung von
Renin besitzen. In isolierten Zellen aus dem Bereich des juxtaglomeruldren Apparates der
Maus steigerte die Zugabe von PGE, und PGI,, vermittelt iiber eine intrazellulire cAMP-
Erhohung, die Reninauschiittung sowie die Renin mRNA-Expression (59). In isolierten
juxtaglomeruldren Zellen der Rattenniere konnte der Nachweis erbracht werden, dass eine
Aktivierung des EP2- und EP4-Rezeptors zu einer cAMP-abhingigen Hyperpolarisation und
nachfolgender Reninfreisetzung filihrte (28). Auch die hauptsichliche Expression des EP4-
Rezeptors innerhalb des Glomerulus unterstiitzt 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 PGE, deutete ebenfalls
auf eine wichtige Funktion des EP2- und EP4-Rezeptors in der Regulation der
Reninfreisetzung hin, da die Reninaktivitit in isolierten Nieren von EP2- und EP4-
Rezeptorknockout-Méusen 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 kldren bleibt, welcher genaue Einfluss, ob stimulierend oder
hemmend, den einzelnen Rezeptoren bei der Reninregulation zukommt. Die Zusammenhinge
dieses komplexen Mechanismus konnen durch die Gabe von Niedrig- und Hochsalzdidten
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 ungefdhr 1:50.000 auf (118). Das schwerwiegende
Krankheitsbild &ufBert sich bereits pranatal und Neugeborene haben ohne eine schnelle
Behandlung, aufgrund der starken Wasser- und Elektrolytverluste keine Uberlebenschance.
Prostaglandine scheinen eine wichtige pathogenetische Rolle zu spielen. Ziel der Arbeit ist es,
die zugrunde liegenden Regelmechanismen der Salzregulation der Niere liber das RAAS und
die Rolle der Prostaglandinrezeptoren in diesem komplexen System besser zu verstehen. Eine
gezieltere Therapiemoglichkeit, aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen nichtselektiver COX-
Hemmer, wire fiir die Patienten und den Krankheitsverlauf von Vorteil. Gerade im Hinblick
auf schwere Nebenwirkungen, z.B. mogliche Niereninsuffizienz bei Neugeborenen unter
Indomethacingabe, wiren bessere Therapiemoglichkeiten wiinschenswert. 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. Wire bekannt welcher Rezeptortyp fiir die Entgleisung der Diurese bzw. Salurese
verantwortlich ist, so konnte man eine gezieltere Therapie durch selektive Hemmung von
Rezeptoren ermdglichen. Die Kenntnis der Funktionen der Prostanoide und ihrer Rezeptoren
bei der Salzregulation und deren Bedeutung in der Entstehung der Pathogenese des aBS/HPS
konnte eine gezieltere Therapie ermdglichen. Um dieser Fragestellung nachzugehen wurden
Versuche unter langfristiger Furosemidgabe und unter didtischen Verdnderungen am
Mausmodell durchgefiihrt. Die Generierung von Prostaglandinrezeptorknockout-Mausen
durch die Arbeitsgruppe Prof. Narumiya an der Universitidt von Kyoto/Japan, ermdglichte es
die Wirkung von Furosemid und den unterschiedlichen Didten an verschiedenen
Mausmutanten zu untersuchen. Hierzu standen EP1-, EP2-, EP3-, EP4- und IP-Rezeptor-
knockout-Mduse aus eigener Nachzucht zur Verfiigung. AuBlerdem gelang unserer
Arbeitsgruppe die Zucht von Doppelknockout-Mausen bei denen der EP1- und der EP3-
Rezeptor ausgeschaltet waren. Diese Mausmutanten ermoglichten die Wirkungskaskade der
Prostanoide, unter Furosemid- oder Didtengabe, genauer zu untersuchen und die Rolle der
Rezeptoren im Salzhaushalt der Niere, auch im Hinblick auf gezieltere Therapiemdglichkeiten

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

96-well-Mikrotiterplatte, unbeschichtet
Agarose (Seakem LE)

Arg®-Vasopressin-EIA-Kit

Bromphenol blue

dNTP (10mM)

EDTA 0,5M (pHS8)
Eisessig

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Forene (Isofloran)
Furosemid

H,0 (RNAse frei)

C-Inulin

Isopropanol (2-Propanol)

Ketavet (Ketaminhydrochlorid)

Kreatinin-Kit

Microtube EDTA-Probengefil 1,3ml
Microtube Lithium-Heparin-Probengefal3 1,3ml

Amersham Biosciences,
Buckinghamshire (GB)
Greiner, Frickenhausen
Cambrex Biosciences, Rockland

M.E. (USA)

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

Roth, Karlsruhe
Amersham Biosciences,
Buckinghamshire (GB)
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt
Riedel-de Haen, Seelze
Roth, Karlsruhe

Abbott GmbH, Wiesbaden
Sigma, Aachen

Ambion, Huntingdon,
Cambridgeshire (UK)
NeN, Boston (USA)
Merck, Darmstadt

Pharmacia GmbH, Erlangen

Randox Lab. Ltd., Ardmore U.K.

Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Niirnbrecht
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MQ-H,0

Omnican 50 (0,3x8mm)

Omnifix 40 Duo (Herzpunktion)

ONO-AE3-208 (EP4-Rezeptorantagonist)
PCR-Puffer (10x)

Pentobarbital

PGE;-EIA-Kit

Proteinase K

Rompun (Xylazinhydrochlorid)
Silikonspray

Spektrometer Spektro MAX 340
Sucrose (W/v)

Taq DNA Polymerase (5U/ul)
TRIS Base

Xylencyanol

2.1.2 Tiere und Spezialdiaten

C57/B16 Méause

EP- und IP- Rezeptorknockout-Méduse

EP1/3-Rezeptordoppelknockout-Mause
Standard Haltungsfutter 1320 (Ratte/Maus)
Niedrigsalzdidt C1036 (0,02% NaCl)
Hochsalzdidt C1000 (8% NaCl)

Reinstwasser, entnommen der
institutseigenen Reinstwasser-
anlage (Milli Q)

Braun B.Petzhold GmbH,
Melsungen

Braun B.Petzhold GmbH,
Melsungen

ONO Pharmaceuticals, Japan
Sigma, Steinheim

Sigma, Deisenhofen

Amershan Biosciences, Freiburg
Sigma, Steinheim

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Riisch, Sulzbach

MWG BIOTECH , Ebersberg
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Charles River Lab. Inc.,
Wilmington, MA (USA)
urspriingliche Zucht von Prof.
Narumiya, Universitit Kyoto,
(Japan)

eigene Zucht

Altromin, Lage

Altromin, Lage

Altromin, Lage
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2.1.3 Gerate

Astrup ABL 700 series
beheizbarer Magnetriihrer
Biofuge 13

Cardiomax 3

Counter 2000CA Tri-CARB

Elektrolytautomat EFOX5053
Mikroskop Lumina

Milli Q-Anlage

Multitemp 3

Perfusor secura

Spektrometer Spektro MAX 340
Thermocycler: T-Gradient Thermoblock
Waage

Zeitschaltuhr Eltimo

Radiometer Copenhagen
Heidolph, Schwabach
Heraeus Instruments, Osterode
Columbus Instruments (USA)
United Technologies Packard,
USA

Eppendorf, Hamburg

Chiu Technical Cooperation
(USA)

Millipore, Billerica (USA)
Amersham Pharmacia Biotec (UK)
Braun, Melsungen

MWG Biotech, Ebersberg
Biometra, Gottingen

Kern, Balingen

Theben AG, Haigerloch
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

C57/Bl6 Wildtyp-Mause (WT) wurden von Charles River (Charles River Lab. Inc.) bezogen.
Die fiir die Versuche verwendeten EP1-, EP2-, EP3-, EP4- und IP-Rezeptorknockout-Méuse
(EPI'/'-, EP2"-, EP3"-, EP4”- und IP'/'-M'ause) entstammten der institutseigenen Zucht.
Urspriinglich wurden diese Linien von Prof. Narumiya an der Universitit von Kyoto/Japan
generiert und zur weiteren Zucht zur Verfligung gestellt (49, 114, 130, 131, 143).
Phinotypisch sind keine Unterschiede im Vergleich zu Kontrolltieren zu beobachten.
Doppelknockout-Méuse bei denen der EP1- und der EP3-Rezeptor ausgeschaltet waren
(EP1/3-Doppelknockout-Mause = EP1/3”-Maiuse) 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
entwoéhnt. Die Tiere erhielten Standardfutter (Altromin 1320 Standard Haltungsfutter
Ratte/Maus) mit einem NaCl-Gehalt von 0,9% und Wasser ad libitum. Die Genotypisierung
der Maiuse erfolgte routinegemidfl durch PCR-Analyse. Fiir die Versuche wurden
ausschlieBlich adulte weibliche Tiere im Alter von acht bis zwdlf Wochen und
Korpergewichten von ca. 20-23g ausgewéhlt. Es wurden nur weibliche Tiere verwendet, da

die PGE,-Konzentrationen im Urin bei médnnlichen Versuchstieren verfialscht sein konnen.

2.2.2 Zucht und Genotypisierung

Die EP1-, EP3-, EP4- und IP-Knockoutlinien wurden homozygot geziichtet. Da PGE, iiber
den EP2-Rezeptor diec Wehentitigkeit induziert, haben EP2”-Tiere, infolge mangelnder
Wehentitigkeit, oftmals Geburtsschwierigkeiten. Zur Ziichtung der EP2”-Miuse wurden
daher heterozygote Weibchen mit homozygoten Mannchen verpaart.

Die EP1/3”-Mutante wurde durch entsprechende Kreuzungen erzeugt. Zu Beginn erfolgte die
Verpaarung eines EP17-Minnchens mit einem EP3”-Weibchen. Beide Knockout-Miuse

waren flir das Merkmal des jeweils anderen Rezeptortyps homozygot positiv. Die erste
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Generation bestand also ausschlief3lich aus Tieren die fiir das Merkmal des EP1- und des EP3-

Rezeptors heterozygot waren.

EPI EP3

+— +—

Tabelle 2.1:  Schema der zu erwartenden Genotypen in der ersten Generation der Zlichtung der
EP1/3"-Méause

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

beide Merkmale heterozygoten Tiere erhielt man folgende Genotypen:

EP1 EP3
— +—
F— —
+— +—
+— ++
++ +—
++ ++

Tabelle 2.2:  Schema der zu erwartenden Genotypen in der zweiten Generation der Ziichtung der
EP1/3"-Méuse

Fiir die Weiterzucht wurden Tiere ausgewdhlt, die fiir das Merkmal des EP1- und des EP3-
Rezeptors homozygot Knockout waren oder, aufgrund der geringen Anzahl von
Doppelknockout-Médusen, Tiere die jeweils fiir einen der Rezeptoren heterozygot und fiir den
anderen Rezeptortyp homozygot Knockout waren (grau unterlegt). In der dritten Generation
waren dann Doppelknockout-Tiere fiir den EP1- und den EP3-Rezeptor in ausreichender Zahl
vorhanden. AnschlieBend wurde ausschlieBlich mit homozygoten Doppelknockout-Tieren
weitergeziichtet. Die Tiere zeigten keine Geburtsschwierigkeiten und hatten normale
WurfgroBen. Im Alter von 17 Tagen wurden die Tiere mit Ohrmarken markiert und bei zu

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

Zur Auflosung des Gewebes wurden die Biopsieproben in einem 1,5ml Eppendorf-Cup mit
0,5ml Tail-Lyse-Puffer und 5ul Proteinase K (10mg/ml) versetzt und mindestens 4h (besser
iiber Nacht) bei 55°C geschiittelt.

Tail-Lyse-Puffer

Tris-HCI (100mM) 1,576 g
EDTA (5mM) 0,146 g
SDS (0,2%) 02 g
NaCl (200mM) 1,169 g
MQ-H,0O ad 100 ml

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Proben 10 Minuten bei 13000U/min zentrifugiert um
Gewebereste abzutrennen. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Cup iiberfiihrt, 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. AnschlieBend wurde
die Probe nochmals fiir 10-20 Sekunden bei 12000U/min zentrifugiert, so dass sich das DNA-
Pellet an der unteren Innenseite des Eppendorf-Cups festsetzte. Danach wurde der Uberstand
erneut verworfen und das DNA-Pellet mit 0,5ml 70%igem Ethanol gewaschen. Hierbei sollte
gut gevortext und das Pellet unter Umstdnden mit der Pipette gelost werden. Durch erneute
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000U/min setzte sich das DNA-Pellet wieder am unteren
duBeren Rand ab. Der Uberstand wurde nochmals verworfen und das DNA-Pellet fiir
mindestens 10 Minuten an der Luft getrocknet bis das Ethanol verdampft war. Anschlie3end
wurde das Pellet in 250ul TE-Puffer gelost und bei 55°C fiir 1-2 Stunden geschiittelt. Die
gewonnene DNA-Losung 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 pl
EDTA pH 8 (0,5M) 200 ul
MQ-H,0O ad 100 ml

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR-Technik ist es moglich definierte DNA-Fragmente zu vervielfdltigen. Es
werden zwei spezifische Primer benétigt, die auf den DNA-Einzelstringen jeweils den Start-
und den Endpunkt des zu amplifizierenden Bereichs festlegen, aulerdem DNA-Polymerase
(hier Taqg-Polymerase) um die festgelegten DNA-Fragmente zu replizieren, Nucleotide
(dNTPs) die als Bausteine fiir den zu replizierenden DNA-Bereich dienen und Pufferlosungen

um ein geeignetes Milieu fiir die Polymerase zu schaffen.

Reaktionsgemisch (Mastermix) fiir je 1 Probe:
Taq-Puffer 2 ul
dNTP (2mM) 2 ul
F-Primer (10uM) 1 pul
R-Primer (10uM) I ul
Neo-Primer (10uM) 1 pul
H,0 (RNAse frei) 10 pl
Taq-Polymerase 1 ul

Zu Beginn wurden die gefrorenen DNA-Losungen aufgetaut und je 2l der zu untersuchenden
Probe in beschriftete PCR-Cups vorgelegt. AnschlieBend wurde ein Reaktionsgemisch
(Mastermix), bestehend aus den oben aufgefiihrten Substanzen, angesetzt. Der Ansatz des
Reaktionsgemisches wurde bei einer Probenmenge (n) mit n+1 berechnet. Es ist wichtig alle

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

EP1-Primer
F-Primer (vorwiérts)

R-Primer (riickwiérts)

Sequenz
5"-GCG GAG AGT CCG GCT AGA GAA G-3’

5’-TGA GCC TAG CGG ATG AGG CAG G-3°

Neo-Primer 5-ATG ACA AGA CGC TGG GCG GGG T-3°
EP2-Primer Seguenz

F-Primer (vorwarts)

R-Primer (riickwarts)

5-CTG GCC ATT ATG ACC ATC ACC TTC GCC A-3’
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 (vorwérts)

R-Primer (riickwiérts)

5’-TGC CGA ATA TCA TGG TGG AAA ATG GCC G-37
5’-AAA GTG ACT AGC ACC CAG AAT TCC TGC C-3°

Neo-Primer 5-GAG TCCTCC ACTTTG GTG TAC ACA GTA C-3°
EP4-Primer Seguenz

F-Primer (vorwérts)

R-Primer (riickwarts)

5’-TCT ACT TGC TCC CAG TGG ACA TAC ATG G-3’

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 (vorwirts)
R-Primer (riickwarts)

Neo-Primer

5’-GTA TCT TTC AGT ACC TGA GGA-3’
5'- GAG CAG AAA AAT TCC CAG AGG-3’
5’-TGA CCG CTT CCT CGT GCT TTA -3’
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Die Zugabe der Tag-Polymerase erfolgte erst kurz bevor die Proben in den Thermocycler
(T-Gradient Thermoblock) gestellt wurden, um vorzeitige Reaktionen auszuschlieRen. Im
Thermocycler lief die aus drei Schritten bestehende Polymerase-Kettenreaktion ab. Im ersten
Schritt wurden die DNA-Fragmente erhitzt, um eine Denaturierung in Einzelstrange
herbeizufuhren. In der anschlielenden Annealing-Phase wurden die Proben abgekihlt und die
Anlagerung der Primer, an die zu replizierenden Sequenzen setzte ein. In der nun folgenden
Polymerisationssphase synthetisierte die Tag-Polymerase aus den zugegebenen dNTPs die
fehlenden komplementaren DNA-Strange neu. Diese Abfolge wurde in 35 Zyklen wiederholt,
um eine expotentielle Steigerung der DNA-Menge zu erreichen. Zu Beginn jeder PCR war
eine flinfmin(tige initiale Denaturierungsphase und am Ende der 35 Zyklen eine funfminutige
Polymerisationsphase eingestellt. Nach Beendigung der PCR kiihlte das Gerat 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-H,O

50xTAE-Puffer

TRIS Base (2M) 242 ¢

Eisessig (100%) 57,1 ml
EDTA (0,5M, pH 8) 100 ml
MQ- H,O ad 1000 ml

IXxTAE-Puffer
50xTAE 20 ml
MQ- H,O ad 1000 ml

Agarose-Gel 1,5%

Agarose 1,5 g
IxTAE-Puffer 100 ml
Ethidiumbromid 1 pul

Zunichst 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 vollstindig gelost hatte.
AnschlieBend wurde 1pl Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in eine Gelkammer gegossen.
Danach wurde jeder Probe 4ul 6xProbenpuffer zugesetzt. Nachdem sich das Agarose-Gel
verfestigt hatte, konnte es in die mit 1XTAE-Puffer gefiillten Kammern der Laufvorrichtung
gelegt werden. AnschlieBend wurde jeweils 10ul Probe/Puffergemisch auf das Gel
aufgetragen. Auflerdem wurde pro Gel mindestens eine Tasche mit 7ul Standard (100 Base-

Pair-Ladder) bestiickt. Die Gelelektrophorese erfolgte fiir 30-60min bei 150V, 150mA und
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30Watt. AnschlieBend 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 Grofle der Fragmente und die Anzahl der Banden.
Heterozygote Tiere zeigten zwei Banden die sich aufgrund ihrer Grof3e unterschiedlich weit

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

Grole 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




Material und Methoden 34

2.2.6 Stoffwechselkéfige

Die Stoffwechselkédfige wurden konzipiert, um iiber 24h den Sammelurin eines
Versuchstieres erfassen zu konnen. Sie bestanden aus einem Behiltnis mit Gitterboden in dem
sich das Versuchstier befand. Der unter dem Gitterboden befindliche Teil des
Stoffwechselkdfigs war trichterférmig, so dass der durch das Gitter hindurch laufende Urin
am trichterformigen Unterteil entlang lief und in ein speziell konzipiertes Urin-/Kot-
Trennstiick geleitet wurde. Die Urintropfen sammelten sich an der AuBenseite des
Trennstiickes und flossen hier {iber einen Schlauch in die Sammelgefiaf3e (Falcontubes) ab.
Die Sammelgefifle standen im Wasserbad einer Kiihlung. Der durch das Gitter fallende Kot
fiel mittig durch das Trennstiick hindurch und wurde in einem Kotbehélter gesammelt. An
jedem Trennstiick war ein Perfusor (Perfusor secura) angeschlossen, der dieses im Zyklus von
4 Stunden fiir 15 Minuten mit je Iml destillierten Wasser durchspiilte (6ml/24h). Hierdurch
wurde einer Verdunstung am Gefdfirand hingen gebliebener Urintropfen bzw. dem
Verbleiben von Urinbestandteilen am Trichterrand entgegengewirkt und eine maximale
Urinausbeute erreicht. Die Spiilung wurde fiir die ermittelten Werte wieder herausgerechnet.
Unter Furosemidgabe war eine Splilung, aufgrund des hohen Urinaufkommens nicht
notwendig. Fiir die Messung der Prostaglandinkonzentration war es erforderlich die
Urinproben im Laufe der Sammlung kiihl 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 gekiihlt. Es erfolgte eine tdgliche Reinigung
der Stoffwechselkéfige. Hierzu wurde das Versuchstier entnommen und Korpergewicht,
Wasser- und Futterverbrauch notiert. Die Falcontubes zur Urinsammlung wurden gewechselt
und gewogen, um die Urinmenge zu ermitteln. Kéifig, Trennstiick, Kotbehélter und Gitter
konnten voneinander getrennt werden und wurden tédglich griindlich gewaschen. Alle zwei
Tage wurden die Kéfige und Gitterbdden mit Silikonspray eingespriiht, um das Ablaufen des
Urins zu erleichtern. Nach dem Waschen wurden die Kéfige neu mit Futter-, Wasser-, und
Urinsammelrohrchen  bestiickt und das  Versuchstier wieder eingesetzt. Die
Stoffwechselkifige wurden nach Plianen der AG Heldmaier (Fachbereich Biologie, Philipps-
Universitidt Marburg) von der Werkstatt des Physiologischen Instituts der Universitdt Marburg

nachgebaut.
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Abbildung 2.1  Darstellung der Stoffwechselkéfige

2.2.7 Basalwertermittlung

Zur Ermittlung der Basalwerte wurden die Versuchstiere fiir drei Tage in die Stoffwechsel-
kifige gesetzt und tdglich Korpergewicht, Futterverbrauch, 24h-Trinkvolumen und 24h-
Urinproduktion notiert. Wihrend dieser Zeit erhielten die Maiuse Futter und Wasser ad
libitum. Tiere die der Ermittlung der basalen Blutwerte dienten wurden im Anschluss des
Versuches in einem, mit Forene gefluteten Behéltnis kurz betdubt und mit einer Ketamin-
Rompun-Mischung narkotisiert. Hierzu wurden 100mg/kg Ketamin (100mg/ml) und 10mg/kg
Rompun (2%ig) gemischt (Angaben pro kg Korpergewicht) und dem Versuchtier
intraperitoneal gespritzt. Bei tiefer Narkose (kein Zehendruckreflex) wurde die Maus auf dem
Riicken liegend fixiert und median der Bauchraum er6ffnet, hierzu erfolgte eine
Durchtrennung von Haut und Peritoneum. Durch eine weitere Erdffnung 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
getdtet. 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. Fiinfundneunzig Mikroliter des Blutes wurden in eine mit Heparin
beschichtete Glaskapillare zur Messung der Elektrolyte gefiillt, das restliche Blut wurde in

EDTA- und Heparin-Roéhrchen aufgeteilt. Zur Plasmagewinnung wurden die Blutproben in
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einer Zentrifuge bei 3600U/min fiir zwanzig Minuten abzentrifugiert. Die Nieren wurden
entnommen und zundchst in fliissigem 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
iber das Trinkwasser. Zundchst verblieben die Méuse fiir vier Tage in ihren Haltungskéfigen
mit freiem Zugang zu Furosemidlosung und Futter. Zusitzlich erhielten die Tiere einen
handelsiiblichen Salzstein, um die hohen Salzverluste ausgleichen zu kénnen. Danach wurden
die Tiere fiir drei Tage in Stoffwechselkéfige gesetzt und tdglich Korpergewicht, 24h-
Trinkvolumen und 24h-Urinproduktion bestimmt (Abbildung 2.2).

Zuséatzlich erfolgten beim Wildtyp Versuche unter Furosemidgabe und zusétzlicher
Applikation des EP4-Rezeptorantagonisten ONO AE3-208. Hierbei wurde den Tieren,
zusitzlich zur Furosemidgabe, der EP4-Rezeptorantagonist ONO AE3-208 in einer

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

Basalwertermittlung Furosemidgabe Furosemidgabe im
im Stoffwechselkiifig im Haltungskiifig Stoffwechselkifig

Applikation des Inhibitors

F 3
L J

1-3 4-7 8 9 10
1 Tage
Transfer in die
Stoffwechselkiifige 24h Sammelurin
L J
Blutproben
Nierenentnahme

Abbildung 2.2  Schema des Versuchsablaufs beim Furosemidmaodell
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Am Ende des Versuches wurden die Tiere wie zuvor beschrieben mit einer Ketamin-Rompun-
Mischung narkotisiert und durch kardiale Blutentnahme getotet. 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 Verfligung gestellt.

2.2.9 Niedrigsalzdiat- bzw. Hochsalzdiatversuche

Nach Basalwertermittlung, erhielten die Tiere in ihren Haltungskifigen fiir vierzehn Tage
eine Niedrigsalzdidt (Altromin Sondermischung C1036 mit 0,02% NaCl) bzw. eine
Hochsalzdidt (Altromin Sondermischung C1000 mit 8% NaCl) und Wasser ad libitum.
Danach wurden die Tiere fiir drei Tage in Stoffwechselkifige gesetzt und unter weiterer
Didtgabe Korpergewicht, 24h-Trinkvolumen und 24h-Urinproduktion bestimmt (Abbildung
2.3). Zusitzlich wurden bei der Niedrigsalzdidt Versuche iiber drei Tage zur kurzfristigen
Wirkung der Diidt durchgefiihrt. Hierbei wurden die Tiere direkt nach Verabreichung der Diét
in die Stoffwechselkifige gesetzt. Bei Versuchende wurden die Miuse prépariert und die

gesammelten Proben, wie zuvor beschrieben, weiterverarbeitet.

Basalwertermittlung Diiitgabe Diiitgabe
im Stoffwechselkiifig im Haltungskiifig im Stoffwechselkifig
1-3 4-18 19 20 21
| Tage
Transfer in die |
Stoffwechselkiifige 24h Sammelurin

A 4

Blutproben
Nierenentnahme

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). Fiir jede Plasmaprobe wurden finf
serienmafige Verdiinnungen hergestellt. Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung.
Linearitét tiber drei serielle Verdiinnungen wurde als Voraussetzung fiir die Akzeptanz eines
Wertes festgesetzt. Die Renin-Konzentrationen wurden in Goldblatt Units (GU) angegeben,
die mit Reninstandards des Nationalen Institutes fiir 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 fiir Physiologie und Pharmakologie, der Universitdt von Stid-Danemark (Odense).

2.2.11 Messung der Renin mRNA-Expression

Die Renin und B-Actin mRNA-Spiegel wurden mittels RNase Protection Assay ermittelt
(134). Nach der Extraktion mit Phenol/Chloroform und einer Féallung mit Ethanol, wurden die
Fragmente auf einem 8%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel
getrocknet und die Banden mit einem Phosphorlmager quantifiziert. Die Daten wurden als
Verhiltnis des Renin-Signals zum [B-Actin-Signal dargestellt. Die Bestimmung der Renin-
und B-Actin mRNA-Konzentrationen erfolgte freundlicherweise durch Frau Charlotte Wagner

an der Abteilung fiir Physiologie der Universitit Regensburg.

2.2.12 Messung der Glomeruléaren Filtrationsrate (GFR)

Die Bestimmung der glomeruldren 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 ldsst sich innerhalb eines definierten Zeitraumes, bei Messung der
Inulinkonzentration im Plasma und im Endurin, die Inulin-Clearence bestimmen. In unserem
Versuch wurde zunichst das Korpergewicht des Versuchstieres ermittelt, um die erforderliche
Inulindosis zu errechnen. AnschlieBend wurde das Versuchstier mit Pentobarbital
(50pg/kg intraperitoneal) narkotisiert und auf einer Wérmeplatte in Riickenlage platziert, um

die Korpertemperatur wihrend des Versuches stabil zu halten. Danach wurde der Kopf des
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Tieres in den Nacken gedriickt und fixiert, damit der Halsbereich gut einzusehen war. Nun
wurde der Halsbereich mit einem lokalen Betdubungsmittel betrdufelt und mit einer Schere
eroffnet, anschlieBend wurden nochmals einige Tropfen des lokalen Betdubungsmittels direkt
auf die Wunde gebracht. Fiir die weiteren Préparationsschritte war es erforderlich unter dem
Mikroskop (Mikroskop Lumina) zu arbeiten. Zundchst wurde die Halsmuskulatur durchtrennt
und die Trachea freilegt. Um die Atmung in Riickenlage zu erleichtern wurde ein Katheter,
bestehend aus einer Plastikkaniile, in die Trachea eingefiihrt und mit Nahtmaterial fixiert. Nun
wurde die linke Halsvene freigelegt und ein weiterer Katheter eingefiihrt, iiber den im Verlauf
des Versuches Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) zugefiihrt werden konnte. Die Zufuhr der
Kochsalzlosung war als Ausgleich der Wasser- und Elektrolytverluste notwendig, da die
Versuche iiber mehrere Stunden andauerten. AnschlieBend wurde die rechte Halsvene (Vena
jugularis) freigelegt und ein Katheter eingefiihrt, iber welchen die Infusion von radioaktiv
markiertem '*C-Inulin erfolgte. Darauffolgend wurde der linke Leistenbereich frei prépariert
und ein Katheter in die Beinarterie eingefiihrt. Dieser arterielle Katheter diente der Kontrolle
des mittleren systemischen Blutdruckes und der Herzfrequenz (Cardiomax 3). SchlieBlich
wurde die Blase freigelegt und ein Blasenkatheter gelegt, liber den die Urinsammlung
erfolgte. Nach diesen Schritten wurden der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz
kontinuierlich aufgezeichnet. Zuerst erfolgte eine 60-miniitige Equilibrationsphase, in der
isotonische Kochsalzlosung infundiert wurde. Danach erfolgte iiber eine Versuchsdauer von
mehreren Stunden eine konstitutive Infusion von radioaktiv markiertem '*C-Inulin in einer
Konzentration von 0,l1ul/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 spiter
mit dem y-Counter (Counter 2000CA TriCARB) ausgewertet und die Inulinkonzentrationen
iiber deren Radioaktivitit 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 Universititsklinikum Freiburg mit der

Unterstiitzung von Herrn Dr. Martin Beck und Herrn Temel Kilic durchgefiihrt werden.

2.2.13 Messung von PGE, im Urin

Die quantitative Messung von PGE,; im Urin erfolgte durch einen kompetitiven PGE,-
Enzymimmunoassay (PGE,-EIA-Kit) der Firma Amersham. Der Nachweisbereich bei diesem
EIA betrigt 2,5-320pg/well. Die Messungen wurden nach dem vom Hersteller beigefiigten
Protokoll ausgefiihrt. Die bis dahin bei -80°C eingefrorenen Urinproben wurden kurz vor der
Messung aufgetaut. Wihrend des Auftauvorganges musste besonders darauf geachtet werden,
die Proben kiihl zu halten. Zur Verdiinnung von Proben die auferhalb 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 Verfalschung der Messwerte
fiilhren. Die PGE;-Konzentrationen wurden in pg/well ermittelt und anschlieBend in
Ausscheidung von PGE; in ng/24h umgerechnet.

Laut Protokoll, ergibt sich eine 25%ige Kreuzreaktivitit zu PGE; und eine 0,04%ige
Kreuzreaktivitit zu PGF,,. Die Zahl 1 (eine Doppelbindung) weist darauf hin, dass PGE, ein
Derivat der Dihomo-y-Linolensdure (8,11,14-Eikosatriensdure) ist. Arachidonsdure
(5,8,11,14-Eikosatetraenséure), deren Abkommlinge die Zahl 2 (zwei Doppelbindungen)
tragen, ist jedoch die wichtigste Quelle der im Korper gebildeten Prostaglandine. PGE; wird
also nur in sehr geringen Mengen gebildet und die Kreuzreaktivitit kann vernachléssigt

werden.
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2.2.14 Messung von Vasopressin im Plasma

Die quantitative Bestimmung von Vasopressin im Plasma erfolgte durch einen Arg®-
Vasopressin-EIA-Kit der Firma R&D Systems. Der Nachweisbereich bei diesem EIA betrigt
0,41-100pg/well. Fiir dieses Kit war es erforderlich EDTA-Plasma zu verwenden. Starke
Héamolyse kann zu einer Verfdlschung der Messwerte flihren und sollte vermieden werden.
Die Messungen wurden nach dem vom Hersteller beigefiigten Protokoll ausgefiihrt. Zur
Verdiinnung von Proben die aulerhalb 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 Verfilschung der Messwerte fiihren. Die Angabe
der Vasopressinkonzentration im Plasma erfolgte in ng/ml. Laut Protokoll, ergibt sich eine
7%ige Kreuzreaktivitit zu Lys’-Vasopressin, andere Kreuzreaktivititen waren zu

vernachldssigen.

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 durchgefiihrt. 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 geldste Messsubstanz iiber
einen Zerstiuber 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 Gerit 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,
Verdiinnungslésung verdiinnt (Eppendorf, Informationen zur Flammenphotometrie, 2003).
Verianderungen der Zerstdubung, des Luft- oder Gasdruckes wirken sich auf das Messelement
(Na®, K*, Ca®") und das Leitelement (Li) nahezu gleich aus. Wihrend des Standard-Abgleichs
wird die Lithium-Konzentration gemessen und gleich 1 gesetzt. Aus jeder Anderung wird ein
Korrektur-Faktor berechnet, um den der jeweilige Probenwert korrigiert wird. Die Urin-

Standardkonzentrationen betrugen fiir Natrium 143,5mmol/l, fiir Kalium 100mmol/l und fiir
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Kalzium 5mmol/l. Die Elektrolytkonzentrationen wurden in mmol/l gemessen und spiter in
umol/24h umgerechnet. Die Bestimmung der Elektrolytkonzentrationen im Urin erfolgte

freundlicherweise durch Prof. Kleine, Philipps-Universitdt Marburg.

2.2.16 Messung von Elektrolyten im Blut

Fiir die Messung der Blutelektrolytkonzentrationen wurden nach kardialer Blutentnahme 95l
Blut in eine mit Heparin beschichtete Glaskapillare gegeben. Die anschlieBende 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 (Pikrinsdure, Natriumhydroxid-
Losung und Standard) sind gebrauchsfertig. In alkalischer Losung reagiert Kreatinin mit
Pikrinsdure 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 20ul mdglich war. Urinproben wurden unverdiinnt (20ul) eingesetzt,
wihrend Plasmaproben, aufgrund des meist geringen Volumens, um den Faktor 5 mit PBS
(4ul Probe+16ul PBS) verdiinnt wurden. Der mitgelieferte Standard (177umol/l bzw. 2mg/dl)
wurde in Doppelbestimmung, unverdiinnt und 1:2, 1:10, 1:15 und 1:20 in PBS verdiinnt,
gemessen um eine Standardkurve zu ermitteln. Die Urin- bzw. Plasmaproben wurden
ebenfalls in Doppelbestimmung gemessen. Die mitgelieferte Pikrinsdure (35mmol/l) wurde zu
gleichen Teilen mit Natriumhydroxid-Losung (0,32mmol/l) gemischt und pro well 200ul des
Gemisches zugegeben. Beim Pipettieren war unbedingt darauf zu achten keine Luftblasen zu
erzeugen, da diese zu einer Verfialschung der Messwerte flihren konnen. Nach zehn Minuten

wurde die Absorption der gefarbten Losung 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 Furosemidlésung

Die Furosemidlésung wurde in einer Konzentration von 1mg/ml angesetzt. Hierzu wurden 5g
Furosemidpulver in 50ml Leitungswasser gegeben. AnschlieBend wurden 3,3ml 5SM NaOH
zugegeben und die Losung auf einem beheizbaren Magnetriihrer erhitzt. Nachdem sich das
Furosemidpulver gelost hatte, wurden ca. 1,25ml 1M HCI zugegeben und ungefahr auf pH 8

eingestellt. Zuletzt wurde die Losung mit Leitungswasser auf 51 aufgefiillt.

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 pg/ml angegeben. Die
Messung erfolgte freundlicherweise durch Herrn Bernhard Watzer, Kinderklinik der

Universitit 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) durchgefiihrt.

In allen Versuchen wurde eine Signifikanz bei p < 0,05 festgelegt. Die Werte sind angegeben
als Mittelwerte = SEM. Fiir die Werte der Urin- und Trinkvolumina, sowie der Elektrolyt-,
Kreatinin- und PGE,;-Konzentrationen wurde zunichst fiir jedes Tier der Mittelwert der 3-

Tage-Messung berechnet und anschlieBend die Mittelwerte {iber die Gruppen angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Furosemidmodell

In unseren Versuchen wurde das Krankheitsbild des aBS/HPS durch die langerfristige Gabe
des Schleifendiuretikums Furosemid am Mausmodell simuliert. Hierfir erfolgte eine
Behandlung der Versuchstiere mit Furosemid Uber einen Zeitraum von sieben Tagen. Das
Furosemidpulver wurde im Trinkwasser der Tiere in einer Konzentration von 1mg/ml gel6st.
Fur die Untersuchungen standen neben C57/BI6-Wildtyptieren (WT) verschiedene
Prostaglandinrezeptorknockout-Tiere zur Verfiigung. Die verwendeten EP17-, EP27-, EP3™,
EP47- EP1/3"- und IP"-Tiere zeigten phanotypisch betrachtet keine Unterschiede. Es
wurden Tiere im Alter von acht bis zw6lf Wochen verwendet, die Kérpergewichte betrugen
ca. 20-23g.

3.1.1 Blutparameter unter Basalbedingungen

Unter Basalbedingungen waren keine Divergenzen im Hamatokrit, den Natrium- (Na®),
Chlorid- (CI), Kalium- (K") und Kalziumkonzentrationen (Ca®"), sowie Kreatinin-

konzentrationen im Blut feststellbar (Tabelle 3.1).
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WT EP17 EP27 EP3™ EP47 1P

Hamatokrit 39,3 40,6 38,8 40,0 39,8 40,8
[%] +2,4 +29 +23 +14 +19 +29
Na' 146,3 1484 148,0 1478 148,0 147,0
[mmol/I] +0,6 +25 +0,8 +13 +0,6 +1,6
cr 115,3 115,3 114.8 1148 114,0 114.8
[mmol/l] +25 +15 +0,8 +13 +0,6 +0,9
K 5,08 5,03 5,16 5,11 5,10 5,10
[mmol/l] +0,57 +0,19 +0,16 +0,23 +0,15 +0,34
ca® 1,43 1,41 1,40 1,35 1,21 1,31
[mmol/I] +0,06 + 0,06 +0,05 +0,17 +0,08 +0,12
Kreatinin 24.84 36,53 32,49 34,28 30,87 31,57
[mg/dl] +1,19 +4,23 +551 +2,07 +0,94 +1,78

Tabelle 3.1: Blutanalyse unter Basalbedingungen bei Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen
Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengroRen: WT: n=9; EP17: n=9; EP2": n=9;
EP3: n=9; EP4": n=9 und IP: n=6.

3.1.2 Furosemidkonzentration im Urin

WT EP17” EP27 EP3™” EP47 1P
Furosemid | 9g3 4 332,2 257.6 356 284.4 3125
im Urin
[ug/mi] +21,1 +17,8 +20,8 +29,0 +18,0 +251
Tabelle 3.2: Furosemidkonzentrationen im Urin in zg/ml bei Wildtyp-Tieren (WT) und den

verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengrofRe 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 Veréanderungen der Diurese

Um Unterschiede in der Diurese zwischen Wildtyp-Tieren und den verschiedenen
Prostaglandinrezeptorknockout-Gruppen unter Furosemidgabe festzustellen, erfolgten
Untersuchungen im Stoffwechselkafig. Hierflir wurden drei Tage lang die Urinvolumina der
Tiere Uber vierundzwanzig Stunden im Stoffwechselkéfig ermittelt (Abbildung 3.1). Unter
basalen Bedingungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Diurese zwischen

Wildtyp-Tieren und den verschiedenen Prostaglandinrezeptorknockout-Gruppen.
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Abbildung 3.1:  Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentdgiger Furosemidapplikation bei  Wildtyp-Tieren (WT) wund den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengroRe betrug n=12-14.
Signifikante Veranderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung waren die
Urinvolumina in allen Gruppen gegenilber den Basalwerten signifikant erhoht
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Griinden der Ubersichtlichkeit
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
zwolf- 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, wahrend die Zunahme bei EP17-, EP3™- und EP4"-Mausen
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-Méusen. Damit zeigte die EP4”-Gruppe den geringsten durch Furosemid

stimulierten Diureseanstieg.

3.1.4 Kaliumkonzentration im Blut
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Abbildung 3.2: Durchschnittliche  Kaliumkonzentration im  Blut in  mmol/l  unter
Basalbedingungen (-) und nach siebentégiger Furosemidapplikation (+) bei
Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die
Gruppengrolie 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 ungeféhr 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 ungefahr 16%, von 5,1 £ 0,15 auf 4,3 + 0,50mmol/l zu beobachten.

3.1.5 Veranderungen im Trinkvolumen

Die starke Zunahme der Diurese unter Furosemidgabe spiegelte sich in allen Gruppen in
einem ebenfalls signifikant erhohten Trinkvolumen Uber vierundzwanzig Stunden wider
(Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3:  Durchschnittliches Trinkvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentdgiger Furosemidapplikation bei  Wildtyp-Tieren (WT) wund den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die Gruppengrofle betrug n=12-14.
Signifikante Verénderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung waren die
Trinkvolumina in allen Gruppen gegeniiber den Basalwerten signifikant erhoht
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Griinden der Ubersichtlichkeit
nicht gezeigt).

Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede in den Trinkvolumina Uber
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 erhéhte sich unter Furosemidbehandlung beim Wildtyp auf im Mittel 12,13 +
0,51ml/24h, wahrend bei EP47-Tieren ein Anstieg auf 9,16 + 0,38ml/24h zu beobachten war.
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Durchschnittliche Natriumexkretion in umol/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentagiger  Furosemidapplikation bei  Wildtyp-Tieren (WT) wund den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengroBe betrug n=12-14.
Signifikante Veranderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war die
Natriumexkretion in allen Gruppen gegeniiber den Basalwerten signifikant erhoht
(diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Griinden der Ubersichtlichkeit
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 EP17-, EP3"- und

EP4"-Gruppe. EP4"-Mause wiesen auch hier den geringsten Anstieg in der Natriumexkretion

auf. Im Vergleich betrug die Natriumausscheidung bei EP1"-, EP3"- und EP4"-Mausen nur

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

behandlung f

hrte Dbei Wildtyp-Tieren zu einem durchschnittlichen Anstieg der

Natriumexkretion auf 191,90 + 10,90umol/24h, wéhrend sich bei EP47-Tieren nur ein

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

nicht signifikant

e Erhohung der Natriumexkretion im Vergleich zu Wildtyp-Tieren.
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3.1.7 Veranderungen der Kaliumexkretion

Unter basalen Bedingungen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Kaliumausscheidung im Urin Uber vierundzwanzig Stunden zwischen der Wildtyp- und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen festgestellt werden (Abbildung 3.5). Unter
Furosemidgabe war die Kaliumexkretion in allen Gruppen, auRer der EP4"-Gruppe,
signifikant erhdht. Hierbei zeigte sich ein der Natriumausscheidung vergleichbares Muster.
Entsprechend den vorherigen Beobachtungen, ergab sich auch hier eine weniger starke
Zunahme der Kaliumausscheidung bei EP17-, EP3"- und EP4™-Mausen.
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Abbildung 3.5:  Durchschnittliche Kaliumexkretion in pumol/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentdgiger Furosemidapplikation bei  Wildtyp-Tieren (WT) wund den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengroRe betrug n=12-14.
Signifikante Veranderungen gegenuiber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe
sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war die
Kaliumexkretion in allen Gruppen, auBer der EP4-Gruppe, gegeniber den
Basalwerten signifikant erhoht (diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt).

Im Vergleich betrug die Kaliumausscheidung bei EP17-, EP3"- und EP4"-Mausen 65%,
69% und 45% der bei Wildtyp-Mausen ermittelten Kaliumexkretion. EP4”-Tiere zeigten, im
Vergleich zu basalen Bedingungen, eine leichte Verminderung der Kaliumexkretion von
153,7 + 11,22umol/24h auf 148,5 + 20,31umol/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 311pmol/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.
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Abbildung 3.6:  Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml (milli Goldblatt units/ml)
unter Basalbedingungen und nach siebentégiger Furosemidapplikation bei Wildtyp-
Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengroRe
betrug n=12-14. Signifikante Veranderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe unter
Furosemidgabe sind in der Abbildung dargestellt. Unter Furosemidbehandlung war
die Plasma-Reninkonzentration in allen Gruppen gegeniiber den Basalwerten
signifikant erhoht (diese Signifikanzen wurden in der Abbildung aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht gezeigt).

Bei EP4"- und IP"-Tieren war eine im Vergleich zum Wildtyp signifikant niedrigere Plasma-
Reninkonzentration unter Furosemidgabe feststellbar, diese betrug bei EP47"- Tieren 51% und
bei IP"-Tieren 74% der bei Wildtyp-Mausen gemessenen Reninaktivitat. EP17-, EP27- und
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EP3"-Tiere zeigten unter Furosemidbehandlung keine signifikanten Veranderungen 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 ungefahr 103%. Bei EP47- 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-Mausen
gemessenen Renin mRNA-Expression.
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Durchschnittliche Renin mRNA-Expression in Renin cpm x100/Actin cpm nach
siebentagiger Furosemidapplikation bei  Wildtyp-Tieren (WT) wund den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Die GruppengroBe betrug n=5.
Signifikante Veranderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe unter Furosemidgabe
sind in der Abbildung dargestellt.

In der EP17- und EP2”-Gruppe war eine leichte, aber nicht signifikante Verminderung der

Renin mRNA- Expression verglichen mit dem Wildtyp erkennbar. In der EP3"-Gruppe fiihrte
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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 glomerulére Filtrationsrate und arterieller Blutdruck

Um zu kléren, ob die beobachteten Unterschiede auf schon unter basalen Bedingungen
verédnderte Werte der glomeruldren Filtrationsrate zurtckzufiihren sind, wurden weitere
Untersuchungen durchgefiihrt. Abbildung 1.8 zeigt den mittleren arteriellen Blutdruck unter
Basalbedingungen bei Wildtyp-, EP1"-, EP27-, 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.
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Abbildung 3.8:  Mittlerer arterieller Blutdruck in mm HG unter Basalbedingungen bei Wildtyp-
Tieren (WT) und den EP-Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengrdfRen WT: n=10,
EP1": n=9, EP2": n=6, EP3": n=5 und EP4™: n=5.

In Abbildung 3.9 ist die durchschnittliche glomerulédre Filtrationsrate (GFR) unter basalen
Bedingungen in der Wildtyp-, EP1"-, EP2”-, EP3"- und EP4”-Gruppe dargestellt.
Besonders auffallig war hier die deutliche, signifikante Verminderung der GFR bei EP17-
und EP3"-Tieren verglichen mit dem Wildtyp. Wahrend 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
lie mit 1415 + 281,0ml/min/g Niere eine im Vergleich zum Wildtyp leicht erhhte GFR
erkennen. EP4"-Tiere zeigten in Bezug auf die GFR keinen Unterschied im Vergleich zum

Wildtyp.
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Abbildung 3.9:  Durchschnittliche glomerulédre Filtrationsrate in ml/min/g Niere unter basalen
Bedingungen bei Wildtyp-Tieren (WT) und den EP-Rezeptorknockout-Gruppen.
Gruppengréen WT: n=10, EP17": n=9, EP2": n=6, EP3": n=5 und EP4™: n=5.
Signifikante Veranderungen gegenuber der Wildtyp-Gruppe sind in der Abbildung
dargestellt.

3.1.11 Diurese unter EP4-Antagonisierung

Bei den bisherigen Untersuchungen zeichneten sich die ausgepragtesten Effekte bei EP4™-
Mausen ab. Im Folgenden wurde daher die Bedeutung des EP4-Rezeptors mittels eines EP4-
Rezeptorantagonisten an Wildtyptieren naher beleuchtet. Abbildung 3.10 zeigt das
durchschnittliche Urinvolumen von Wildtyp- und EP4”-Mausen unter Furosemidbehandlung.
Zusétzlich ist die Diurese beim Wildtyp unter Furosemidgabe in Anwesenheit eines EP4-
Rezeptorantagonisten (ONO AE3-208) dargestelt.

Deutlich erkennbar ist, dass durch die zusatzliche 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 Fallen konnte eine signifikant niedrigere Diurese im Vergleich zum Wildtyp
unter alleiniger Furosemidgabe beobachtet werden. Wéhrend 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 EP47-
Tieren und beim Wildtyp in Anwesenheit des EP4-Rezeptorantagonisten 48% bzw. 58% des

bei Wildtyp-Mausen gemessenen durchschnittlichen Wertes.
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Abbildung 3.10: Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h nach siebentdgiger Furosemid-
applikation bei Wildtyp- (WT), EP4"- und Wildtyp-Mausen unter zusatzlicher
Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die Gruppengrofie
betrug n=5.

3.1.12 Reninaktivitat und mRNA-Expression unter EP4-
Antagonisierung

In Abbildung 3.11 und Abbildung 3.12 sind die durchschnittliche Renin mMRNA-Expression
und der durchschnittliche Plasma-Reninspiegel unter Furosemidbehandlung bei Wildtyp-,
EP47- 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. Wéhrend 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-Mausen 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-Mausen unter
zusatzlicher Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die
Gruppengrolie betrug n=5.
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Abbildung 3.12: Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter

Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT), EP4”- und Wildtyp-Mausen mit
zusatzlicher Behandlung eines EP4-Rezeptorantagonisten (WT + EP4A). Die
Gruppengrolie betrug n=5 pro Gruppe

Die durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration unter Furosemidgabe war bei EP4™-
Mausen 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-Mdusen gemessenen

Konzentration.

3.2 Furosemidmodell bei EP1/3"-Tieren

Neben den EP4”-Tieren waren bei fehlendem EP1- oder EP3-Rezeptor veranderte renale
Reaktionen im Vergleich zum Wildtyp auf Furosemidgabe zu beobachten. Deshalb wurden
zusétzliche Versuche mit EP1/3"-Mausen durchgefihrt.

3.2.1 Veranderungen der Diurese

Urinvolumen
[ml/24h]
(%]

0 11 s

WT EP1/37"

Furosemid

Abbildung 3.13 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentagiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mausen. Die
Gruppengrolie betrug n= 15.

Abbildung 3.13 zeigt, dass unter Furosemidgabe ein starker Anstieg der Diurese bei Wildtyp-
und EP1/3"-Mausen 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"-M&usen von 0,30 +
0,04 auf 4,39 + 0,4ml/24h, was einer zwolffachen Steigerung der Diurese bei Wildtyp-Tieren
und einer vierzehnfachen Steigerung bei EP1/3”-Mausen 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* cr K* ca®
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]

146,3 115,3 5,08 1,43
WT

+0,6 25 +0,57 +0,06

n 148,4 115,3 5,03 141
EP1/3

25 15 +0,19 +0,06

Tabelle 3.3  Elektrolytkonzentrationen im Blut in mmol/l unter Basalbedingungen bei Wildtyp- (WT)
und EP1/3"-Mausen. GruppengréRen: WT: n=15; EP1/3": n=7.

Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede in den Blut-Elektrolytkonzentrationen

zwischen Wildtyp und EP1/3"-Mausen erkennbar.

3.2.3 Veranderungen im Trinkvolumen
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Abbildung 3.14 Durchschnittliches Trinkvolumen in ml/24h bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mé&usen
unter Basalbedingungen und nach siebentdgiger Furosemidapplikation. Die
Gruppengrolie 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, wahrend in der EP1/3"-Gruppe ein Anstieg um 269% auf 12,7 + 0,75ml/24 zu

beobachten war.

3.2.4 Kaliumkonzentration im Blut

6-
- 1T
= 5 -T-
)
Eg
[~
e E
U'\-/
+
o

Abbildung 3.15 Durchschnittliche Kaliumkonzentration im Blut in mmol/l bei Wildtyp- (WT) und
EP1/3"-Mausen unter Basalbedingungen und nach siebentagiger Furosemid-
applikation. Die GruppengroRe betrug n=>5.

Die Furosemidapplikation bewirkte bei Wildtyp- und EP1/3"-Mausen 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"-Mausen 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 Verédnderungen der Natriumexkretion
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Abbildung 3.16 Durchschnittliche Natriumexkretion in pmol/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentégiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mé&usen. Die
Gruppengrolie betrug n=15.

Die Analyse der Natriumgehaltes im Urin unter Basalbedingungen ergab eine signifikant
niedrigere Konzentration bei EP1/3"-Tieren mit 37,26 + 7,86umol/24h, im Vergleich zum
Wildtyp mit 73,12 + 7,98umol/24h. Unter Furosemidgabe stieg die Natriumexkretion in
beiden Gruppen stark an. Bei EP1/3"-Tieren filhrte die Furosemidbehandlung zu einer im
Vergleich zum Wildtyp mit 191,90 + 10,90umol/24h, signifikant starkeren Erhohung der
Natriumexkretion auf 369,30 + 25,5umol/24h.

3.2.6 Veranderungen 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. Auffallig war die schon unter basalen Bedingungen signifikant verminderte
Kaliumexkretion in der EP1/3"-Gruppe mit 53,37 + 11,57umol/24h, im Vergleich zur
Wildtyp-Gruppe mit 146,70 + 18,25umol/24h.
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Abbildung 3.17 Durchschnittliche Kaliumexkretion in pumol/24h unter Basalbedingungen und nach
siebentagiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mé&usen. Die
Gruppengroélie betrug n=15.

Unter Furosemidbehandlung stieg die Kaliumexkretion in beiden Gruppen stark an. Wildtyp-
Tiere zeigten mit 332,60 + 20,77umol/24h eine im Vergleich zu EP1/3"-Tieren mit 260,00 +
18,53umol/24h signifikant hohere Kaliumexkretion.

3.2.7 Reninkonzentration im Plasma
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Abbildung 3.18 Durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma in mGU/ml unter Basal-
bedingungen und nach siebentéagiger Furosemidapplikation bei Wildtyp- (WT) und
EP1/3"-Méausen. GruppengréRen: WT: n=15; EP1/3": n=12.
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Schon unter basalen Bedingungen lieR sich bei EP1/3"-Tieren eine signifikant erhohte
Plasma-Reninkonzentration im Vergleich zum Wildtyp feststellen. Wéhrend Wildtyp-Mé&use
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 EPl/3"'-Gruppe war jedoch ein signifikant hoherer 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 gegentiber dem Wildtyp um ungefahr 197% erhoht.
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3.3 Einfluss von Niedrigsalzdidtgabe auf die renale Salzregulation

Um die Bedeutung der Prostanoide in der Regulation der Elektrolytreabsorption bei
diatischen Veranderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche mit
Niedrigsalzdiatgabe durchgefihrt. Hierbei sollte im Besonderen geklart werden welche Rolle
den Prostanoidrezeptoren in der Regulation der renalen Reninfreisetzung zukommt. Die
Versuchsgruppen erhielten fir eine Dauer von vierzehn Tagen eine Niedrigsalzdiat und
wurden anschliefend fur drei Tage in den Stoffwechselkafigen unter weiterer Diatgabe

untersucht.

3.3.1 Veranderungen der Diurese
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Abbildung 3.19: Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k=Kontrolle)
und nach vierzehntéagiger Gabe einer salzarmen Diéat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT)

und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengroflen: 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 erhohten Diuresewert von 0,64 ml/24h. Die
Niedrigsalzdiatgabe bewirkte bei Wildtyp-, EP1"-, EP2”-und EP3"-Mausen 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 Diat hingegen eine leichte Erhéhung der Diurese, wobei der
Anstieg bei EP4™"-Tieren auf durchschnittlich 0,71 + 0,05ml/24h signifikant war.

3.3.2 Elektrolytverdnderungen im Blut

Na'* CI K* Ca”™
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
k n k n k n k n

WT 147,3 147,3 114,7 113,5 5,23 4,79 1,47 1,33

+0,3 +0,6 +0,5 +0,9 +0,29 +0,38 +0,02 + 0,06

Ep17- 148,2 148,0 112,5 112,0 4,91 5,55 1,37 1,31
+0,9 +0,7 +0,8 +15 +0,14 +0,4 + 0,06 +0,09

Ep2” 148,1 147,6 114,2 111,7 4,96 4,50 1,32 1,34
+0,5 +0,6 +0,9 +11 +0,17 +0,24 +0,02 +0,02

EpP3’ 147,4 148,6 112,9 111,8 511 5,22 1,26 1,35
+0,6 +0,5 +0,6 +0,5 +0,23 +0,23 +0,01 + 0,04

Epa’- 147,1 | 150,6* | 1134 113,4 5,10 4,07* 1,31 1,34
+0,6 +0,9 +0,5 +1,1 +0,16 +0,17 + 0,04 +0,03

P 149,7 149,6 110,7 111,6 511 4,81 1,48 1,47

+0,9 +0,6 +1,7 +0,5 +0,26 +0,16 +0,02 +0,01

Tabelle 3.4 Blutparameter unter Basalbedingungen (k=Kontrolle) und nach vierzehntagiger

Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen
Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengréen: 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 Diat in der EP4”-Gruppe eine signifikante

Steigerung der Natriumkonzentration im Blut bewirkte. Zusatzlich war eine signifikante

zwanzigprozentige Verminderung der Kaliumkonzentration im Blut erkennbar, was auf eine

Hypokaliamie hindeutet.

Elektrolytkonzentrationen im Blut in den Versuchsgruppen festgestellt werden.

Weiterhin konnten keine signifikanten Veranderungen der
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3.3.3 Veranderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion

Abbildung 3.20 zeigt den deutlichen signifikanten Abfall der Natriumausscheidung unter
Niedrigsalzdiatgabe in allen Versuchsgruppen. Beim Wildtyp war eine Verminderung der
Natriumexkretion um 85% zu beobachten. Unter basalen Bedingungen zeigten EP4”-Mause

eine leicht verminderte Natriumausscheidung im Gegensatz zu den anderen Versuchsgruppen.
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Abbildung 3.20 Durchschnittliche Natriumexkretion in pmol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und
den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengroen: WT: n=20; EP1":
n=19; EP27: n=20; EP3": n=19; EP4™: n=18 und IP”": n=15.

In Abbildung 3.21 ist die Kaliumausscheidung nach Niedrigsalzdiatgabe dargestellt. Die
Niedrigsalzdidtgabe bewirkte in der EP4"'-Gruppe einen signifikanten Anstieg der
Kaliumexkretion von basal 81,32 + 4,69umol/24h auf 129,50 + 15,48umol/24h, dies
entspricht einer Zunahme um ungeféhr 60% (Abbildung 3.21). Dieser Anstieg stimmt mit der
zuvor beobachteten um 20% erniedrigten Kaliumkonzentration im Blut (Tabelle 3.4) tberein.
Unter basalen Bedingungen konnte bei EP27-, EP3”- und IP”-Méusen eine erhhte

Kaliumexkretion im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden.
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Abbildung 3.21 Durchschnittliche Kaliumkonzentration in pmol/24h unter Basalbedingungen (k)
und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT)
und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengroflen: WT: n=20;
EP1™: n=19; EP2": n=20; EP3™: n=19; EP4”: n=18 und IP": n=15.
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Abbildung 3.22 Durchschnittliche Kalziumkonzentration in pmol/24h unter Basalbedingungen (k)
und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT)
und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengrofRen: WT: n=20;
EP17: 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
Diat erniedrigt, wobei die Abnahme bei Wildtyp-, EP17-, EP3™- und IP"-Mausen signifikant

war (Abbildung

3.22).
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3.3.4 Reninkonzentration im Plasma
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Abbildung 3.23: Durchschnittliche Reninkonzentration im Plasma in mGU/ml unter Basal-
bedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei
Wildtyp-Tieren (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen.
GruppengréBen: 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 geringfugige Unterschiede in der Plasma-Reninkonzentration zwischen den
Versuchsgruppen erkennbar (Abbildung 3.23).

Die Niedrigsalzdiatgabe bewirkte bei Wildtyp-, EP1"- und EP3"-Tieren einen signifikanten
Anstieg der Plasma-Reninaktivitdt (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"-Mausen 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 EP27"-, EP4™- und IP"-Mausen nur ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der

Plasma-Reninkonzentration zu beobachten.
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3.3.5 Veranderungen derPGE,-Exkretion

In Abbildung 3.24 ist die PGE,-Konzentration im Urin unter basalen Bedingungen und nach
vierzehntagiger Gabe einer Niedrigsalzdiat beim Wildtyp und den verschiedenen

Rezeptorknockout-Gruppen dargestellt.

%
1251 y ]
%
z 1004 | | |
g _ . " )
= = 754
oo — ]
Y
o = -
=
25 |l|
" []
k n k n k n k n k n k n

WT EP1”~ EP2” EP3- EP4" 1P

Abbildung 3.24 Durchschnittliche PGE,-Exkretion in ng/24h unter Basalbedingungen (k) und nach
vierzehntégiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp- (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrofen: WT: n=15; EP1”: n=17;
EP27: n=12; EP3": n=12; EP4™: n=16 und IP": n=12.

Unter basalen Bedingungen schwankten die PGE,-Konzentrationenim Urin bei Wildtyp- und
den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren durchschnittlich zwischen 14,57 und
31,64ng/24h. EP3"- und IP"-Mause zeigten eine leicht erhohte basale PGE,-Konzentration
im Urin im Vergleich zum Wildtyp, wéahrend EP1”-, EP2"- und EP4"-M4use eine im
Vergleich leicht erniedrigte Konzentration aufwiesen. In allen Versuchsgruppen stieg die
PGE,-Exkretion im Urin nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét signifikant stark an.
Bei EP2”-, EP4"- und IP"-Tieren waren die deutlichsten Effekte erkennbar, die PGE,-
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 PGE,-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 PGE,-Exkretion jeweils auf etwa
50ng/24h.
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3.3.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin

Plasma-Kreatinin Urin-Kreatinin
[mg/dl] [mg/24h]
k n k n
WT 25,45 27,88 2,10 1,72
+2,99 +1,99 +0,25 +0,19
EpP1 37,81 36,44 1,78 1,50
+2,21 +2,95 0,28 +0,27
Ep2" 24,32 28,30 2,01 2,90
+ 3,00 254 +0,27 +0,51
Ep3” 33,22 31,71 2,71 3,00
+1,18 +4,18 +0,27 +0,29
Ep4™ 33,14 34,84 2,29 3,31
+0,6 +1,88 +0,23 +0,38
P 25,76 28,60 2,19 1,92
+2,10 +2,49 +0,37 +0,34
Tabelle 3.5 Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. mg/24h unter

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. GruppengrofRen:
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 zweiwochiger Gabe einer Niedrigsalzdiat festgestellt werden (Tabelle 3.5).

Auffallig war jedoch, dass die EP1”-Gruppe unter basalen Bedingungen einen hoheren

Plasma-Kreatiningehalt als Wildtyp-Tiere und die anderen Rezeptorknockout-Tiere

aufwiesen.
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3.3.7 Vasopressinkonzentration im Plasma
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Abbildung 3.25 Durchschnittliche Plasma-Vasopressinkonzentration in ng/ml unter Basal-
bedingungen (k) und nach vierzehntégiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. GruppengrofRen:
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
Niedrigsalzdiat, so zeigte sich ein signifikanter Anstieg bei EP3"-Mausen. In der EP4™-und
IP”-Gruppe war ein deutlicher, aber nicht signifikanter Anstieg erkennbar. EP17"-Tiere
zeigten keine Verdnderung der Vasopressinkonzentration nach Niedrigsalzdiatgabe. 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 Niedrigsalzdiatgabe

Um zu Uberprifen wie sich ein Salzmangel kurzfristig auf die in Abschnitt 3.2 untersuchten

Parameter auswirkt, wurde ein VVersuchsmodell mit einer dreitadgigen Didtgabe aufgestellt.

3.4.1 Veranderungen der Diurese
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Abbildung 3.26 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach
dreitdgiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: WT: n=15; EP1”:
n=13; EP2": n=13; EP3": n=13; EP4™: n=12 und IP": n=12.

Nach dreitdgiger Gabe einer Niedrigsalzdiat zeigte sich in den Gruppen hinsichtlich der
Diurese, ein tendenziell der vierzehntagigen Diétgabe ahnliches Bild. Bei EP4”-Mausen war
ein starker signifikanter Anstieg der Diurese festzustellen. Die anderen Versuchsgruppen
zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu ihren basalen Werten. In der EP47-
Gruppe war eine im Gegensatz zur zweiwochigen Niedrigsalzdidtgabe mit durchschnittlich
0,71 + 0,05ml/24h, starker erhohte Diurese von durchschnittlich 0,91 + 0,07ml/24h
feststellbar. Dies entspricht einer Erhéhung der Diurese nach dreitdgiger Didtgabe gegeniiber
dem basalen Wert um 112%.
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3.4.2 Elektrolytverdnderungen im Blut
Na* Cr Ca*
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
Kk n k n Kk n k n
WT 147,3 146,8 1147 | 109,6* 5,23 4,96 1,47 1,39*
+0,3 +0,8 +0,5 11 +0,29 + 0,36 +0,02 +0,02
EP1" 148,2 1477 112,5 112,3 4,91 5,03 1,37 1,37
0,9 +0,6 +0,8 13 +0,14 + 0,26 + 0,06 + 0,04
Ep2’- 148,1 | 1459* | 1142 | 111,1* 4,96 4,79 1,32 1,35
05 0,7 £0,9 0,9 +0,17 +0,21 0,02 0,02
EP3" 147,4 146,7 1129 | 110,1* 5,11 4,51 1,26 1,40*
+0,6 +0,6 +0,6 +0,7 +0,23 +0,27 +0,01 +0,03
Ep4™- 147,1 147,7 113,4 109,7 5,10 4,83 1,31 1,39
+0,6 +2.2 +0,5 +3.2 +0,16 +0,34 + 0,04 +0,02
P 149,7 147,3 110,7 110,3 5,11 4,47 1,48 1,39*
+0,9 +0,3 +1,7 1,2 +0,26 +0,09 +0,02 +0,02
Tabelle 3.6 Blutparameter unter Basalbedingungen und nach dreitagiger Gabe einer salzarmen

Diat (n) bei Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren.
GruppengréBen: 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 dreitdgiger Gabe einer

Niedrigsalzdiat, 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 EP27-Mausen, ein signifikanter Abfall der Kalziumkonzentration festgestellt

werden.
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3.4.3 Veranderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion
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Abbildung 3.27 Durchschnittliche Natriumexkretion in umol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach dreitdgiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp-Tieren (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: 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 dreitdgiger Gabe einer salzarmen Diét einen
signifikanten starken Abfall in allen Versuchsgruppen (Abbildung 3.27), der aber noch nicht
so stark ausgepréagt war wie nach zweiwoéchiger Diatgabe.

Die Kaliumexkretion nach dreitdgiger Diat (Abbildung 3.28) zeigte tendenziell ein der
zweiwochigen Diatgabe &hnliches Bild (Abbildung 3.21). Die zweiwdchige Niedrigsalzdiat-
gabe bewirkte bei EP4”-Tieren einen im Vergleich zum Basalwert sechzigprozentigen
Anstieg der Kaliumexkretion auf durchschnittlich 129,5 + 15,48umol/24h, nach dreitagiger
Diatgabe war ein noch héherer Anstieg im Gegensatz zu basalen Bedingungen um ungefahr
93%, auf 157,1 + 20,74umol/24h zu beobachten.

Die Kalziumkonzentration im Urin (Abbildung 3.29) zeigte in den Gruppen ebenfalls ein der
zweiwdchigen Diatgabe ahnliches 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 pumol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach dreitdgiger Gabe einer salzarmen Diat (n) beim Wildtyp (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrofen: WT: n=15; EP1™:

n=13; EP2”: n=13; EP3": n=13; EP4™: n=12 und IP”": n=12.
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Abbildung 3.29 Durchschnittliche Kalziumexkretion in umol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach dreitdgiger Gabe einer salzarmen Diat (n) beim Wildtyp (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: 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
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Abbildung 3.30 Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter Basalbedingungen
(k) und nach dreitéagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) beim Wildtyp (WT) und den

verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: WT: n=11; EP1™:
n=10; EP2": n=8; EP3": n=5; EP4"": n=5 und IP"": n=5.

Nach dreitdgiger Niedrigsalzdiatgabe 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 Veranderungen der PGE,-Exkretion

In Abbildung 3.31 ist die PGE,-Konzentration im Urin nach dreitagiger Niedrigsalzdigtgabe
dargestellt. Bereits zu diesem Zeitpunkt zeichnete sich in allen Versuchsgruppen eine
Zunahme der PGE,-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 zweiwdchiger Didtgabe war
im Gegensatz hierzu in allen Gruppen eine signifikante Zunahme der PGE,-Konzentration im

Urin zu erkennen (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.31 Durchschnittliche ~ PGE,-Konzentration im  Urin  in  ng/24h  unter
Basalbedingungen (k) und nach dreitagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) beim
Wildtyp (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengrofRen:
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 Urin-Kreatinin
[mg/dI] [mg/24h]

k n Kk n
WT 25,45 30,76 2,10 1,80
+2,99 +1,77 +0,25 +0,51
Ep17- 37,81 28,55* 1,78 1,45
+2,21 +2,37 0,28 +0,26
Ep2"- 24,32 21,26 2,01 2,09
+ 3,00 + 4,45 +0,27 +0,33
Ep3” 33,22 16,80* 2,71 2,26
+1,18 + 4,55 +0,27 +0,32
Ep4 33,14 13,33* 2,29 3,24*
+0,6 +5,22 +0,23 +0,32
P 25,76 22,47 2,19 1,84
+2,10 + 2,54 +0,37 +0,18

Tabelle 3.7 Durchschnittlicher Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw.

mg/24h unter Basalbedingungen (k) und nach dreitdgiger Gabe einer salzarmen
Diat (n) nach dreitagiger Gabe einer salzarmen Diéat (n) beim Wildtyp (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: 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 dreitagiger Diatgabe 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
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Abbildung 3.32 Durchschnittliche  Vasopressinkonzentration im Plasma in ng/ml unter
Basalbedingungen (k) und nach dreitédgiger Gabe einer salzarmen Diat (n) beim
Wildtyp (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengroRen:
WT: n=7; EP1": n=7; EP2": n=10; EP3"": n=5; EP4™: n=5 und IP"": n=5.

Die dreitagige Niedrigsalzdiatgabe filhrte 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 Niedrigsalzdiatgabe bei EP1/3"-Tieren

3.5.1 Veréanderungen der Diurese
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Abbildung 3.33 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach
vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-
Mausen. Die GruppengroRe betrug n=10.

Abbildung 3.33 zeigt das durchschnittliche Urinvolumen von Wildtyp- und EP1/3"-Tieren
unter basalen Bedingungen und nach vierzehntagiger Niedrigsalzdiatgabe. Beide Gruppen
zeigten keine Verdnderungen hinsichtlich ihres Diuresevolumens unter Niedrigsalzdiat 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 Elektrolytverdnderungen im Blut

Na* CI K* Ca**
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
k n Kk n k n k n
WT 147,3 147,3 114,7 113,5 5,23 4,79 1,47 1,33
+0,3 +0,6 £0,5 +0,9 +0,29 +0,38 +£0,02 | £0,06
EP1/3" 149,6 150,5 107,5 112,0 4,97 5,03 1,47 1,46

+0,9 +0,7 24 +0,8 +0,23 +0,37 +0,02 | +0,01

Tabelle 3.8  Blutparameter unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer
salzarmen Diét (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mausen. Die GruppengréRe betrug
n=10.

Nach zweiwdchiger Niedrigsalzdiatgabe konnten keine signifikanten Verdnderungen der
Elektrolytkonzentrationen von Natrium, Kalzium, Chlorid und Kalium im Blut bei Wildtyp-

und EP1/3"-Tieren festgestellt werden.

3.5.3 Veranderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion

In Abbildung 3.34 ist der durchschnittliche Natriumgehalt im Urin bei Wildtyp- und EP1/3™-
Tieren unter Niedrigsalzdidtgabe dargestellt. Wildtyp-Tiere zeigten eine starke signifikante
Verminderung der Natriumexkretion von im Mittel 65,61 + 8,25umol/24h auf 10,58 *
2,73umol/24h. Bei EP1/3"-Mausen zeigte sich schon unter basalen Bedingungen eine, mit
37,18 £ 8,54umol/24h, signifikant verminderte Natriumausscheidung verglichen mit dem
Wildtyp. Nach Diatgabe sank die Natriumausscheidung in der EPl/3"'-Gruppe im Vergleich
zu Wildtyp weniger stark auf 26,71 + 5,38umol/24h ab.
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Abbildung 3.34 Durchschnittliche Natriumexkretion in pumol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/37-
Mausen. Die GruppengroRe betrug n=10.
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Abbildung 3.35 Durchschnittliche Kaliumexkretion in umol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/37-
Méausen. Die GruppengroRe betrug n=10.

Die Kaliumexkretion war unter basalen Bedingungen in der EP1/3"-Gruppe mit 49,92 +
13,08umol/24h gegeniiber dem Wildtyp mit 84,92 + 7,86umol/24h erniedrigt. Wahrend bei
Wildtyp-Tieren der mittlere Kaliumgehalt im Urin unter Niedrigsalzdiatgabe unverdndert
blieb, war bei EP1/3"-Méausen ein signifikanter Anstieg der Kaliumexkretion um ungefahr

146% erkennbar (Abbildung 3.35).



Ergebnisse 82

2.5

g 2.0+ ILI

e = T

E S 157 -

E g_ 1.0- ? &'

ST sl |

0.0 % é

k n k n
WT EP1/37

Abbildung 3.36 Durchschnittliche Kalziumexkretion in pumol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-
Mausen. Die GruppengroRe betrug n=10.

Nach zweiwdchiger Niedrigsalzdidtgabe war bei Wildtyp-Méausen ein signifikanter Abfall der
Kalziumkonzentration von durchschnittlich 1,33 + 0,13 auf 1,03 + 0,06umol/24h im Urin
erkennbar, wahrend bei EP1/3"-Tieren keine signifikanten Veranderungen zu beobachten
waren (Abbildung 3.36). Die basale Kalziumexkretion war in der EP1/3"-Gruppe geringfiigig
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 gegenldufige Muster der Reninaktivitat unter Basalbedingungen und nach
zweiwochiger Niedrigsalzdiatgabe 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 Diét stieg die Plasma-
Reninaktivitat bei Wildtyp-Mausen signifikant an, wahrend bei EP1/3"-Mausen eine
signifikante Verminderung um ungefahr 73% zu beobachten war. Die Plasma-Reninaktivitét

unter Niedrigsalzdiat war bei EP1/3"-Tieren ungefahr 60% niedriger als beim Wildtyp.
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Abbildung 3.37 Durchschnittliche  Reninkonzentration im  Plasma in  mGU/ml  unter
Basalbedingungen (k) und nach vierzehntégiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei
Wildtyp- (WT) und EP1/3"-MA&usen. Gruppengrofen: WT: n=10; EP1/3": n=4.

3.5.5 Verdnderungen der PGE,-Exkretion

Die PGE,-Konzentration im Urin stieg unter Niedrigsalzdiat beim Wildtyp- und den EP1/3™-
Méausen signifikant an (Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.38 Durchschnittliche PGE,-Konzentration im Urin in ng/24h unter Basal-
bedingungen (k) und nach vierzehntégiger Gabe einer salzarmen Diat (n) bei
Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mé&usen. Die Gruppengrofe betrug n=10.
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Die Niedrigsalzdiat fuhrte beim Wildtyp zu einem Anstieg der PGE,-Konzentration um
ungefahr 105%, von durchschnittlich 24,24 + 5,17ng/24h auf 50,17 + 7,41ng/24h, wahrend 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 ungefahr 120% hoheren PGE,-
Exkretion in der EP1/3"-Gruppe gegeniiber dem Wildtyp unter Niedrigsalzdiat.

3.5.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin

Plasma-Kreatinin Urin-Kreatinin
[mg/dl] [mg/24h]

k n Kk n
WT 25,45 27,88 2,10 1,72
+2,99 +1,99 +0,25 +0,19
EpP1/3™ 21,16 21,36 1,10 2,04
+2,19 + 4,62 +0,24 +0,63

Tabelle 3.9 Durchschnittlicher Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw.

mg/24h unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen
Diat (n) bei Wildtyp- (WT) und EP1/3"-Mausen. Die GruppengroRe betrug n=10.

Die Messung des Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehaltes unter Niedrigsalzdidtgabe
ergab keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu basalen Bedingungen bei Wildtyp-
und EP1/3"-Méausen. 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

Wahrend die Niedrigsalzdiat bei Wildtyp-Méausen keine Verénderungen der Plasma-
Vasopressinkonzentrationen herbeifiihrte, 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 ungefédhr 185% hdoheren Plasma-Vasopressin-
konzentration als beim Wildtyp nach Diatgabe.
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Abbildung 3.39 Durchschnittliche  Vasopressinkonzentration im Plasma in  ng/ml unter

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer salzarmen Diét (n) bei
Wildtyp- (WT) und EP1/3"-MA&usen. Gruppengrofen: WT: n=10; EP1/3": n=4.
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3.6 Einfluss von Hochsalzdiatgabe auf die renale Salzregulation

3.6.1 Veranderungen der Diurese
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Abbildung 3.40 Durchschnittliches Urinvolumen in ml/24h unter Basalbedingungen (k) und nach
vierzehntégiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) bei Wildtyp- (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. Gruppengrofen: WT: n=10; EP1": n=11;
EP2": n=11; EP3": n=10; EP4": n=8 und IP"": n=8.

Nach Hochsalzdiatgabe war beim Wildtyp und allen Rezeptorknockout-Linien ein
signifikanter Anstieg der Diurese erkennbar. Die EP-Rezeptorknockout-Tiere erreichten
Urinvolumina die der Diuresesteigerung unter Furosemidgabe hnelten. EP17-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 ungefahr 475 bzw. 465%.

Auch EP4"-Mause steigerten ihre Urinvolumina von durchschnittlich 0,48 + 0,10 auf 2,97 +
0,44ml/24h, was einer prozentualen Zunahme von etwa 520% entspricht. Auffallig 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, wahrend 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 Elektrolytveranderungen im Blut

Na* ca®
[mmol/l] [mmol/l] [mmol/l] [mmol/l]
k h k h k h k h

WT 147,3 147,9 1147 | 117,2* 4,62 5,43 1,47 1,42
+0,3 +04 +0,5 +0,9 + 0,46 + 0,26 +0,02 + 0,04

Ep1” 148,2 146,5 112,5 | 108,5* 491 4,58 1,37 1,43
+0,9 0,7 +0,8 +1,.2 +0,14 +0,13 + 0,06 +0,01

Ep2” 148,1 146,8 114,2 | 110,4* 4,96 4,68 1,32 1,41*
£05 0,9 0,9 1,7 +0,17 0,27 +0,02 +0,03

Ep3” 1474 | 1446* | 1129 113,8 511 5,86 1,26 1,46*
+0,6 +0,8 +0,6 11 +0,23 +0,31 +0,01 +0,03

Ep4’ 147,1 146,3 113,4 113,9 5,10 531 1,31 1,25
+0,6 +0,8 +0,5 +23 +0,16 + 0,30 + 0,04 + 0,06

P 149,7 147,9 110,7 | 115,4* 5,11 4,42* 1,48 1,52
+0,9 +04 17 +0,8 +0,26 +0,04 +0,02 +0,02

Tabelle 3.10 Blutparameter unter Basalbedingungen (k) und nach vierzehntégiger Gabe einer

Hochsalzdiat (h) bei Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-

Tieren.

GruppengréRen: WT: n=10; EP1": n=11; EP2": n=11; EP3": n=10;
EP47: n=8 und IP": n=8.

In Tabelle 3.10 sind die Elektrolytkonzentrationen im Blut unter Basalbedingungen und unter

zweiwdchiger Hochsalzdiatgabe dargestellt. EP3"-Tiere zeigten einen signifikanten Abfall

des Natriumgehaltes im Blut. Wildtyp- und IP”-Tiere lieRen einen signifikanten Anstieg der

Chloridkonzentration im Blut erkennen, wihrend bei EP17- 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 Veranderungen der Natrium-, Kalium- und Kalziumexkretion
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Abbildung 3.41 Durchschnittliche Natriumexkretion in umol/24h unter Basalbedingungen (k) und
nach vierzehntagiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) bei Wildtyp- (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. GruppengroRen: WT: n=10; EP1": n=11;
EP27: 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
Hochsalzdidtgabe in allen Gruppen signifikant stark an. Auffallig ist hier vor allem die im
Vergleich zu den anderen Gruppen niedrigere Natriumausscheidung bei Wildtyp- und 1P™-
Tieren. Wéhrend die EP-Knockout-Mduse durchschnittliche Werte zwischen 1400 und
1600umol/24h erreichten, war bei Wildtyp-Méusen ein Wert von im Mittel 1073 +
150,2pmol/24h und bei IP”"-Tieren ein Wert von 696,6 + 219,5umol/24h zu beobachten.

In der WT-, EP17-, EP2™"- und EP4™-Gruppe verursachte die Hochsalzdiatgabe 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 Veranderung der

Kaliumexkretion erkennbar.
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Abbildung 3.42 Durchschnittliche Kaliumexkretion in pumol/24h unter Basalbedingungen (k) und

Ca’"-ExKkretion

[pmol/24h]|

nach vierzehntdgiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) bei Wildtyp- (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. GruppengréRen: WT: n=10; EP1": n=11;
EP2": n=11; EP3": n=10; EP4”: n=8 und IP"": n=8.
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Abbildung 3.43 Durchschnittliche  Kalziumkonzentration im  Urin in  pmol/24h  unter

Basalbedingungen (k) und nach vierzehntégiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) bei
Wildtyp- (WT) und den verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren. GruppengrofRen:
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 Hochsalzdiétgabe.
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 lie3en. Die stirkste Zunahme der Kalziumexkretion, um ungeféhr
97%, 94% und 116%, war bei Wildtyp-, EP1"- und EP2”-Tieren zu verzeichnen. EP3"- und
EP47-Tiere zeigten eine leichteren Anstieg um 41% bzw. 68%. In der IP”"-Gruppe war eine

Verminderung der Kalziumexkretion um ungeféhr 27% erkennbar.

3.6.4 Reninkonzentration im Plasma
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Abbildung 3.44 Durchschnittliche Plasma-Reninkonzentration in mGU/ml unter Basalbedingungen
(k) und nach vierzehntagiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) beim Wildtyp (WT) und
den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengroen: WT: n=10; EP1”:
n=11; EP27: n=11; EP3": n=10; EP4™: n=8 und IP”": n=8.

In allen Versuchsgruppen war nach Hochsalzdidtgabe eine Verminderung der Plasma-
Reninkonzentration zu beobachten. Eine signifikante Abnahme war bei EP17-, EP2”- und
EP47-Tieren nachweisbar. In der EP1”-Gruppe fihrte die Hochsalzdiat 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 Veranderungen der PGE,>-Exkretion

1254
= 1004 *
=)
E _ *
£ § 757
< e |
= g
S 504
S

ol r"| @

WT EPI"" Epz"" EP3"" EP4"' IP""

Abbildung 3.45 Durchschnittliche PGE;-Exkretion in ng/24h im Urin unter Basalbedingungen (k)
und nach vierzehntéagiger Gabe einer Hochsalzdi&t (h) beim Wildtyp (WT) und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengréRen: 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 PGE,-Exkretion bei Wildtyp- und den
verschiedenen Rezeptorknockout-Tieren nach vierzehntdgiger Gabe einer Hochsalzdiat
dargestellt. EP17- und IP"-Tiere zeigten eine signifikante Erhhung der PGE,-Exkretion.
EP17-Tiere steigerten ihre PGE,-Exkretion von durchschnittlich 17,21 + 3,46ng/24h auf
63,35 + 13,24ng/24h, das entspricht einer Zunahme von 268%. Bei IP"-Mausen war eine
durchschnittliche Steigerung um ungefahr 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 PGE,-Exkretion nach Hochsalzdidtgabe im

Vergleich zu basalen Bedingungen festgestellt werden.
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3.6.6 Kreatininkonzentration in Plasma und Urin

Plasma-Kreatinin Urin-Kreatinin
[mg/dI] [mg/24h]
k h k h
WT 25,45 21,87 2,10 2,91
+2,99 + 3,40 +0,25 +0,42
Ep1- 37,81 33,28 1,78 3,15
+2,21 +5,20 0,28 + 0,28
Ep2- 24.32 21,03 2,01 3,94
+ 3,00 +211 + 0,27 +0,40
Ep3’- 33,22 26,52 2,71 3,09
+1,18 +1,75 +0,27 + 0,49
Epa- 33,14 20,44 2,29 3,53
+0,6 + 2,36 +0,23 +0,72
P 25,76 31,53 2,19 1,44
+2,10 + 1,56 + 0,37 + 0,53

Tabelle 3.11 Plasma-Kreatinin- und Urin-Kreatiningehalt in mg/dl bzw. mg/24h unter
Basalbedingungen (k) und nach vierzehntagiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) beim
Wildtyp und den verschiedenen Rezeptorknockout-Gruppen. Gruppengrofien: 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 ungeféhr 15% bzw. 38% zu beobachten. Der Kreatiningehalt im Urin stieg bei
EP17-, EP27- 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
1.501 *

1.25- . ]
1.00- 1 [i| )
0754 * 1
1
0.50-
0.25-|1|% |1| l_‘l‘_|
h k h h k h k h k h

0.00
k k

WT EP1”- EP2” EP3" EP4 1P

Vasopressin-
Konzentration im Plasma
[ng/ml]

Abbildung 3.46 Vasopressinkonzentration im Plasma in ng/ml unter Basalbedingungen (k) und nach
vierzehntégiger Gabe einer Hochsalzdiat (h) beim Wildtyp und den verschiedenen
Rezeptorknockout-Gruppen. GruppengroBen: 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 Hochsalzdiatgabe liel3 in
allen Gruppen eine deutliche Zunahme der Konzentrationen erkennen (Abbildung 3.46). Eine
signifikante Erhdhung war bei EP17-, EP2"-, EP3”- und IP"-Tieren nachzuweisen. Die
prozentualen Zunahmen betrugen bei EP17-, EP27- und EP3-Tieren im Mittel 147%, 209%
bzw. 181%. Der starkste Anstieg der VVasopressinkonzentration 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 ausgeldst wird (56). Eine Genmutation,
die den NKCC2-Kotransporter (Gen SLC12A1) betrifft, ist eine der mdglichen Ursachen fr
die Auspragung 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). Hierbeli
konnen gesteigerte Urinvolumina, ein hyperaktives RAAS mit deutlich erhéhten Plasma-
Reninwerten, hohe Elektrolytverluste und eine stark erhohte PGE,-Bildung beobachtet
werden (100). Bei jungen Ratten und Mausen fiihrt eine Furosemidbehandlung, ahnlich wie
beim Menschen, zu Wachstumsstorungen, Hypokalidmie und zum Teil auftretender
Nephrokalzinose (34, 76, 77). Somit bietet sich mit der kontinuierlichen Furosemid-
behandlung im Tiermodell die Mdglichkeit den Pathomechanismus genauer zu untersuchen
und dadurch neue Therapieansétze aufzudecken.

Bereits frihere Arbeiten zeigen, dass die stark erhéhte Prostaglandinsynthese eine
Schlusselfunktion 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 erhohte Konzentrationen von PGE; 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-Aktivitat fuhrt beim aBS/HPS zu einer
erheblichen Verbesserung der Symptomatik (104). NSAIDs die, wie Indomethacin, beide
Cyclooxygenasen unspezifisch blockieren, konnen jedoch starke Nebenwirkungen, wie
Gerinnungsstorungen, Storungen des Gastro-Intestinal-Traktes und die Entstehung von
Magengeschwiren begunstigen (132). Bei der Langzeittherapie mit Indomethacin wurden bei
aBS/HPS-Patienten Nebenwirkungen wie das Ausbleiben von Fieber und zu spates Erkennen
von Infektionskrankheiten, sowie Haarausfall und eine verzogerte Heilung bei
Knochenbriichen beobachtet (118). Dennoch stellt die Behandlung mit Indomethacin nach
wie vor die Standardtherapie fir aBS/HPS-Patienten dar (75, 115, 118), da andere NSAIDs

(Aspirin, Ibuprofen) stiarkere 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 kénnen. Die Behandlung mit Rofecoxib
konnte, neben einer Reduktion der Prostaglandinsynthese auf den Normalwert, eine ahnliche
Verbesserung der Polyurie, Hyperkalziurie und Kaliumexkretion herbeifiihren wie die
Indomethacingabe (104). Auch die Behandlung mit dem COX-2 préferentiellen Hemmer
Nimesulid fihrte bei aBS/HPS-Patienten eine Reduktion der Prostaglandinsynthese und
Reninaktivitat herbei (98, 99). Die massiv erhdhte Diurese und die hohen Elektrolytverluste
wurden um bis zu 50% vermindert (99). Ein tbereinstimmender Effekt konnte auch in unserer
Arbeitsgruppe bei mit Furosemid behandelten Mé&usen und gleichzeitiger Blockade der
COX-2 nachgewiesen werden (Dr. K. Beinhorn, Dissertation 2006). Diese Beobachtungen
bestarken die Annahme, dass die gesteigerte Diurese und Natriurese durch eine Kombination
der Hemmung von Natrium- und Chloridreabsorption und zusétzlichen PGE;-vermittelten
Mechanismen entsteht, die aber noch nicht im Einzelnen gekléart sind. Die im Falle von
langfristigen Behandlungen mit Rofecoxib (Vioxx) verstarkten kardiovaskuldren
Komplikationen mit erhohtem 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, konnte vorteilhaft sein. Hierzu waren 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 diatischen Veranderungen der Salzkonzentration

im Futter durchgefihrt.
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4.1 Furosemidmodell

Um die Funktion der Prostaglandinrezeptoren in der Pathogenese des aBS/HPS besser zu
verstehen, wurden Wildtyp-Mé&use und verschiedene Prostaglandinrezeptorknockout-Mause
fur sieben Tage uber 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
MaRe 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. Uberdies 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 ausgepragt waren als in der EP4”-Gruppe. Eine niedrigere
Plasma-Reninkonzentration sowie eine verminderte Renin mRNA-Expression, konnte bei
EP17- 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 geringfiigige Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp aufweist.

Wildtyp-Tiere zeigten unter Furosemidgabe eine starke Erhdhung 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 Plasmareninaktivitdt ausiben, 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
verstarkte COX-2 Expression induziert werden kann und sich die Produktion von PGE,
erhoht (141). Ebenso fiihrte eine Hemmung der COX-2 beim Menschen zu einer Blockade der
durch Niedrigsalzdiat oder Furosemid induzierten Renin- und Aldosteronsynthese (37, 63).
Patienten mit aBS/HPS weisen stark erhéhte Renin- und Aldosteronspiegel im Plasma auf die
von einer stark erhohten PGE,-Synthese begleitet werden (99). Eine Behandlung mit
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Indomethacin oder dem COX-2 selektiven Inhibitor Nimesulid fuhrte bei aBS/HPS-Patienten
zu einer starken Senkung der PGE,-, Aldosteron und Reninsynthese (99).

Welcher bzw. welche der Prostaglandinrezeptoren an der Regulation der Reninausschittung
beteiligt sind, ist bis heute nicht eindeutig geklart. Verschiedene Untersuchungen erbrachten
den Nachweis, dass sowohl PGE; als auch PGI, eine Erh6hung der intrazellularen cAMP-
Konzentration und nachfolgend die Freisetzung von Renin stimulieren kénnen (31, 36). Die
Gabe von EP2-, EP4- und IP-Agonisten fiihrte in isolierten Zellen aus dem Bereich des
juxtaglomeruldren Apparates der Rattenniere zu einer Erhéhung 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 erhohter Natriumresorption und auch Wasserretention flhrt. Eine weitere
Studie belegte, dass die maximale Reninsekretionsrate in der isolierten perfundierten
Mausniere nach Stimulierung mit PGE, bei EP2”- und EP4"-Tieren im Vergleich zur
Wildtyp-, EP17- und EP3"-Gruppe signifikant erniedrigt war (112).

In unseren Untersuchungen war unter Furosemidgabe in der EP4™- und der IP"-Gruppe ein
signifikant schwécherer Anstieg der Plasma-Reninkonzentration und Renin  mRNA-
Expression im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten. EP3"-Tiere zeigten eine signifikant
starkere Erhohung der Renin mRNA-Expression verglichen mit dem Wildtyp. Der signifikant
geringere Anstieg der Plasma-Reninkonzentration und der Renin mRNA-Expression in der
EP47 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
erfillen. Der EP3-Rezeptor konnte 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 Erhéhung der Renin mRNA-
Expression fihrt.

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 Diét
konnten bei der Ratte, im Vergleich zu basalen Bedingungen, doppelt so hohe EP4-Rezeptor
MRNA-Konzentrationen im Glomerulus nachgewiesen werden (58). Diese Wirkung bestarkt
die Annahme, dass tber 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
bestarkt, 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 Mal3e 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
ausgepragten 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-Mdusen ermittelten Diurese. Eine Aktivierung des EP4-
Rezeptors scheint also eine wesentliche Vorraussetzung fur 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 erwahnt
wird angenommen, dass der EP4-Rezeptor eine Schlisselfunktion in der Reninfreisetzung
und der Aktivierung des RAAS mit nachfolgender verminderter Salz- und
Wasserausscheidung besitzt. Deshalb musste man vermuten, dass eine Blockade des EP4-
Rezeptors unter Furosemidgabe zu einer, im Vergleich zum Wildtyp, gesteigerten Diurese
fuhrt. Die Beobachtung, dass die Diurese aber gerade bei der EP4-Rezeptorknockout-Mutante
am starksten vermindert ist, l&sst die Annahme zu, dass vor allem eine EP4-
Rezeptoraktivierung Uber eine noch unbekannte Reaktionskaskade fur die extrem starke
Steigerung des Urinvolumens unter Furosemidgabe verantwortlich ist. Die geringere
Erhohung der Diurese unter Furosemidgabe bei EP4”-Tieren spiegelt sich auch in einem, im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen, weniger stark erhdhten Trinkvolumen wider.

Um die Funktion des EP4-Rezeptors besser beurteilen zu kénnen, 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 Verhéltnis reduzieren lasst 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 haufig unter Hypokaliamien, die
nachfolgend Herzrhythmusstorungen auslosen kénnen (56). Die EP47-Gruppe zeigte hier den
geringsten Abfall der Plasma-Kaliumkonzentration. Die Natriumexkretion nahm bei allen
Versuchsgruppen unter Furosemidgabe stark zu. Auffallig ist der wiederum wesentlich

geringere Anstieg der Natriumexkretion bei EP4”-Tieren. Im Gegensatz zu den anderen
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Versuchsgruppen, war bei EP47-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
Veranderungen hinsichtlich der Diurese und den Elektrolytverlusten unter Furosemidgabe.
Diese Ergebnisse lassen die wichtige Bedeutung des EP4-Rezeptors in der Auspragung der
Symptomatik unter Furosemidgabe und auch der schweren Pathogenese beim aBS/HPS
erkennen. Die zugrunde liegenden Mechanismen der Diureseregulation tber den EP4-
Rezeptor kdnnen jedoch noch nicht eindeutig geklart werden. Eine schon unter basalen
Bedingungen erniedrigte  GFR scheidet als Grund fir 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 Veranderungen in der
Hé&modynamik und der GFR durch eine Inhibition der COX eher geringfligig und bieten keine
ausreichende Erklarung fir die Abnahme der furosemidstimulierten Diurese und Salurese (67,
137). Auch bei aBS/HPS-Patienten konnten nach einer COX-Inhibierung nur leichte oder
keine Veranderung der GFR festgestellt werden (71, 104). Eine Verminderung der GFR ist
demnach auch bei aBS/HPS-Patienten nicht als Grund fir die antidiuretische Wirkung von

COX-Inhibitoren anzusehen.

Eine mogliche Erklarung konnte die zu beobachtende Interaktion von PGE; mit den
Elektrolyt-regulierenden Transportproteinen bieten, bei der eine Beteiligung des EP4-
Rezeptors in Betracht gezogen wird. PGE; reduziert nachweislich die Anzahl der NKCC2-
Transporter im dicken aszendierenden Schenkel der Henle schen Schleife und reduziert die
Aktivitat des apikalen Kaliumkanals (61, 79). COX-Inhibitoren steigern hingegen die Anzahl
der NKCC2-Transporter (24). Um eine Beeinflussung des tubuldren Transportes durch eine
EP4-Rezeptoraktivierung zu erklaren, misste der Nachweis einer tubuldren Expression
maoglich sein. Bei der Maus konnte die Expression der EP4-Rezeptor mRNA im Glomerulus
nachgewiesen werden. Eine tubulére Expression des EP4-Rezeptors ist jedoch noch nicht
eindeutig geklart. Versuche im Rattenmodell konnten eine Expression der EP4-Rezeptor
MRNA im distalen Tubulus und im frihen Sammelrohr belegen (7, 60). Wahrend 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 missen in diesem Fall andere Transportmechanismen durch PGE;
beeinflusst werden, um die durch den EP4-Rezeptor bedingte Diurese und Salurese zu
erklaren.

Die regulatorischen Funktionen von PGE; bezlglich der medullaren Durchblutung kénnen
ebenfalls eine Erklarung fur die diuresesteigernde Wirkung des EP4-Rezeptors darstellen.
PGE, bewirkt durch eine Dilatation der Vasa recta eine erhéhte Markdurchblutung und
erniedrigt somit die fur die Harnkonzentrierung nétige Osmolaritdt 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).
Madglicherweise kann eine Interaktion von PGE, mit dem EP4-Rezeptor den Effekt der
erhdhten Markdurchblutung verursachen und fiir die erniedrigte Urinkonzentrierung
verantwortlich sein. Neben den weiter unten beschriebenen Vasopressin-abhéngigen
diuretischen Wirkungen von PGE;, konnen somit auch Vasopressin-unabhéngige
Mechanismen zur Diuresestimulierung existieren. Diese konnten auch die positive Wirkung
von COX-Inhibitoren bei Patienten mit renalem Diabetes insipidus begriinden (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-
unabhéngigen Mechanismus zurlckzufiihren sein, da die Vasopressinwirkung schon vorab
unterbunden ist. Ob hier der EP1, EP3 und/ oder der EP4-Rezeptor involviert ist mussten

Untersuchungen erweisen.

EP17- und EP3"-Tiere verzeichneten unter Furosemidbehandlung im Vergleich zum Wildtyp
ebenfalls signifikant niedrigere Urinvolumina und Elektrolytverluste. Diese Effekte waren
aber weniger ausgepragt 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 tber eine Erhohung der
intrazellularen Kalziumkonzentration. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass PGE, Uber
eine Erhohung der intrazellularen 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 intrazellulére
Kalziumerhohung blockiert und die nachfolgende Inhibition der Natrium- und
Wasserresorption aufgehoben werden kann (35, 43). Diese Beobachtung deutet daraufhin,
dass der inhibitorische Effekt von PGE, auf die Natrium- und Wasserresorption im
Sammelrohr Uber eine Aktivierung des EP1-Rezeptors mit nachfolgender intrazellulérer
Kalziumerhohung hervorgerufen wird (35, 43). Eine Aktivierung des EP1-Rezeptors kann
somit die natriuretische und diuretische Wirkung von PGE; unterstiitzen (9), wahrend die
Verwendung von EP1-Rezeptor-Antagonisten die renale  Natriumexkretion und
Wasserausscheidung hemmen kann (15). Die zu beobachtende, weniger starke Erhéhung der
Diurese bei EP17-Tieren gegentiber dem Wildtyp unter Furosemidgabe, deutet darauf hin,
dass durch die fehlende Funktion des EP17-Rezeptors die intrazelluldre Kalziumerhohung
ausbleibt und eine Hemmung der Natrium- und Wasserresorption im Sammelrohr nicht
stattfindet. Auch die weniger stark ausgepragte Natriurese bei EP1"-Tieren stimmt mit der
Vermutung Uberein, dass eine Aktivierung des EP1-Rezeptors die natriuretische und
diuretische Wirkung von PGE; vermittelt. Ein Defekt des EP1-Rezeptors flhrt also zu einer
verminderten Natrium- und Wasserausscheidung. Zusatzlich beglnstigt 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 siebentigigen Furosemidapplikation, ahnlich der EP17"-
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 Henleschen Schleife gefunden werden (7, 13). Im kortikalen
Sammelrohr inhibiert PGE, die Vasopressin-stimulierte Wasserreabsorption (44, 47).
Inhibiert man mit Hilfe des Cyclooxygenase-Hemmers Indomethacin die Bildung von PGE;,
wird die hemmende Wirkung auf die Vasopressin-stimulierte Wasserreabsorption im
Sammelrohr aufgehoben und die Wasserpermeabilitat erhoht, darauffolgend kommt es zu
einer Erhohung der Urinosmolaritat. In Untersuchungen blieb diese Erhéhung der
Urinosmolaritat bei EP3”-Tieren nach Indomethacingabe aus: Diese Beobachtung deutet
daraufhin, dass der EP3-Rezeptor fir die Inhibierung der Vasopressin-stimulierten
Wasserreabsorption im Sammelrohr verantwortlich ist (27). Vasopressin wirkt tber den V-
Rezeptor in der basolateralen Membran des Sammelrohres. Es fuhrt zu einer intrazelluléren
Erhéhung 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 PGE, fihrt 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 Uberein, dass eine weniger starke diuretische Wirkung bei EP3-Rezeptorknockout-
Tieren zu beobachten ist. Zusatzlich war in der EP3”-Gruppe eine verminderte
Natriumausscheidung erkennbar. Durch die verminderten Wasserverluste wurden sekundar
auch die Elektrolytverluste reduziert. Uberdies wurde auch bei EP3™-Tieren eine unter
basalen Bedingungen signifikant verminderte GFR festgestellt, die ebenfalls verminderte
Diurese- und Elektrolytverluste beginstigt. Die Verdnderungen der basalen GFR-Werte
deuten darauf hin, dass der EP1- und der EP3- Rezeptor die Fahigkeit besitzen durch ihre
Aktivierung eine Erhohung der GFR zu stimulieren. Wie diese Verénderungen bewirkt
werden, misste in weiterfihrenden Versuchen geklart werden. Eine Einflussnahme durch eine
vasokonstriktorische Wirkung auf die efferente Arteriole ware zum Beispiel denkbar. Eine
Studie postuliert die Expression des EP1-Rezeptors in mesangialen glomerularen 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, starkere Reduktion erwirkt wird. Um diese Hypothese zu erhérten, wurden Versuche
mit der von uns gezuchteten EP1/3-Doppelknockout-Linie durchgefthrt.

Im Hinblick auf die Diurese unter Furosemidbehandlung hatte, 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 fuhren wirde
oder zumindest gleichwertig verminderte Werte im Vergleich zum Wildtyp erkennbar waren.
Unter Furosemidgabe war jedoch kein Unterschied in den Urinvolumina zwischen Wildtyp-
und EP1/3"-Tieren erkennbar. Eine simultane Blockade beider Rezeptoren fiihrt demnach zu
einer, unerwartet starken Erhoéhung der Diurese im Vergleich zur Einzelblockade der
Rezeptoren. Auch der Kaliumspiegel im Blut sank bei EP1/3"-Tieren dem Wildtyp
vergleichbar ab. Am auffalligsten war jedoch die gegenuber dem Wildtyp signifikant stark
erhdhte Natriumexkretion und die ebenfalls signifikant erhéhte Plasma-Reninaktivitat.

Es stellt sich die Frage, warum bei einer gleichzeitigen Blockade des EP1- und EP3-Rezeptors

eine hohere Diuresesteigerung als bei einer Blockade der einzelnen Rezeptoren zu erkennen
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ist und aus welchem Grund die Natriumexkretion und die Reninauschittung ungleich stérker
erhoht sind, als beim Wildtyp unter Furosemidbehandlung. Wir nehmen an, dass sowohl der
EP1- als auch der EP3-Rezeptor einen hemmenden Einfluss auf die Reninfreisetzung ausiiben
(Abbildung 4.1). Die Furosemidbehandlung bewirkt tber die gesteigerte Diurese und die
erhohten Elektrolytverluste, eine Aktivierung der COX-2 und eine verstarkte PGE,-Synthese,
uber die eine vermehrte Reninauschittung induziert wird. Wir vermuten, dass eine EP1-
und/oder EP3-Rezeptoraktivierung eine Signal-dampfende Wirkung auf die Reninfreisetzung
besitzt um eine tberschieBende PGE,-Wirkung zu verhindern. Da dieser hemmende Einfluss
bei EP1/3"-Tieren auBer Kraft gesetzt ist, wird die Reninaktivitat hier noch verstarkt. Um
diese Vermutung zu untermauern mussten jedoch weitere Untersuchungen den Nachweis
einer EP1- und/oder EP3-Rezeptorexpression in den Renin-sezernierenden Zellen des
juxtaglomeruldaren Apparates erbringen. Auch andere Mechanismen greifen regulierend in die
RAAS-Kaskade ein, so wurde gezeigt, dass Aldosteron tber eine negative Ruckkopplung die
COX-2 Expression hemmt und es liegen Hinweise vor, dass auch Angiotensin Il eine
vergleichbare Wirkung erzielt (39, 42). Diese Ergebnisse werden durch Beobachtungen
bestétigt, bei denen durch die Gabe eines ACE-Inhibitors oder AT1-Rezeptorblockers
(Angiotensin I1-RezeptorTypl-Blocker), die COX-2 Expression verstarkt wurde (138). Auch
konnte in Versuchen die Applikation von Angiotensin Il die Expression der COX-2 inhibieren
(18).

Eine simultane Hemmung des EP1- und EP3-Rezeptors erwirkt demnach keine additive,
starkere Reduktion der Diurese und Salurese, als die alleinige Blockade dieser Rezeptoren,
sondern sorgt stattdessen fir eine Verschlechterung der Symptomatik.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass eine Hemmung verschiedener EP-
Rezeptoren die durch Furosemid ausgeldste Diurese in unterschiedlichem Malie reduzieren
kann. Dies konnte 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 fiir die Pathogenese des aBS/HPS malgebliche
Rezeptortyp ist. Eventuell wird die Wirkung von PGE,, welches tiber eine Dilatation der Vasa
recta eine erhohte Markdurchblutung bewirkt und somit die fir die Harnkonzentrierung
notige Osmolaritdt des Nierenmarks erniedrigt (Druckdiurese), ber 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 fiihren konnte. Mdglicherweise stellt die Behandlung mit

EP4-Antagonisten eine geeignete Therapieform dar, um Salzverlust-Tubulopathien vom
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Furosemidtyp gezielter und mit geringfugigeren Nebenwirkungen zu behandeln. AufRerdem
konnten Rezeptorantagonisten und -agonisten wirksame, alternative Medikamente zur
Diuresestimulierung oder -verminderung sein. Die Behandlung mit Rezeptorantagonisten und
-agonisten konnte unter Umstadnden auch bei anderen Krankheiten, wie z.B. dem renalen

Diabetes insipidus, eine aussichtsreiche Therapieform darstellen.
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Abbildung 4.1  Signalkaskade bei Furosemidgabe bzw. bei aBS/HPS-Patienten
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4.2 Modell der Niedrigsalzdiatgabe

Um die Aufgabe der Prostaglandinrezeptoren bei der Regulation der Elektrolytreabsorption
wéhrend diétischen Veranderungen im Salzhaushalt zu untersuchen, wurden Versuche unter
Niedrigsalz- und Hochsalzdiat durchgefiihrt. Hierbei sollte im Besonderen geklart 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 juxtaglomeruldren Apparates im Bereich
der Macula densa Verdnderungen der luminalen Chloridkonzentration war (40). Eine
Durchblutungsminderung der Niere oder einer Abnahme der luminalen Chloridkonzentration
stimuliert die Freisetzung von Renin, welches Uber das RAAS zu einer Retention von
Elektrolyten und Wasser fiihrt und nachfolgend den Blutdruck stabilisiert. Studien haben
belegt, dass die Reduzierung der luminalen Chloridkonzentration im Bereich der Macula
densa zu einer Stimulierung der PGE,-Produktion und einer gesteigerten COX-2 Expression
fihrt und in der Folge Renin ausgeschittet wird (103, 141). Verschiedene Untersuchungen
konnten den Nachweis erbringen, dass auch durch die Gabe einer Niedrigsalzdiat 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 fur die Stimulation der Reninfreisetzung (40). Die durch eine Niedrigsalzdiat
ausgeloste Stimulierung des RAAS konnte in Versuchen durch die Gabe von Coxiben
abgeschwécht werden (37), auRerdem zeigten COX-2-defiziente Mé&use unter Niedrigsalzdi&t
im Gegensatz zum Wildtyp nur eine leichte, nicht signifikante Erhéhung der Renin mRNA-
Konzentration und der Reninaktivitat (141). Im Rattenversuch bewirkte weder die Gabe einer
Niedrigsalz- noch einer Hochsalzdidt Verédnderungen 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 tber eine
Aktivierung COX-2 assoziierter Prostaglandine und deren Rezeptoren vermittelt wird.

Ein eindeutiger Nachweis welcher/oder welche Prostaglandinrezeptoren an der Regulation der
Reninausschuttung beteiligt sind steht noch aus. Die hauptséchliche Expression im Bereich
der Macula densa, die durch die Gabe einer salzarmen Diat verdoppelt werden kann,
unterstutzt die Annahme, dass der EP4-Rezeptor eine zentrale Rolle bei der Regulation der
Reninausschuttung spielt (58). Aber auch der EP2- und der IP-Rezeptor werden als mogliche

Kandidaten fur die Stimulation der Reninausschittung vermutet. In isolierten Zellen aus dem
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Bereich des juxtaglomeruldren Apparates der Maus steigerte die Zugabe von PGE; und PGl,
die Reninauschittung sowie die Renin mRNA-Expression (28, 59). Wie schon zuvor
beschrieben war die Reninausschittung in isolierten perfundierten Mausnieren nach einer
Stimulierung mit PGE; bei EP27- und EP4™-Tieren im Vergleich zum Wildtyp signifikant
vermindert (112). In isolierten Zellen des juxtaglomeruldren Apparates der Ratte fuhrte die
Aktivierung des EP2- und EP4-Rezeptors zu einer cAMP-abhangigen Hyperpolarisation und
nachfolgender Reninfreisetzung (28). Dementsprechend konnte in Proben aus isolierten
Zellen des juxtaglomeruldaren Apparates der Ratte EP2- und EP4-Rezeptor mRNA
nachgewiesen werden (28). Ingesamt unterstiitzen diese Ergebnisse die Annahme, dass der
EP4-, EP2- und/ oder der IP-Rezeptor regulatorische Funktionen fiir die Reninfreisetzung
erfillen.

In unseren Versuchen stieg die Plasma-Reninaktivitat unter Niedrigsalzdiat bei Wildtyp-,
EP1"- und EP3"-Tieren erwartungsgemaR signifikant an. In der EP1”-Gruppe war ein im
Vergleich zum Wildtyp noch stérkerer 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
Erh6hung der Reninkonzentration bei EP2”-, EP4™- und IP"-Tieren kann als ein deutliches
Zeichen fur die Bedeutung dieser Rezeptoren bei der Regulation der Reninausschittung
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
gegenliber den anderen Versuchsgruppen leicht erniedrigt. Wir vermuten, dass die durch
PGE; vermittelte erhohte Reninausschittung maRgeblich tber den EP4-Rezeptor reguliert
wird. Aber auch der IP- und der EP2-Rezeptor scheinen regulatorische Funktionen in der der
Reninauschuttung zu erfillen (Abbildung 4.2).

Parallel zu der verminderten Reninaktivitat zeigte sich bei EP2”-, EP4”- und IP"-Tieren eine
wesentlich starkere Erhohung der PGEj;-Ausscheidung im Urin. Trotz der offensichtlich
gesteigerten COX-2 Aktivitdt und PGE,-Synthese kann in diesen Gruppen, aufgrund der
fehlenden Funktion der Rezeptoren, keine vollstandige Aktivierung des RAAS stattfinden und
somit reduziert sich der negative Rickkopplungsmechanismus auf die COX-2 Expression.
Der Salzverlust fihrt in diesen Gruppen also zu einer UbermaRig gesteigerten COX-2

Expression und einer nachfolgend erhéhten PGE,-Synthese.
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EP4"-Tiere zeigten nach Niedrigsalzdidtgabe ein signifikant hoheres Urinvolumen im
Vergleich zum basalen Wert. Dieses Ergebnis ist ebenfalls ein Hinweis auf die stimulierende

Funktion dieses Rezeptors auf die Salz- und Wasserresorption.
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Abbildung 4.2  Signalkaskade bei Salzmangel

Die durchschnittliche Plasma-Vasopressinkonzentration nach Niedrigsalzdidtgabe zeigte in
allen  Versuchsgruppen, auRer der EP3”-Gruppe, erwartungsgemaR nur geringe
Schwankungen. Die Beobachtung, dass bei EP3”-Tieren ein signifikanter Anstieg der
Vasopressinkonzentration festgestellt wurde, unterstiitzt die Vermutung, dass der EP3-
Rezeptor fir die Inhibierung der Vasopressin-stimulierten Wasserreabsorption im
Sammelrohr  verantwortlich ist und eine Blockade =zu einer Steigerung der
Vasopressinkonzentration fiihren 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 langerfristige
Salzrestriktion insofern zu kompensieren, dass eine Regulation der Salz- und

Wasserausscheidung die Aufrechterhaltung der Homdostase ermdglicht.

Bei Betrachtung der kurzfristigen Effekte nach dreitdgiger Niedrigsalzdiatgabe fiel auf, dass
die Blutelektrolytwerte in den Versuchsgruppen zu diesem Zeitpunkt noch stérkeren
Schwankungen ausgesetzt waren als nach zweiwdéchiger Didtgabe. Ebenso war die Plasma-
Kreatininkonzentration nach kurzfristiger Didtgabe erkennbaren Schwankungen unterlegen,
die in der EP1"-, EP3"- und EP4"-Gruppe Signifikanz erreichte. Ein Vergleich dieser
Blutparameter mit den Ergebnissen nach zweiwdchiger Didtgabe macht deutlich, dass alle
Versuchsgruppen in der Lage sind diese Schwankungen durch Regelmechanismen nahezu
vollstandig auszugleichen.

In der PGE,-Synthese und der Reninaktivitat kristallisierten sich schon nach dreitégiger
Niedrigsalzdiatgabe der zweiwdchigen Diétgabe analoge, aber noch weniger stark

ausgepragte Effekte heraus.
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4.2.1 Niedrigsalzmodell: EP1/3"-Tiere

EP1/3"-M4use 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 lber PGE, zu einer intrazellularen Erhohung der Kalziumkonzentration und
nachfolgender Hemmung der Natrium- und Wasserresorption im Sammelrohr fihrt und Gber
den EP3-Rezeptor eine Inhibierung der durch Vasopressin stimulierten Wasserreabsorption
im Sammelrohr stattfindet, ist der gleichzeitige Defekt beider Rezeptoren wahrscheinlich fur
die Verringerung der Diurese und Natriurese bei EP1/3"-Mausen verantwortlich. Diese
Vermutung stimmt auch mit der bei EP1/3"-Tieren im Vergleich zum Wildtyp basal erhéhten
Plasma-Vasopressinkonzentration Uberein, da keine Hemmung durch den EP3-Rezeptor
bestand. Die verminderte Fahigkeit zur Natriurese spiegelte sich in einer gegeniber dem
Wildtyp erniedrigten Natriumexkretion und einer parallel dazu basal erhohten Plasma-
Natriumkonzentration wider. Trotz der erh6hten Natriumkonzentration im Plasma war die
basale Plasma-Reninaktivitdt gegenliber dem Wildtyp ebenfalls stark erhoht. Diese
Beobachtung stimmt mit der von uns vermuteten Hemmung der Reninaktivitat tber den EP1-
und/oder EP3-Rezeptor uberein, die hier nicht stattfinden kann und zusatzlich die
Natriumretention begunstigt. Auffallig ist in diesem Zusammenhang die geringe PGE;-
Konzentration im Urin, trotz stark erhohter Plasma-Reninaktivitat.

Nach zweiwdchiger Gabe einer salzarmen Diét zeigten sich weder beim Wildtyp noch bei
EP1/3"-Tieren Veranderungen der Diurese im Vergleich zum jeweiligen Basalwert. Unter
Niedrigsalzdiat zeigten Wildtyp-Tiere erwartungsgemall 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"-Mausen ausgeschaltet ist, hatte die ausbleibende Hemmung der
Reninfreisetzung zu einer gesteigerten Reninaktivitat fihren missen. Im Gegensatz dazu war
jedoch eine starke Abnahme der Reninaktivitat im Vergleich zu basalen Bedingungen in der
EP1/3"-Gruppe feststellbar. Diese verminderte Reninbildung widerspricht auch der stark
gesteigerten PGE,-Synthese.

Offen bleibt, ob hier ein Zusammenhang zwischen der, im Vergleich zum Wildtyp schon
unter basalen Bedingungen, erhohten Natriumkonzentration im Blut besteht, die nach
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Niedrigsalzdiatgabe nochmals leicht ansteigt. Die erhthte Natriumkonzentration kénnte eine
Blutdruckerhdhung beglnstigen und damit eine Verminderung der Reninfreisetzung
erwirken. Weitere Untersuchungen und eine gréRere Anzahl an Werten wéren notig, um die

genauen Mechanismen dieser Beobachtungen zu erklaren.

4.3 Modell der Hochsalzdiatgabe

Um Unterschiede in der renalen Elektrolyt- und Wasserregulation nicht nur bei Salzarmut,
sondern auch hinsichtlich einer Hochsalzdidtgabe zu untersuchen, wurde ein der
Niedrigsalzdiatgabe entsprechender Versuchsablauf fir eine Hochsalzdidt mit 8% NaCl-
Gehalt durchgefiihrt. Betrachtet man die Diurese nach zweiwdchiger Hochsalzdiatgabe so ist
bei allen Versuchsgruppen ein signifikanter Anstieg im Vergleich zum jeweiligen Basalwert
feststellbar. Diese Zunahme wird unter anderem durch eine stark erhdhte Salzausscheidung
und nachfolgende erhohte Wasserverluste ausgeltst. Auffallig war die wesentlich geringere
Diurese bei Wildtyp- und besonders IP”-Tieren. Die Natriumexkretion war aufgrund der
hohen Salzzufuhr in allen Versuchgruppen extrem stark erhoht, 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 Salziiberschusses im
Kdorper, erwartungsgemal in allen Versuchsgruppen eine Abnahme. Die PGE,-Konzentration
im Urin zeigten bei Wildtyp-, EP2”-, EP3"- und EP4”-Tieren nach vierzehntagiger
Hochsalzdigtgabe nur unwesentliche Veranderungen, wahrend in der EP17- und IP"-Gruppe
eine starke signifikante Zunahme zu erkennen war. Die Vasopressinkonzentration im Urin
nahm als Reaktion auf eine zweiwdchige Hochsalz-Diétgabe in allen Versuchgruppen stark
zu. Diese Erhéhung ist einerseits auf die hohen Diureseverluste zuriickzufiihren, zum anderen
ist sie fir die Konstanthaltung der Blutosmolaritat und Homdostase nétig, da es infolge der
Di&tgabe zu einem Salziiberschuss im Korper und einem Anstieg der Blutosmolaritat kommt.
Um diesen Zustand auszugleichen wird vermehrt Vasopressin gebildet und Wasser
riickresorbiert.

Besonders auffallig 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 erhohten Plasma-Vasopressinspiegel bei IP”-Tieren nach zweiwdchiger
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Hochsalzdigtgabe zusammenzuhdngen. Versuche mit dem IP-Rezeptorantagonisten lloprost
fuhrten beim Kaninchen zu einer Hemmung der durch Vasopressin stimulierten
Wasserrlickresorption im kortikalen Sammelrohr. Aufierdem konnte nachgewiesen werden,
dass PGI, die Natriumrlckresorption im Sammelrohr senkt (47). Diese Ergebnisse stimmen
mit den Beobachtungen (iberein, dass die Plasma-Vasopressinkonzentration bei IP”-Tieren
nach zweiwdchiger Hochsalzdidtgabe erheblich stérker erhoht war als in den anderen
Versuchsgruppen. Auch die niedrigere Natriumexkretion unter Basalbedingungen und nach
Hochsalzdidtgabe stimmt mit den zuvor beschriebenen Beobachtungen beim Kaninchen
uberein. Dieses deutet daraufhin, dass auch bei der Maus eine inhibierende Wirkung des IP-
Rezeptors auf die Natriumriickresorption im kortikalen Sammelrohr besteht, die bei den
Knockout-Tieren aufgehoben ist. Unsere Ergebnisse konnen damit die Beobachtung
unterstiitzen, dass IP”-Tiere einen salzsensitiven Bluthochdruck aufweisen und der IP-
Rezeptor regulatorische Funktionen im Bezug auf den Blutdruck unter didtischen
Verénderungen der Salzkonzentration erfullt (136). In Wasserrestriktions-VVersuchen konnte
im Rattenversuch festgestellt werden, dass eine vermehrtes Auftreten von Vasopressin, die
Ausbildung von Na'-K*-2CI-Transportern im dicken aszendierenden Schenkel der
Henle schen Schleife erhoht (66). Diese Beobachtung kénnte eine zusatzliche Erklarung fir
die verminderte Natriumexkretion bei IP”-Tieren darstellen. Beobachtungen, dass EP2"-
Tiere als Reaktion auf eine Hochsalzdiat eine salzsensitive Hypertension ausbilden (65),
konnten in unseren Versuchen nicht bestarkt werden. Ingesamt zeigen diese Ergebnisse, dass
es vermutlich eine geringfligige regulatorische Einflussnahme der EP-Rezeptoren unter
Hochsalzdigtgabe 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 fuhrt und unbehandelt
todlich verlauft. Systemisch kommt es unter anderem zu einer exzessiv gesteigerten PGE;-
Synthese. Diese stellt eine Schlisselfunktion in der schweren Pathogenese dieser Erkrankung,
mit lebensbedrohlichen Elektrolyt- und Flissigkeitsverlusten, Dystrophie, Krampfen, Fieber,
Erbrechen und Diarrhd, 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 uber spezifische Rezeptoren und
erfillen wichtige regulatorische Aufgaben fir die Nierenfunktion. AuRerdem sind sie unter
anderem an der Regulation der Reninausschuttung 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
Ansatze in der Therapie des aBS/HPS aufzudecken.

Um diesen Fragestellungen nachzukommen, wurden Mause unter Furosemid-, Niedrigsalz-
und Hochsalzdidtgabe untersucht. Die Furosemidbehandlung simulierte den schweren
Krankheitsverlauf des aBS/HPS, wéhrend unter der Didtengabe die Regelmechanismen unter
weniger massiven Veranderungen im Salzhaushalt untersucht werden konnten. Analysiert
wurden unter anderem die unterschiedlichen Auswirkungen auf die Prostaglandinsynthese,
die Reninausschittung, die Diurese und den Elektrolythaushalt der Tiere.

Die Furosemidbehandlung bewirkte beim EP4-Rezeptorknockout-Typ die geringsten
Elektrolyt- und Flussigkeitsverluste 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 Male 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 konnte daher eine geeignete Therapieform beim aBS/HPS, alternativ zu der heute
angewandten Standardtherapie, darstellen. Die starke Diurese und Natriurese beim aBS/HPS
kann moglicherweise Uber die Wirkung von PGE, auf die Gefdlle der Vasa recta erklart
werden. PGE, ist in der Lage Uber eine Dilatation der Vasa recta eine erhohte
Markdurchblutung zu bewirken und somit die fir die Harnkonzentrierung nétige Osmolaritat

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 zurtickzufiihren und
konnte damit eine Erklarung fur die beim aBS/HPS ausgel6sten massiven Salz- und
Flussigkeitsverluste 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 wirde 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 betrachtliche Erhohung der Flissigkeits- und
Elektrolytverluste.

Wesentliches Ziel fur die Zukunft ware, eine gezielte Behandlung des aBS/HPS mit
selektiven Prostaglandinrezeptor-Inhibitoren zu ermdglichen. Eine selektive Hemmung nur
eines oder einzelner Rezeptoren konnte im Hinblick auf die zahlreichen Nebenwirkungen der
jetzigen Behandlung eine Verbesserung der Therapiemdglichkeiten bedeuten. Weitere
Versuche wéren jedoch nétig um die Eignung dieser Therapieform zu belegen und im
Hinblick auf Nebenwirkungen zu testen. Weiterflihrende Analysen kénnen ferner Aufschluss
dartber erbringen, ob nicht auch selektive Rezeptorantagonisten und -agonisten wirksame,
alternative Medikamente zur Diuresestimulierung oder -verminderung darstellen konnten.
Aus den Furosemidversuchen ergeben sich dariiber 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 verstarkte Expression der
Renin mRNA-Expression. Der EP3-Rezeptor kdonnte demnach einen hemmenden Einfluss auf
die Renin mRNA-Expression nehmen, um moglicherweise ein UberschieBen der PGE,-

Wirkung zu verhindern.

Die zweite wichtige Fragestellung dieser Studie war welcher/ bzw. welche
Prostanoidrezeptoren an der Regulation der renalen Salzregulation und der Reninauschittung
bei ernahrungsbedingten Anderungen im Salzhaushalt beteiligt sind. Hierzu wurden Versuche
nach einer zweiwd6chigen Niedrigsalz- bzw. Hochsalzdiat durchgefihrt.

Hinsichtlich der Reninauschiittung 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 Niedrigsalzdidtgabe. Aber auch bei
fehlendem IP- und EP2-Rezeptor war eine verringerte Stimulierung der Reninaktivitat 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
fuhrt. Die Niedrigsalzdidtgabe bewirkte in der EPl"'-Gruppe hingegen einen deutlichen
Anstieg der Plasma-Reninkonzentration. Dies deutet daraufhin, dass der EP1-Rezeptor eine
Renin-hemmende Aktivitat austbt.

Bei Gabe einer Hochsalzdiat 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 Natriumrickresorption im kortikalen
Sammelrohr aufweist.

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die beim aBS/HPS ausgeltste
starke Hyperrenindmie und Diurese offensichtlich vorwiegend auf die Aktivitat des EP4-
Rezeptors zurtickzufuhren ist, wéhrend der EP4-, aber auch der IP- und der EP2-Rezeptor

regulatorische Funktionen fir die Reninfreisetzung unter moderater Salzarmut erfullen.
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