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Abktrzungen

Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

8-Br-c-GMP 8-Bromo-c-GMP
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SNX subtotale Nephrektomie
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1. Einleitung

1.1. Kardiovaskulare Rezeptoren

Die Niere spielt als regulatorisches Organ des Wasser- und Elektrolythaushalts sowie al
sekretorisches Organ eine entscheidende Rolle fiir das Herz-Kreislauf-System. Es verwundert dah
nicht, dald bei chronisch niereninsuffizienten Patienten pathologische kardiovaskulare
Veranderungen, die sich meist in einer Links-Herzinsuffizienz [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9] aul3ern, der
grof3ten Anteil (50-60 %) unter den auftretenden Todesféllen einnehmen.

Bisher ist wenig Uber die Rolle, die kardiovaskulare Rezeptorsysteme dabei spielen, bekannt. Dies
Arbeit soll Einblicke in die Bedeutung dieser Rezeptoren fir die Ausbildung einer Links-

Herzinsuffizienz und Links-Herzhypertrophie in der Uramie geben.

B-Adrenozeptoren {-AR) sind die Hauptregulatoren der Herzarbeit. Sie besitzen das grof3te

Potential, die Kontraktionskraft des Herzmuskels zu erhéhen. Am Menschen [10, 11, 12] und an de

Ratte [13] konnte gezeigt werden, dal3 die Funktionsfahigkeit des Herzmuskels bei fortdauernde

chronischer Niereninsuffizienz eingeschrankt ist (verschlechterte diastolische Funktion und

mangelnde Ventrikelfullung [10]). Dartber hinaus wurde im Tierversuch festgestellt, dal? der

positiv chronotrope Effekt von Isoprenalin abgeschwécht ist [14].

Zur Symptomatik der Erkrankung gehoren folgende klinisch manifesten Veranderungen:

* Gesteigerte Aktivitat des sympathischen Nervensystems [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23] mi
erhdhten Konzentrationen von Katecholaminen im Plasma [24, 25, 26, 27, 28],

* Geschwachte neuronale Wiederaufnahme sowie Defekte bei der Synthese und bein
Metabolismus der Katecholamine [24, 17, 22],

» Dysfunktion des autonomen Nervensystems [18, 29, 30],

* Eingeschrankte Funktion der Schweil3driisen [31, 32],

* Einschrankung der Regulation des Blutdrucks durch den Barorezeptorreflex [18, 19, 33],

» Gesteigerter bzw. bei fortgeschrittener Erkrankung erniedrigter systemischer Blutdruck,

* Ausbleiben der Senkung des systemischen Blutdrucks wahrend der Nacht [34],

» Entwicklung einer Links-Herzinsuffizienz und Ausbildung einer Links-Herzhypertrophie [1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 35].

Die Ursache fur die gesteigerte Aktivitat des sympathischen Nervensystems scheint direkt mit de

Einschrankung der Nierentatigkeit verbunden zu sein. Es wurde z.B. beschrieben, dal3 von de
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verbleibenden Niere verstarkt afferente Impulse ins Zentralnervensystem gehen, die zu
Aktivierung des Sympathikus fiihren [36]. Wie bei anderen Erkrankungen, bei denen erhohte
Katecholaminkonzentrationen im Plasma auftreten, konnte auch bei der chronischer
Niereninsuffizienz digg-adrenerge Wirkung abgeschwécht sein.

Biochemische Untersuchungen zur Charakterisierung der Funktionalitdt und RegulatiBrARon

[37] erharten diese These.

An lymphozytarer3,-AR konnte gezeigt werden, dal3 die chronische Stimulation mit Agonisten zu
einer Abschwachung der Funktion dieser Rezeptoren fihrt [38]. Chronische Hamodialysepatienter
bei denen ein Anstieg der Plasmakatecholaminkonzentration diagnostiziert wurde, wiesen wenige
0,-Adrenozeptoren o>-AR) an thrombozytaren Zellen auf [39, 40]. Die AnzghtAR war
unverandert. Allerdings war bei dieser Patientengruppe die Bildung von c-AMP [a&R-
Stimulation signifikant erniedrigt, was auf eine Desensibilisierung dieszepRoren hindeutet

[40]. Die Rezeptodown-regulationkann subtypspezifisch sein. So ist bei einer Medikation mit
selektivenB;- und B,-AR-Agonisten die Funktion vofi;- bzw. 3,-AR spezifisch abgeschwacht. Die
Gabe von Procaterol und Terbutalin fuhrt zu einer selektiven Desensibilisierurigy-#dh (ohne
Einflu auf 3;-AR), wahrend Xamoterol zur selektiven Desensibilisierung [BieAR-Wirkung

fihrt [41, 42].

Andererseits zeigten Versuche bei Patienten mit einer asympathikotonen Hypotonie ein
umgekehrtes Bild auf. Die Anzahl van- sowie3,-AR war hier erhoht [43, 44], was vielleicht auf

die erniedrigten Plasmakatecholaminspiegel zurtickzufiihren ist.

Versuche an verschiedenen Spezies belegen jedoch, dal3 die Rezeptorregulation auch auf eir
Subtyp beschrankt sein kann. So fuihrte in verschiedenen Tiermodellen die chronische Stimulatio
mit B-AR-Agonisten {Isoprenalin [45, 46, 47, 48, 49], Adrenalin [50] und Noradrenalin (NA)[50]}

zu einer Desensibilisierung urabwn-regulationvon (3,-AR, wohingegen def;-AR kaum einer
down-regulatiorunterlag.

Bei anderen Erkrankungen, die durch erhthte Plasmakatecholaminkonzentrationen gekennzeichr
sind, war ebenfalls eine Rezeptwwn-regulation festzustellen, zum Beispiel beim
Phaochromozytom die verminderte Funktion der thrombozytédsekR beim Menschen [51] und

die down-regulationder (3;-AR bei der Ratte [52, 53]. Dartber hinaus findet man bei der
Herzinsuffizienz einedown-regulation von ;-AR [54] auf m-RNS-Ebene [55] sowie eine
Desensibilisierung vofi,-AR [54], wobei kontroverse Daten Uber em@wn-regulationauch von

B2-AR existieren [56, 54, 57].
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SchlieBlich gelang es Bree et al. [58] zu zeigen, dall mit uramischem Plasma inkubierte
Préaparationen der Lunge weniger freie Bindungsstellen fir RadioligandgrA&raufweisen.

Nimmt man all diese Befunde zusammen, so zeigen sich Ahnlichkeiten zu anderen Erkrankunge
(Herzinsuffizienz, Phdochromozytom) und es erhartet sich die Hypothese, dal’ bei der chronische
Niereninsuffizienz dag3-adrenerge System entscheidenden Veradnderungen unterliegt. Ob diese
auch biochemisch am Herzen nachweisbar sind und in welcher Form es Veranderungen bei di
chronischen Niereninsuffizienz gibt, ist bisher unklar. Ebenfalls unklar ist, welche Ebene der
Signaltransduktion beeinflu3t wird. Auch ist bisher noch nichts dariiber bekannt, ob die M-

Cholinozeptoren (M-Ch) in irgendeiner Weise verandert sind.

Eine weitere Rezeptorenklasse, die eine grol3e Bedeutung fur die Betrachtung des kardiovaskular
Systems hat, bilden Rezeptoren, die an.®rotein gekoppelt sind. Zu den wichtigsten Vertretern
dieser Gruppe zahlen die;-AR, die Endothelinrezeptoren (ET-R) sowie die Angiotetisin
Rezeptoren (AT-R). An diesen Rezeptoren entfalten Transmitter bzw. Mediatoren ihre
physiologischen Wirkungen: NA stimuliert dig-AR, Endotheline (ET) die ET-R und Angiotensin

Il wirkt spezifisch an AT-R.

Angiotensin Il bindet an zwei Rezeptoren, den-Alnd den AF-R. Der AT;-R scheint der Typ zu

sein, mittels welchem Angiotensin Il vasokonstriktorisch wirkt, deng-RFAntagonisten besitzen

das gleiche Potential wie ACE-Hemmer bei der Senkung des Blutdrucks [59]. Uber die
physiologische sowie pathologische Bedeutung des-RATist bisher wenig bekannt. Dieser
Rezeptorsubtyp fuhrt zu entgegengesetzten Wirkungen, wie deRAG0] und ist der Subtyp, der

im menschlichen Ventrikel zahlenméaRig tberwiegt [61].

AT ;-R-vermittelte Wirkungen auf die Kontraktionskraft konnten am menschlichen Ventrikel nicht
nachgewiesen werden [62, 63, 64]. Diese sind ausschlielich fir das Atrium bekannt [65, 62, 6€
63]. Untersuchungen an der Ratte und am Menschen belegen allerdings das Vorhandensein ¢
AT ;-R-Subtyps am Ventrikel [67, 61]. Die Stimulation dieses Rezeptors hatte keinen Einfluld auf
die Kontraktionseigenschaften dieses Gewebes. Im Atrium hingegen wurde naeR- AT

Stimulation eine positiv inotrope Wirkung nachgewiesen [66, 67].

ET wurde erstmals aus Endothelzellen der Aorta vom Schwein isoliert und ist einer der potenteste
Vasokonstriktoren [68]. In der Gruppe der ET sind drei Verbindungen zu unterscheiden, die jeweils
aus 21 Aminosauren bestehen. Es handelt sich um ET-1, ET-2 und ET-3. Sie werden aus de

Praproendothelin gebildet, welches Spaltprodukt eines grpfieursorsist (203 Aminosauren)

4
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[69, 70, 71]. Zu den ET-R werden zwei Subtypen gezahlt [72}-FETind EE-R. Die einzelnen

ET besitzen unterschiedliche Affinitaten zu den beiden Rezeptoren. ET-1 und ET-2 binden jeweils
hochaffin an den EFFR. ET-3 hingegen besitzt eine etwa 100fach niedrigere Affinitdt zupRET

[73, 74, 75]. An den EFFR binden die 3 Isoformen hingegen in @hnlicher Art und Weise [74]. ET-3
kann also zwischen EETund ETe-R unterscheiden.

Neben ihrem Vorkommen an der glatten Muskulatur der Gefal3e findet man die beschriebene
Rezeptoren auch auf der Oberflache von Endothelzellen sowie im Herzgewebe [73, 76, 77, 78, 7'
80, 81, 82]. Als Bildungsort der ET-1-Isoform sind vaskulare Endothelzellen beschrieben [69, 83].
Daneben wird ET-1 auch in Muskelzellen der Gefal3e, Muskelzellen des Herzens und in
Fibroblasten des Herzens synthetisiert [69, 83, 84, 85]. Verschiedene Reize kdnnen ein schnell
Transkribieren des ET-1 bewirken (z. B. Thrombin, Angiotensin IlI, Hypoxie, Ischamie und
Scherkrafte [69, 86, 68]).

Beim Menschen [87, 88] und bei verschiedenen Spezies [89, 90, 91, 92] kanrtéh im

Ventrikel nachgewiesen werden. Man unterscheidet bei diesem Rezeptortyp drei Subtypen, die a
O1a-, 015~ UNd a;p-Adrenozeptoren bezeichnet werden [93]. Welche physiologischen Wirkungen
diesen Rezeptorsubtypen im Herzen zukommen, ist noch nicht geklart. Die intrazellulare
Signaltransduktion ist bei allen drei Subtypen gleich, scheint sich hingegen in der quantitativer

Bildung vonsecond messeng#folekilen zu unterscheiden [94].

All diesen Rezeptoren (AT-Ry;-AR und ET-R) liegt dieselbe Signaltransduktion zugrunde. Die
transmembranaren Rezeptoren sind an ein G-Protein gekoppehy), (Gvelches nach
Rezeptorstimulation in der Lage ist, die Aktivitdt eines membranstandigen Enzyms zu erhdhen
Dieses (Phospholipase C - PLC) besitzt Spaltungsaktivitat fur Phosphatidylinositdiphosphat. Als
Reaktionsprodukte der Spaltung entstehen zwei Stoffe, Diazylglyzerin und Inositolphosphat (IP).
Sie fungieren alssecond messengennd filhren zur Aktivierung zweier Signalkaskaden. IP
mobilisiert C&" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum durch Offnung einésk@aals [95, 96],
wahrend Diazylglyzerin die Aktivitdt einer Proteinkinase erhdht (Proteinkinase C - PKC).
Zielproteine der Phosphorylierung durch die PKC sind der@é&-Austauscher, Phospholamban
und Proteine, die die Sensitivitit des kontraktilen Apparates gegeniibeer@ahen. Nach der
Stimulation des Rezeptors erhoht sich, abhadngig von der PKC, die Aktivitat dell*-Na
Antiporters, was zur Alkalisierung des Zytoplasmas fuhrt [97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105
106, 107, 108, 109, 110, 111]. Die Bedeutung dieser Steigerung des zytosolischen pH-Wertes i
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noch nicht endgultig geklart, sie ist jedoch wesentlich an der positiv inotropen Wirkunggyen G
gekoppelten Rezeptoren am Ventrikel bigite[ 112]. Bei dieser Wirkung spielt die Steigerung der
Sensitivitat des kontraktilen Apparates gegenibel (143, 114] ebenfalls eine wichtige Rolle.
Sowohl NA [89, 87] als auch ET [115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122] werden positiv inotrope
Eigenschaften zugeschrieben.

Letztlich besitzen Angiotensin 1l [123], NA [124, 125, 126] und ET [127] noch eine mitogene
Wirkkomponente. Diese Eigenschaft kénnte von Bedeutung bei der Ausbildung einer Links-
Herzhypertrophie sein, die bei chronisch niereninsuffizienten Patienten beobachtet wird. Als Reize
die zur Hypertrophie von Kardiomyozyten filhren, sind die Anamie sowie eine Uberdehnung des
Ventrikels [128, 129, 130] zu nennen, zwei Faktoren, die zum klinischen Bild der chronischen
Niereninsuffizienz gehdren (Mangel an Erythropoietin und Hypervolamie).

Bei der Hypertrophie kommt es zu einer Vergré3erung der Zellen des Herzens (Kardiomyozyten
und damit auch zur VergroBBerung der Ventrikelwande. Diese histologischen Verédnderunger
bedingen eine schlechtere Versorgung der funktionellen Zellen des Herzens mit Sauerstoff, da sic
die Diffusionswege verlangern. Eine Hypertrophie des Herzens stellt somit eine Vorstufe fir eine
sich ausbildende Herzinsuffizienz dar.

Bei chronisch niereninsuffizienten Patienten konnte desweiteren eine intrakardiozytare Fibrose
beobachtet werden, wobei die Uramie per se (unabhangig von Faktoren wie z.B.: Hypertonie
Anamie, Diabetes mellitus, Herzgewicht und Dialysety{31]) zu diesen histochemischen
Veranderungen fuhrt. Neben Veranderungen des Gewebes und damit der Muskelarbeit wirkt sic
diese Einlagerung von Kollagen auch auf die elektrischen Eigenschaften des Herzens (Reizleitung
aus. Auch unter diesen Gesichtspunkten ist es von besonderem Interesse, die Funktionalit.

kardiovaskularer Rezeptorsysteme am Herzen und an den Gefal3en zu untersuchen.

1.2. Aufgabenstellung

Zur Untersuchung kardiovaskularer Rezeptoren in der Uramie wurde das Tiermodell der subtota
nephrektomierten Ratte (SNX-Ratte) [132] verwendet. Zur Charakterisierung des Modells sollten
sowohl die Plasmakonzentrationen von Harnstoff, Kreatinin, NA und Adrenalin als auch die
Gewichte der Herzen und der Ventrikel bestimmt werden.

Im vorangegangenen Abschnitt wurde bereits auf noch ungeklarte Sachverhalte hingewiesen. Eir

zentrale Rolle fur die durchzufiihrenden Untersuchungen nimmt die Frage ein:
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Bedingt die subtotale Nephrektomie (SNX) physiologische Veranderungen in dgradrenerg-
vermittelten Anderung der Kontraktionskraft am Herzmuskel und unterscheidet sich die M-
Ch-vermittelte Beeinflussung der Kontraktionskraft zwischen SNX- und scheinoperierten
(SOP-) Ratten?

Dazu sollte die physiologische Wirkung na@kadrenerger Stimulation bestimmt werden. Als
Agonist am-AR wurde Isoprenalin eingesetzt. Die durch diese Substanz vermittelte positiv
inotrope Wirkung sollte unter isometrischen Bedingungen an Herzmuskelpraparationen bestimm
werden. Auf ahnliche Weise wurde der Einflu3 von M-Ch auf die Kontraktionskraft des Herzens
ermittelt.

Gibt es Unterschiede bei der Signaltransduktion zwischen SNX- und SOP-Ratten? Reagiert

der Herzmuskel mdglicherweise mit einer down-regulation von Rezeptoren auf die
Einschrankung der Nierenfunktion oder sind andere Schritte des Signalweges beeinflul3t?
Zielstellung war es, die einzelnen Komponenten @eadrenergen und der muskarinergen
Signalkaskade zu charakterisieren. Uber die Bestimmung der Aktivitat der Adenylylzyklase (AZ)
hinaus, sollten die erwéhnten membranstandigen Rezeptoren und deren Subtypen nah
beschrieben werden. Von Interesse war deren zahlenméaRiges Auftreten, der Anteil der einzelne

Subtypen an der Gesamtrezeptorzahl sowie deren Affinitat zu Liganden.

Ein zweiter Schwerpunkt der Arbeit wurde auf die Wirkung von NA und E@i;ahR bzw. ET-R
gelegt. Die Tatsache, dall verschiedene Autoren bei der chronischen Niereninsuffizienz ein:
erhohte Konzentration bzw. Produktion der Substanzen im Blut feststellten, wirft die Frage auf:
Wirken NA und/oder ET moglicherweise kompensatorisch auf eine Einschrdnkung der
Kontraktionskraft des Herzmuskels?

Um diesen Sachverhalt diskutieren zu kénnen, erfolgte die Bestimmung der physiologischer
Wirkung (Anderung der Kontraktionskraft) dieser Substanzen an Ventrikelstreifen.

Welche Aussagen konnen zum intrazellularen Signalweg und zur Prasenz dei-AR bzw.

ET-R am Herzen getroffen werden? Beeinflul3t die chronische Niereninsuffizienz die
Funktionalitat dieser Systeme?

Bei diesen Versuchen wurde die Anzahl der freien Bindungsstellen-#iR-Liganden sowie EA-

und ETs-R-Liganden bestimmt. Dartiber hinaus wurde das Verhéltnis der beiden Subtypen (ET
und ETs-R) sowie die Affinitat der Liganden zu den Rezeptoren quantifiziert. Beide Rezeptoren

bewirken die Bildung der gleichen intrazellularen BotenstoRNat Hilfe der mengenmaligen



1. Einleitung

Bestimmung dieses Stoffes nach Stimulation degeRtors kann eine Aussage Uber die Funktion
des beteiligten Enzymes PLC getroffen werden.

Mit Hinblick auf die Beobachtung, dal3 es bei SNX-Ratten zur Wandverdickung grof3er Gefalie
kommt [133, 134, 135, 136], werden weitere Fragen interessant:

Wie auldern sich die vasokonstriktorischen Eigenschaften von NA und ET unter dem Einflul3

der Uramie? Existieren Hinweise auf eine veranderte biochemische Funktion der Rezeptoren,

die die physiologischen Funktionen des Gewebes beeinflussen?

Ziel der Versuche war es, durch Kontraktionsmessungen an Streifenpraparaten der Aorta thoracic
deren Kraftentwicklung unter isometrischen Bedingungen zu erfassen und die Bildungecood
messengeMolekilen zu quantifizieren.

Zu guter letzt stelite sich noch die Frage: Sind eventuell andere Systeme an einer mdogliche
Veranderung der Ventrikelfunktion beteiligt? Untersuchung@87] von uramischem Plasma
identifizierten eine kumulierende Substanz, die in der Lage ist, die Synthese von Stickstoffmonoxic
(NO) im Gewebe kompetetiv zu hemmen.

Welchen Einflul3 besitzen NO und das c-GMP-Analogon 8-Bromo-c-GMP (8-Br-c-GMP) auf

die Kraftentwicklung am Ventrikel bei SNX- und SOP-Ratten?

Zu diesem Punkt wurde der Einflu3 von NO und 8-Br-c-GMP auf die positiv inotrope Wirkung von

B-AR-Agonisten durch isometrische Kontraktionsmessung an Ventrikelstreifen untersucht.
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2. Methoden

2.1. Uramische Ratte

Zur Durchftihrung der Untersuchungen wurde das Modell der SNX-RadteNephrektomie) [132]
verwendet, bei dem durch einen operativen Eingriff funktionsfahiges Nierengewebe entfernt wurde
Es kommmt zur Ausbildung einer chronischen Niereninsuffizienz. Plasmawerte von Harnstoff und
Kreatinin, zwei typische Stoffe, die bei Absinken der glomeruldren Filtrationsrate unter einen
Grenzwert im Plasma kumulieren, dienen zur Charakterisierung der Uramie. Bei stark
fortgeschrittener Erkrankung erhdht sich die Plasmakaliumkonzentration. Das typische EKG-Bild
wird dahingehend abgewandelt, daf} sich die T-Welle verstarkt (Auftreten von Arrhythmien). Es ist
daher erforderlich, diesen Wert durch Gabe von kaliumarmen Futter zu normalisieren.

Das Modell der SNX-Ratte wird auch dtsw-reninModell bezeichnet [132], im Gegensatz zu
einem anderen Modell, bei dem eine Funktionseinschrankung durch Ligatugsvater die Niere

mit Blut versorgenden GefalR3e erreicht wird. Ein weiteres Charakteristikum des verwendeter
Modells ist das Verbleiben der Nebenniere im Organismus als intaktes Organ, d.h. untel
Beibehaltung seiner sekretorischen Fahigkeit, vor allem fiir Katecholamine, Aldosteron und
Glukokortikoide.

2.1.1. Operationstechnik

Sechs Wochen alte, mannliche Wistar-Ratten wurden nach Amann et al. [132] in zwei Stufer
operiert. Eine Kombination von Xylazin (5 mg/kg) und Ketamin (100 mg/kg) diente jeweils als

Narkosemittel zur intraperitonealen Applikation. Die erste Operation (OP) hatte das Entfernen de
gesamten rechten Niere zum Ziel. Dazu wurde im Rickenbereich rechts, kurz unter den
Rippenbogen, das Organ ertastet und die Stelle des Einschnittes festgelegt. Nach einer Rasur u
aulRerlichen Desinfektion wurden die Haut-, Fett- und Muskelschicht durchtrennt. Die Niere wurde
nun vorsichtig aus der Offnung herausgedriickt und dekapsuliert, wobei besonderes Augenmer
darauf gelegt wurde, die Nebenniere nicht zu verletzen. Alle zu- und abfiihrenden Gefal3e
(Blutgefal3e und Urether) wurden abgebunden und oberhalb der Ligatur durchtrennt. AnschlieR3en
konnte die Niere entfernt werden. Die Muskelschicht wurde mit einer durchgehenden Naht und di

aulRere Hautschicht mit einer Punktnaht von drei bis vier Stichen geschlossen. Als Nahtmaterial kau
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resorbierbarer, geflochtener, chirurgischer Faden zur Anwendung. Die Desinfektion der Wunde
beendete die OP.

Die zweite OP fand eine Woche spater statt. Ziel dieses Eingriffs war die SNX. Dabei sollte vom
Nierenkortex soviel entfernt werden, daf3 die Masse der verbliebenen Niere/&thia »4 ihrer
urspringlichen Masse betrug. Die Durchfihrung der zweiten OP glich der ersten, wobei nach de
Dekapsulation Rindengewebe der Niere mit zwei bis drei Schnitten in oben beschriebenem Umfan

entfernt wurde. Schematisch sieht dies wie folgt aus:

Zeitgleich wurden Tiere gleichen Alters, Geschlechts und Gewichts unter den gleichen Bedingunge
in zwei OP scheinoperiert. Es erfolgte eine Narkose und im Anschlul3 daran ein Durchtrennen de
desinfizierten Haut (ebenso der darunterliegenden Fett- und Muskelschicht). Nach Herausdriicke
der Niere nahm sie unversehrt ihre urspringliche Lage wieder ein. Den Abschlu3 des Eingriffs
bildete das SchlieRen der gedffneten Schichten, wobei die Muskelschicht durchgehend und die Ha

punktférmig mit drei bis vier Stichen genaht wurde.

2.1.2. Tierbetreuung, Futter

Die Vergleichbarkeit der Daten von SNX- und SOP-Ratten setzt ein gleiches Kérpergewicht voraus
Da SNX-Ratten weniger Futter zu sich nehmen als SOP-Ratten, ist eine Angleichung des Futtel
notig. Dazu wurde taglich der Futterverbrauch der SNX-Ratten bestimmt. Die ermittelte Menge ar
verbrauchtem Futter diente als Grundlage fur die Futtergabe an SOP-Ratten fir den kommende
Tag.

Die Nahrung der Tiere bestand aus einer Standarddiat fir Ratten. Die Pellets setzten sich aus 22,°
Rohprotein, 5,0% Rohfett, 4,5% Rohfaser, 6,5% Rohasche, 0,2% Na, 1 % K, 0,9 % P, 0,9 % C
und Vitaminen (15000IE Vitamin A, 600IE Vitaminsdind 75 mg Vitamin E/kg Futter) zusammen.
Drei Tage vor Versuchsbeginn wurde die Standarddiat durch kaliumarmes Futter ausgetausch

10
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Diese Malinahme diente zur Normalisierung von erhdhten Plasmakaliumspiegeln. Alle Ratten hatte

freien Zugang zu Trinkwasser.

2.1.3. Toten, Organentnahme

Am Versuchstag wurden die Ratten mit Pentobarbital (50 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert. Eine
Blutentnahme zur Bestimmung verschiedener Parameter erfolgte aus dem retroorbitalel
Augenplexus mittels Kapillare. Im Anschluf3 daran wurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getdtet. Nachdem der Brust- und Bauchraum get6ffnet wurde, schlof3 sich eine schnelle
Organentnahme an. Es wurde das Herz, die beiden Nieren (bzw. das verbliebene hypertrophier
Nierengewebe) und die Aorta thoracica herausprapariert und unverziglich in entsprechende
eiskalten Praparationspuffer (die Zusammensetzung ist bei den einzelnen Versuchen naher erlaute

befordert. Herz und Nieren wurden trocken getupft und dann gewogen.

2.1.4. Messung des Blutdrucks

Stichprobenartig erfolgte die unblutige Bestimmung des Blutdrucks mit einem Sphygmomanometer
Aus drei Messungen, durchgefihrt an drei aufeinanderfolgenden Tagen, wurde der Mittelwer:
gebildet. An jedem Mel3tag fanden funf Einzelmessungen statt. Durch die Art und Weise der
Durchfuhrung gewoéhnten sich die Tiere an die Technik, was Abweichungen infolge Strel3 und
Tagesform minimierte.

Die Druckmessung wurde an der Schwanzarterie durchgefiihrt. Ein Piezokristall wandelte die
Druckunterschiede in elektrische Impulse um. Diese Impulse wurden verstarkt und Uber einer
Oszillographen sichtbar gemacht.

Die Messung wurde in einem geschlossenen, ruhigen Raum durchgefiihrt. Nach einer ca. 3(
mindtigen Anpassungsphase wurden die zu vermessenden Tiere in Kunststoffrohren gesperrt, der
VerschluR an dem einen Ende eine Offnung fiir den Schwanz der Tiere hatte. Waren die Tiere |
dieser Rohre, konnten sie sich in einer Aufwarmphase (30 mi;)3dn diese Umgebung anpassen.
Die Regulation und Messung des Drucks, der auf den Schwanz wirkte, erfolgte Uber ein
Sphygmomanometer (Hugo Sachs Electronics, March, Deutschland). Dieses war durch einen dinn
Schlauch mit der Druckmanschette verbunden. Der Pulsnehmer wurde unmittelbar hinter diese

Manschette plaziert. Der Mel3wert war der Wert, bei dem der erste Puls wieder sichtbar wurde.

11
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2.1.5. Gewinnung von Plasma

Die Entnahme von Blut erfolgte aus dem retroorbitalen Augenplexus der narkotisierten Ratte. Als
Narkosemittel kam Pentobarbital (50 mg/kg Korpergewicht) zur Anwendung. Nach 15-20 min
Ruhepause wurden mit einer Steigkapillare ca. 1,5-2 ml Blut entnommen und in eine EDTA-haltige.
eisgeklhlte Monovette Uberfuhrt. Der Zusatz von 20 ul 0,3 M Glutathion-Lésung (9,2 g reduziertes
Gluthathion in 100 ml bidest. Wasser, eingestellt mit 10 N Natronlauge auf pH=7,0) verlangerte die
Haltbarkeit der Blutproben, die bis zur Zentrifugation (1700 ¢C4 10 min) auf Eis gelagert

wurden. Nach Zentrifugation konnte mit einer Pipette der Uberstand vom Sediment getrennt werder

Das so gewonnene Plasma wurde bis zur Bestimmung b¥C-80fbewabhrt.

2.1.6. Bestimmung der Plasmakatecholaminkonzentration mittels HPLC

Die Bestimmung der Konzentration der Katecholamine erfolgte mittigls PerformanceLiquid
Chromatography. Ausgangspunkt war das glutathionhaltige tiefgefrorene Plasma, dessen Gewinnur
der Abschnitt 2.1.5. beschreibt.

Plasma stellt ein Gemisch verschiedener Substanzen (Eiweise, Proteine, Salze) dar, die in eine
vorgelagerten Reinigungsschritt abgetrennt wurden. Die Katecholamine (und andere aromatische
2-Diol-Verbindungen) wurden dazu auf einer Vorsaule (Vinyl-Copolymer mit Phenylboronséure;
Merck, Darmstadt) in Gegenwart von Phosphatpuffer (mM) [jpHHPO, (200), EDTA (10), Nail

(1,71), NHOH auf pH=8,7 eingestellt] durch Esterbildung retiniert. Dabei erfolgte auf Grund eines
sterischen AusschlulZmechanismus die quantitative Abtrennung und Elution der biologischen Matrix
Nach 12 min wurde mittels eines elektronischen Saulenschaltventils das Laufmittel {89 Teile
Phosphatpuffer (mM) [Na#PO, (1000), Oktansulfonsaure (5), Nakl,71) bei pH=3,0] und 11

Teile Methanol} gewechselt. Dabei wurden die Phenylboronsaureester der Katecholamine
hydrolisiert, die Katecholamine von der Vorsaule eluiert und auf der nun zuganglichen analytischer
Séule (12,5 cm LiChrosphor 100, RP 18ec, Merck, Darmstadt) aufgetrennt.

AnschlieBend erfolgte bei 40 °C eine dreistufige Nachsaulenderivatisierung zu den fluoreszierende
Trihydroxyindolderivaten (1. Oxidation der Katecholamine mjiH€ (CN)}] zu Adrenochinon bzw.
Noradrenochinon, 2. oxidative Zyklisierung zu Adrenochrom bzw. Noradrenochrom, 3.

intramolekulare Umlagerung zu 3, 5, 6-Trihydroxy-1-methyl-indol bzw. 3, 5, 6-Trihydroxy-indol).

12
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Die Detektion der Trihydroxyindol-Derivate erfolgte mittels Fluoreszenzdetektion bei einer
Anregungswellenldange von 405 nm und einemniissionswellenlange von 520 nm. Die
Quantifizierung erfolgte durch externe Standardisierung unter Verwendung von ,ClinRep-

Standardlésung fur Katecholamine im Plasma“ (Recipe, Miinchen).

2.2. Die Herzarbeit unter dem Einflu3B-adrenerger und M-cholinerger Stimulation

2.2.1. Physiologische Kontraktionsmessungen an Ventrikelpraparaten mit Isoprenalin

a) Allgemeines zur Durchfiihrung

Bei diesen Versuchen wurde die Kontraktion von Gewebepraparationen als physiologische Antwor
auf die Stimulation von Rezeptoren gemessen [66, 138]. Auf elektrisch vorgereizte Praparate
wirkten entsprechende Rezeptoragonisten. Die daraus resultierende Anderung der Kontraktionskre
wurde unter isometrischen Bedingungen bestimmt. Dabei wurde mit einem rechteckigen Rei:
(Frequenz 1 Hz) gereizt, der eine Breite von 5 ms hatte (Stimulator Il: Hugo Sachs Elektronics
March, Deutschland). Die Amplitude des Reizes betrug im Mittel 2,5 V (1-4 V). Die entwickelte
Kontraktion der Praparate (unter einer Vorlast von 9,81 mN) wurde Uber einen Kraftaufnehmer au
einem Hellige-Rekorder (Hellige GmbH, Freiburg, Deutschland) registriert. Die Kontraktion wurde

als Ausschlag quantifiziert und ausgewertet.

b) Praparation von Ventrikelstreifen und Versuchsvorbereitung

Frisches Gewebe wurde, wie unter 2.1.3. beschrieben, gewonnen. Die Prdparation fand in m
Karbogen gesattigter modifizierter Tyrode-Lésung (mM) [NaCl (136,9), KCI (5,4), .Qa3),

MgCl, (1,05), NaHPQ, (0,42), NaHCQ (25), D-Glucose (9,7), PH=7,4] statt. Das Herz wurde am
Septum zur Herzspitze aufgeschnitten und der linke Ventrikel freiprapariert. Die Papillarmuskeln
wurden entfernt. Aus dem linken Ventrikel konnten 3-4 Streifen mit 6-8 mm Lange, 1-2 mm Dicke
und 1-2 mm Breite prapariert werden. Die Praparation der Streifen erfolgte in Faserrichtung, wobe
das Gewebe auf einer Wachsplatte fixiert wurde. Mit jeweils einem Faden wurden die beiden Ende
der Streifen so umbunden, dafl Schlaufen entstanden, mit der die Streifen an den Haken d
Apparatur befestigt werden konnten. Die eingehangenen Streifen befanden sich in einem Organbe
das genau 10 ml oxygenierte, auf 37 °C temperierte Tyrodelbsung enthielt. Zur Ermittlung der
Reizspannung [Rechteckreiz: Breite 5ms, Frequenz 1 Hz; s.auch a)] wurden die praparierte

Muskelstreifen mit einer steigenden Spannung gereizt. Die Spannung bei der ein Ausschlag sichtb:
13
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wurde, war der Schwellenwert. Die Spannung, mit der der Muskel wahrend des Versuches gerei:

wurde, betrug das 1,5fache dieses Schwellenwertes und lag bei 2,4V (1-4 V).

c) Erstellen der kumulativen Konzentrations-Wirkungskurve mit Isoprenalin

Die unter 2.2.1. b) erhaltenen Praparate wurden zur Equilibration Uber einen Zeitraum von ca. eine
Stunde in 10 ml Tyrode-Lésung belassen. Das Organbad wurde mittels Thermostat auf eine
konstanten Temperatur, bei 3T gehalten und mit Karbogen begast. Nach einer halben Stunde
erfolgte die Erneuerung der Pufferlésung. Mit einer Kraft von 9,81 mN wurden die Ventrikelstreifen
vorgedehnt. Vor der Versuchsdurchfihrung wurde der Kraftabnehmer mit einer Kraft von 9,81 mN
belastet. Mit Hilfe des daraus resultierenden Ausschlags der Aufzeichnungseinheit konnte dit
Vordehnung der Praparate auf genau diesen Wert eingestellt werden. Hatte die Konzentration e
Plateau erreicht, wurde die kumulative Konzentrations-Wirkungskurve erstellt [139].

Zur Stimulation vonp-AR fand Isoprenalin Anwendung. Als Startkonzentration wurde 0,1 nM
Isoprenalin (im Organbad) verwendet. Bei der Herstellung der entsprechenden Konzentratior
wurden 100 pl der gelésten Substanz ins Organbad injiziert, so dafl3 sich mit jeder Dosis die
Isoprenalinkonzentration um 0,5 logarithmische Einheiten erhdhte. Erreichte die Kontraktion, die
Uber einen Schreiber beobachtet wurde, ein Plateau, so erfolgte die Zugabe der nachsten Dosis (n:
ca. 1-2 min). Die hdchste der zehn eingesetzten Konzentrationen von Isoprenalin betrug 1 pM. B
der Auswertung erfolgte die Ermittlung der Anderung der Kontraktionskraft durch Abzug der
Basalwerte. Aus den erhaltenen Werten wurde mit der folgenden Gleichung die Konzentrations

Wirkungskurve ermittelt [140]:

aximun) -[ Basdl

M
Y:[Basa]+[ e
1+ 1dog 50)— X

Y ...abhangige GroRRe (Kontraktion in mN)
X ...dekadischer Logarithmus der Konzentration (Pararmeter)

[Maximum]...maximal erreichbare Wirkung (oberes Plateau)

[Basal] ...Wirkung unter basalen Bedingungen (unteres Plateau)
EC50 ..Konzentration, bei der 50% der maximalen Wirkung ([Maximum]-[Basal]) erzielt
wird

14
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Die Gleichung gilt nur, wenn der Anstieg in einem Bereich von 10-90% der maximalen Wirkung
([Maximum]-[Basal]) konstant ist (=1) und wenn sich in diesem Bereich die Konzentration um ca.
zwei logarithmische Einheiten &ndert. Ist dies nicht der Fall, so mul3 eine Gleichung unter
Berucksichtigung eines veranderlichen Anstid¢iiglope) herangezogen werden [140]:

[ Maximun}-[ Basdl
1 + 1,0/09(EC50)- X]x Hillslope

Y =[Basa] +

d) Wirkung von Calciumionen an den Ventrikelstreifen

Nach Erstellen der Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit Isoprenalin wurden die Praparate
ausgewaschen (dreimal aller 10 min und 1-2mal aller 15 min bis das Ausgangsniveau der Kontraktio
erreicht war), um die Funktionalitat des Muskels durch Bestimmung der Kontraktion nach Gabe vor
Ca™ zu ermitteln. Die Konzentrationen von ‘Camspannten einen Bereich von 2,5-13,12 mM. Er

wurde von sieben Konzentrationen markiert.
2.2.2. Biochemische Untersuchungen z@-adrenergen Signaltransduktion
2.2.2.1. Radioligand-Bindungsstudien an3-Adrenozeptor

a) Allgemeines zu Radioligand-Bindungsstudien

Bindungsstudien werden durchgefiihrt, um die Anzahl von Rezeptoren, deren Subtypverteilung un
deren Bindungsverhalten gegeniber Liganden zu bestimméh]. [ Der Rezeptor kann in
Rohmembranfraktionen oder auf der Oberflache von intakten Zellen gemessen werden. Als Ligande
werden radioaktiv markierte Antagonisten verwendet, die spezifisch an einen Typ von Rezepto
binden. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Bindungsstudien an Rohmembranfraktionen
durchgefihrt. Es werden zwei Arten von Bindungsstudien unterschieden: Sattigungs- und
Kompetitionsbindungsstudien.

Sattigungsbindungsstudien dienen Uberwiegend zur Bestimmung eaept@rkonzentrationen.
Dabei wird in einem Reaktionsansatz eine bestimmte Menge der Rohmembranfraktioner
(gemessen als mg Protein pro Ansatz) unterschiedlichen Konzentrationen an Liganden ausgeset

Nach einer Inkubationszeit wird die Reaktion durch schnelles Filtrieren gestoppt und nicht
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gebundener Ligand ausgewaschen. Der gebundene Ligand verbleibt auf dem Filter und kann mitte
Counter gemessen werden.

Kompetitionsbindungsstudien werden Uberwiegend zur Klassifizierung von Rezeptorsubtypen
eingesetzt. Zu diesem Zweck wird eine bestimmte Menge an Rohmembranfraktion mit einer
konstanten Menge an radioaktiv markierten Liganden inkubiert. Der gebundene Ligand wird im
selben Reaktionsansatz durch unterschiedliche Konzentrationen von nicht markiertem Ligande
verdrangt. Schnelles Filtrieren und Waschen entfernt nicht gebundene Anteile, so dal3 gebunden
Ligand im Counter vermessen werden kann.

Die Sattigungsbindungsstudienleiten sich von dem Massenwirkungsgesetz ab. Dabei gilt das

einfache Modell der Reaktion:

Ligand + Rezeptors Ligand Rezeptor Komplex

[Ligand][Re zepto} _ K
[Ligand Rezepto} -

Nach Umstellen und Berticksichtigung der Beziehung der einzelnen Konzentrationen zueinande
erhalt man eine Gleichung, die die Abhangigkeit der Menge an spezifisch gebundenen Liganden vo

der Ligandenkonzentration beschreibt:

. , cLigand3
spezifische Bindung m* B max
igan

Die Menge an spezifisch gebundenem Liganden ist neben der Variablen [Ligand] von der Gewebe

und der Rezeptorkonstantep.Bund Ko abhangig. Bax stellt dabei die maximale Rezeptorzahl und

Kp die Konzentration, bei der 50% der Rezeptoren durch den Liganden besetzt sind, dar.

Die Gultigkeit dieser Formel ist an einige Voraussetzungen gebunden [s.a. 140]:

— Die Bindung folgt den Gesetzen des Massenwirkungsgesetzes, d.h., dal3 die Bindung reversib
ist, durch die Bindung keine Veranderung in den Eigenschaften von Rezeptor und Ligand
auftreten (bevorzugter Einsatz von Antagonisten, da Agonisten zu einer Aktivierung und damit

zur Strukturveranderung des Rezeptors flihren), nur zwei Zustéande des Rezeptors auftreten (fre
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Form und gebundene Form) und alle Rezeptoren gleich gut fur den Liganden zuganglich sin
(einheitliche Membranfraktion durch starke Homogenitat).

— Das Gleichgewicht der Reaktion ist erreicht (Wahl von Inkubationszeit und -temperatur) und wird
nicht beeinflul3t (schnelles Waschen der abfiltrierten Membranen durch Vakuumfiltration mit
eiskaltem Puffer).

— Die Bindung des Liganden erfolgt an einem Rezeptortyp (spezifische Liganden bzw. Einsatz vor
spez. Blockern).

— Die Menge an gebundenem Liganden ist gering, so dal’ die Naherung [Ligand]=[Ligand 0] zutrifft
(nicht mehr als 10% des Liganden sollen gebunden vorliegen, d.h. u.a. mdglichst niedrige unspe:
Bindung durch Einsatz von hydrophilen Liganden).

— Es besteht keine Beeinflussung der Bindung des Liganden an den Rezeptor durch schon vorh

gebundenen Liganden. Ligandbindungsstellen kooperieren nicht untereinander.

Neben der spezifischen Bindung an den Rezeptor existiert noch die unspezifische Bindung. Dab
bindet der Ligand auf3erhalb der spezifischen Bindungsstelle an unspezifische Membranstrukturet
Die unspezifische Bindung folgt einem linearen Verlauf. Zusammen mit der spezifischen Bindung

stellt sie die gemessene Bindung als totale Bindung dar:

totale Bindung = spezifische Bindung unspezifische Bindung

Einphasische
Sattigungsbindung

totale Bindung

[Ligand]
An einem konstruierten Beispiel veranschaulicht die obige Kurve die einzelnen Bindungen. Die
unspezifische Bindung ist daftr verantwortlich, daf3 die totale Bindung keine Sattigung erreicht.
Den Berechnungen liegt jeweils die spezifische Bindung zu Grunde, was die experimentelle
Bestimmung der unspezifischen Bindung voraussetzt. Zu diesem Zweck wird ein nicht markiertet

moglichst hydrophiler Kompetitor in einer Konzentration eingesetzt, die zu einer vollstandigen
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Besetzung des Rezeptors fiihrt. Die auf diese Weise gemessene Bindung entspricht de
unspezifischen Bindung.

Ein anderes Verfahren zur Bestimmung veg 81d Ky ist die Kompetitionsanalyse
Das Prinzip dieser Bestimmung ist die Verdrangung von markiertem Liganden einer konstanter
Konzentration durch steigende Konzentrationen an nicht markiertem Verdrénger. Es finden die

folgenden Reaktionen statt:

Ligand +Rezeptor 5 Rezeptor Ligand Komplex

Kompetitor +Rezeptor 5 Rezeptor Kompetitor Komplex

Durch die Néaherung, dal3 sowohl ein vernachlassigbarer Teil von Ligand als auch Kompetitor

gebunden vorliegen, vereinfacht sich das Gleichungssystem zu:

B madt [ Ligand] Kbp...Dissoziationskonst.[Ligand]

spezifische Bindung=
[Ligand] + ko * §+ [Kompet|to E Ki...Hemmkonst.[Kompetitor]

Nach Einfihrung der GroR3e J€(Konzentration, bei der 50% eines an den Rezeptor gebundenen
Liganden durch den Kompetitor verdrangt wird) erhalt man die Gleichung nach Cheng-Prusoff [140,
142];

ICso

-Ligand.
1+ L e
Kb

ist der Kompetitor die gleiche Substanz wie der Ligangti), so gilt:

K =

Ko + [Ligand] = G

Einphasische Verdrangungskurven sehen wie folgt aus:
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Einphasische
Verdrangungskurve

[

o

o
1

ICs9

A
o

Rezeptorbelegung in %

T T T T T T T
101 10 10° 10® 107 10° 10°
[Kompetitor]

Ahnliche Betrachtungen, sowohl Sattigungsanalysen als auch Verdrangungsstudien, kdénne
angestellt werden, wenn das Gewebe verschiedene Rezeptorsubtypen aufweist. Der Verlauf d
Kurven wird biphasisch. Mit dem F-Test kann geprift werden, welches mathematische Modell der
Kurvenverlauf besser beschreibt. Voraussetzung fir die Unterscheidung zweier Subtypen ist ein
ausreichende Spezifitat des verwendeten Kompetitors. RigWErte des Kompetitors bzw.pK

Werte des Liganden fir die einzelnen Subtypen missen ausreichend weit auseinander liegen.
Nachfolgend ist an einem fiktiv konstruierten Beispiel eine biphasische Kompetitionsbindungsstudie
graphisch dargestellt. Es gelten folgende Annahmen: ledfC-9, log[ICsill]= -6,5, Anteil des
hochaffinen Subtypes 25%.

Biphasische Verdrangung

[y

o

o
|

ICsp | (25%)

~
(631
]

a1
o
|

ICso Il (75%)

Rezeptorbelegung in %
N
6]

o

[Kompetitor]

Aus Mel3gréRen der Radioaktivitat sind die Mengen- bzw. Konzentrationsangaben errechenbar. Di
spezifische Radioaktivitat @\ radioaktiver Stoffe wird meist in Ci/mmol angegeben. Einem Curie
entsprechen 2,22x¥0disintegrations per minutédpm). Die Zahlausbeutex) gibt den Anteil der

vom Mel3gerét erfal3ten Zerfalleojunts per minutécpm)] wieder:
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Ag : 1 L 222% 10° . A
cpm/ mmol a / cpm dpm dpm Ci Ci mmol

b) Praparation der Rohmembranfraktionen

Zur Praparation der Rohmembranfraktionen wurde frisch entnommenes Gewebe verwendet. Di
Ausfuihrung aller weiteren Schritte vollzog sich auf Eis. Nach dem Téten der Tiere wurde deren Her:
entnommen, gewogen und in eiskaltem Préparationspuffer aufbewahrt. Die beiden Herzventrike
wurden durch Entfernen der Vorhofe und Gefal3reste vom Herzen gewonnen. Das so erhalter
Gewebe wurde in 10 ml eiskaltem Praparationspuffer (Zusammensetzung s. entsprechenc
Versuche) aufgenommen und mit Scheren zerkleinert. Eine Homogenisierung des Gewebes m
einem Ultraturrax (Janke & Kunkel Staufen, Germany), 10 s bei voller Geschwindigkeit und zweimal
20 s bei halbmaximaler Geschwindigkeit in 1-Minutenintervallen, schlof3 sich an. Das erhaltene
Homogenat wurde auf 20 ml verdinnt und zentrifugiert (15 mi¢;,4700 g). Nach Filtration des
Uberstandes Uber vier Lagen Mull fand eine Ultrazentrifugation (20 mfG, 40000 g) statt
(Sorvalf RC-5B-Zentrifuge; Du Pont, Bad Homburg, Deutschland). Der Uberstand wurde

verworfen und das Pellet mit Inkubationspuffer resuspendiert (s. Durchfihrung).

c¢) Durchfuhrung der Bindungsstudien am3-AR
SATTIGUNGSANALYSE

Der Préaparationspuffer (mM) enthielt KHGQ.). Das bei der Praparation anfallende Pellet wurde in
zwei Waschschritten gereinigt, wobei mit 10 ml Inkubationsspuffer [Zusammensetzung (mM): NacCl
(154), Ascorbinsaure (0,55) und Tris (50) bei pH= 7,4] resuspendiert und anschlie3end
rezentrifugiert (20 min, £C, 50000 g) wurde. Das Sediment wurde in 1 ml Inkubationspuffer
aufgenommen, der Proteingehalt der Lésung nach Bradfort (als Standard Rinderimmunoglobulin G
[143] besimmt und soweit verdiinnt, dal3 die Losung einen Gehalt von etwa 0,1 mg Protein/ml hatte.
Ein Magnetruhrer sorgte fir die Homogenitat der Losung.
Der Reaktionsansatz betrug 250 pl und setzte sich folgendermalRen zusammen:

50 ul  Inkubationspuffer/1 uM CGP 12177 (zur Definition der unspez. Bindung),

50 uI  Ligandenlésung unterschiedlicher Konzentration,

150 yI Membranlésung.
Es wurden sechs Ligandenkonzentrationen als Doppelbestimmungen fir die totale unc
unspezifische Bindung angewendet. Der radioaktiv markierte Ligand*?39d]-Cyanopindolol

(**J-CYP),wurde im Konzentrationsbereich von 5-200 pM eingesetzt. Bei dieser Substanz handel
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es sich um einen unspezifischBrAR-Antagonisten. Zu jeder Ligandenkonzentration erfolgte die
Ermittlung der unspezifischen Bindung mit dem nicht selektfekR-Antagonisten CGP 12177 in
einer Konzentration von 1 pM. Die ReaktionsgefalRe wurden in einem Wasserbad (90 i, 37
inkubiert. In der verbliebenen Membranlésung wurde der Proteingehalt nach Bradfort ermittelt. Der
erhaltene Wert ging in die Berechnung ein (ca. 15 pug Protein pro Ansatz). Die Beendigung de
Reaktion erfolgte durch Uberfilhrung der Proben auf Eis und Zugabe von 2 ml eiskaltem
Inkubationspuffer. Danach wurde die Menge an gebundenem Liganden durch Vakuumfiltration mit
einem Brandel Harvester (fir 48 Proben) Uber feuchte Whatman GF/C-Filter bestimmt. Die rasche
Filtration (5-10 s) beinhaltete vier Waschschritte mit je 2 ml eiskaltem Inkubationspuffer. Die
Radioaktivitdt der angetrockneten Filterblattchen wurde in einem Gamma Counter (Cobra
Autogamma, Packard, Meriden, USA) gemessen. Die Zahlausbeute des Counters betrug 80%. D
Auswertung der Daten erfolgte mit dem iterativen Kurvenanpassungsprogramm Prism bzw. Inplot
(GraphPad Software, San Diego, CA).

KOMPETITIONSANALYSE

Zur Bestimmung der Subtypverteilung vdh- und (,-AR wurden Verdrangungsexperimente
durchgefihrt. Es fand dieselbe Membranlésung Anwendung, deren Herstellung oben [2.2.2.1. b)
beschrieben wurde. Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

50 ul  Inkubationslésung/ 1 uM CGP 12177 (zur Definition der unspez. Bindung) /

sechs Konz. CGP 20712A (selektiyigrAntagonist) von 1nM bis100uM,

50 uI  Ligandenlésung konstanter Konzentration,

150 yI Membranlésung~0,1 mg Protein/ml).
Die Konzentration des markierten Ligandelf°}-CYP) betrug etwa 100 pM. Es wurden
Dreifachwerte bestimmt. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde ebenfall$20GP
(1 uM) verwendet. Inkubation, Filtration und Messung der Radioaktivitat erfolgte genauso, wie bei

der Durchfuihrung von Sattigungsexperimenten beschrieben.
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2.2.2.2. Bestimmung der Aktivitat der Adenylylzyklase unter dem Einflul3 von Isoprenalin

a) Allgemeines Prinzip der Bestimmung

Die Bestimmung der Aktivitat der AZ wurde nach Salomdd4] mit den Modifikationen von
Brown et al. [145] durchgefiihrt. Die AZ ist ein membranstandiges Enzym. Sie besitzt eine
katalytische Einheit, die zur Zyklisierung von ATP unter Verbrauch von Energie fuhrt. Das Produkt
dieser Reaktion ist c-AMP. Das Prinzip der Bestimmung besteht in der Quantifizierung des
Umsatzes von radioaktiv markiertem Substrat. Bei diesem Umsatz bildet sich radioaktiv markierte:
Reaktionsprodukt. Um dieses vermessen zu kdnnen, muf3 nicht umgesetzter Ausgangsstc
abgetrennt werden. Die Trennung erfolgt durch Saulenchromatographie und wird in zwei Schritter
durchgefihrt: Fixieren von anionischen Verbindungen auf Anionenaustauschersaulen und Elutiot
von c-AMP vom neutralen Austauscher.

Praparationsbedingt fehlt dem Enzym das zytoplasmatische Umfeld. Diese Tatsache erforde
Zusatze zum Reaktionsansatz, welche die uneingeschrankte Funktionsfahigkeit des Enzym
gewahrleisten. Darunter zahlen neben verschiedenen lonen (Einstellen der richtigen Osmolarité
und des pH-Wertes) GTP, Creatinphosphat und Creatinphosphokinase. GTP bindetaan die
Untereinheit des G-Proteins und stellt einen Energielieferanten fir das Abdissoziieren dar
Creatinphosphokinase und Creatinphosphat fungieren im Reaktionsansatz als
Phosphatgruppentibertrager bzw. -fanger.

In der Stopplésung enthaltenes tritiummarkiertes c-AMP dient der Bestimmung der
Wiederfindungsrate an c-AMP, welches die Chromatographiesédulen passiert. Um stérende
Einflisse von hydrolysiertem ATP in Form von Adenosin, welches hemmend auf die Bildung von

c-AMP wirkt, auszuschliel3en, wird Adenosindeaminase eingesetzt.

b) Praparation der Rohmembranfraktion fir die Bestimmung der Adenylylzyklaseaktivitat

Die Praparation der Membranen wurde mit frischem Gewebe durchgefuhrt (s. 2.1.3.). In 20 ml
Homogenisationspuffer (mM) [Tris (5), MgC{1) und Saccharose (250) pH=7,4] aufgenommen,
wurde das Gewebe mit einer Schere grob zerkleinert. Ein Ultraturrax (Janke &Kunkel Staufen,
Germany) diente dazu, ein Homogenat des Gewebes herzustellen (10 s bei voller Geschwindigke
und zweimal 20 s bei halbmaximaler Geschwindigkeit in Einminutenintervallen). Nachdem die

Losung vier Lagen Mull passierte, wurde das erhaltene Homogenat zentrifugiert (30 1@Gin, 4
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1500 g). Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment mit Homogenisationspuffer gewasche
und erneut zentrifugiert (30 min, “€, 1500 g). Aufgenommen wurde das Pellet in T.E.N.-Puffer
(mM) [Tris (20), EDTA-Na (1), NaCl (25) pH=7,4] und auf eine Proteinkonzentration von 1 mg/mi

verdinnt.

c) Beeinflussung der Adenylylzyklaseaktivitat durch Isoprenalin
Als nicht selektive3-AR-Agonist fand Isoprenalin Anwendung. Der Versuchsansatz hatte folgende
Zusammensetzung:

10 ul  Aqua dest.,

10 uI  Adenosindeaminase,

10 i GTP/Basalwert: Aqua dest.

16,5 ul Reaktionsgemisch,

10 ul  Substanz in unterschiedlichen Konzentrationen (Isoprenalin)/Basalwert und

nur GTP (10 uM): Aqua dest.

20 uI - Membranen,

23,5 ul p]-[**P]-ATP (1.000.000 cpm).
Vor Zugabe der radioaktiv markierten ATP-L6sung wurde der Reaktionsansatz vorinkubiert (10
min, bei 37 °C). Zur Testung der Stimulation der Aktivitat der AZ kam Isoprenalin in vier
unterschiedlichen Konzentrationen (10 nM-10 uM) zum Einsatz. Fir jede Konzentration wurde eine
Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Dartiber hinaus wurde die AZ-Aktivitat als Basalwert (keine
Stimulatoren) und mit GTP (10 uM) alleine bestimmt. Alle Proben hatten dasselbe Endvolumen vor
100 ul. Getestet wurde ebenfalls die Aktivitat der AZ unter dem Einflu? von NaF (wirks-an G
Protein), Forskolin (wirkt an der katalytischen Untereinheit und schligfRr@&ein ein) und Mfi
(wirkt an der katalytischen Untereinheit) [146, 147, 148, 149, 150, 151]. Bei NaF, Forskolin und
Mn™ wurden nicht 10 pul GTP zugegeben. Fur"Merfolgte dariiber hinaus die Bestimmung des
Basalwertes ohne Mim Reaktionsgemisch. Die Zusammensetzung (mM) des Reaktionsgemisches
wurde so gewahlt, da3 100 ul Ansatz HEPES (40), M@} EDTA-Na (1), GTP (0,01), ATP
(0,5), c-AMP (0,1), Creatinphosphat (5) und Creatinphosphokinase (50U/ml) sowie 1.000.000 cpn
[a-*?P]-ATP enthielten. Jede Probe wurde exakt 10 min inkubiert (Stoppuhr).
Der Abbruch der Reaktion erfolgte durch Gabe von 100 pl Stopplésung (mM) [SDS (70), ATP (40),
c-AMP (1,4), Tris (50), H]-c-AMP (=8500 cpm/100 pl)] und 800 pl Aqua dest.. Die Isolation des

gebildeten markierten c-AMP von markiertem ATP erfolgte durch Saulenchromatographie. Dabei
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wurde der Reaktionsansatz nach Zugabe von Wasser und Stopplosung vollstandig auf Dowe)
Séaulen ( 1g Dowex AG 50W-X4 pro Saule) gegeben. Die Proben wurden nun zweimal mit 1 ml
Aqua dest. gewaschen und Uber Alumina-Saulen (580 mg/Séaule Alumina fir Chromatographie pre
Saule) gestellt. Nach einem erneuten Waschschritt (4 ml Aqua dest.) wurde das gebildete c-AMP m
5 ml einer Lésung von 0,1 M Imidazol von den Saulen gewaschen und konnte nach Zugabe vo
14 ml Szintillator im Beta-Counter (Tri-Carbliquid scintillation analyser2250 CA, Packard)
vermessen werden.

Bei der Auswertung erfolgte nach Abzug des Basalwertes eine Umrechnung des umgesetzte
markierten ATP von cpm in fmol unter Einbeziehung der Wiederfindungsrate. Die Aktivitat der AZ

wurde als gebildetes c-AMP/min/mg Protein ausgewertet.

2.2.3. Kontraktionsmessungen an Ventrikelpraparaten mit S-nitroso-N-acetyl-D,L-

penicillamin

Bei diesen Versuchen erfolgte das Erstellen einer Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin
Die Durchfuhrung wurde bereits detailliert unter 2.2.1.a-d) beschrieben. Die mit S-nitracetyi-

D,L-penicillamin (SNAP) durchgefiihrten Versuche unterscheiden sich nur in dem Punkt, daf3
wahrend des gesamten Experimentes SNAP im Organbad in einer Konzentration von 10 pM
vorhanden war. Die erste Konzentration von Isoprenalin wurde 60 min nach dem Zusatz von SNAF

im Organbad getestet.

2.2.4. Kontraktionsmessungen an Ventrikelpraparaten mit 8-Bromo-c-GMP

Die Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin an Ventrikelstreifen unter dem Einflul3 von 8-
Br-c-GMP wurde nach der Vorschrift von 2.2.1.a-d) erstellt. Dem Organbad wurde Uber den

gesamten Versuchszeitraum 8-Br-c-GMP in einer Konzentration von 10 uM bzw. 100uM zugefugt.

2.2.5. Physiologische Kontraktionsmessungen mit Carbachol an mit Forskolin vorstimulierten

Ventrikelstreifen

Bei diesen Versuchen erfolgte die Bestimmung des negativ inotropen Effektes von Cad&ighol [
Diese Substanz bindet als Agonist an M-Ch und senkt die Kontraktionskraft durch Hemmung de
Aktivitat der AZ.

24



2. Methoden

Die Praparation der Ventrikelstreifen ist identisch mit der unter 2.2.1. b) beschriebenen. Auch bei de
Kontraktilitatsmessung wurden die gleichen Arbeitsschritte durchgefiihrt, wie es die Anleitung unter
2.2.1.c, d) beschreibt. Im Vergleich zur Bestimmung des positv inotropen Effektes von Isoprenalin
weicht die Kontraktionsmessung mit Carbachol geringflgig ab. So erfolgte die Vorstimulation mit 3
UM Forskolin. Erst nachdem sich diese Vorstimulation auf einen konstanten Wert eingepegelt hatte
wurde mit der Zugabe von Carbachol begonnen. Zum Einsatz kamen neun Konzentrationen vo
Carbachol in der Schrittweite von 0,5 logarithmischen Einheiten (1 nM-1 mM). Anzumerken sei
noch, daf} die Praparate von SNX-Ratten nach Vorstimulation mit Forskolin gehéauft mit

Arrhythmien antworteten, was dann zum Abbruch des Experimentes flhrte.

2.2.6. Untersuchungen zur M-cholinergen Signaltransduktion

a) Radioligand-Bindungsstudien
Alles unter 2.2.2.1.a-c) beschriebene gilt auch fir Radioligand-Bindungsstudien, die am M-Ch
durchgefihrt wurden. Die Versuche wurden nach Deighton et al. [152] durchgefiihrt. Abweichunger
von den Bindungsstudien gBrAR sind im folgenden aufgefthrt.
Der Praparationspuffer (mM) enthielt: KHGQL) und der Inkubationspuffer (mM): pPQO, (10)
und NaHPQO, (10) bei pH=7,4. Das Sediment wurde mit Inkubationspuffer aufgenommen und
soweit verdinnt, dal’ pro ml Suspension etwa 1,5 mg Protein enthalten waren.
Der Reaktionsansatz war wie folgt:

50 uI  Inkubationspuffer/1 uM Atropin (Definition der unspez. Bindung),

50 uI  Ligandenlésung unterschiedlicher Konzentration,

150 yI Membranlésung.
Als radioaktiv markierter Ligand kam °H]-N-Methylscopolamin {H-NMS) in sechs
Konzentrationen von 0,5-10 nM zum Einsatz. Die Ermittlung der unspezifischen Bindung erfolgte
mit dem M-Ch-Antagonisten Atropin (1 pM). Alle Konzentrationen wurden als Doppelwerte
bestimmt. Die Inkubation dauerte 60 min und die Inkubationstemperatur lag bei
Zimmertemperatur. Das Ende der Reaktion wurde durch Uberfihrung der Proben auf Eis un
Zugabe von 10 ml eiskaltem Inkubationspuffer eingeleitet. Danach erfolgte die Trennung von
gebundenem und nicht gebundenem Liganden durch Vakuumfiltration mit einem Whatman
Filtertopf (12 Proben) Uber feuchte Whatman GF/C-Filter. Ca. eine halbe Stunde vor der Filtratior

wurden die Filter mit Inkubationspuffer eingeweicht, der 1 mM nicht markiertes NMS enthielt. Die
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Filtration beinhaltete einen Waschschritt mit 10 ml eiskaltem Inkubationspuffer. Die Radioaktivitat
der angetrockneten Filterblattchen wurde nach Zugabe von 4 ml Szintillator und 10 min Schuttelr
(Promax 1020, Heidolph, Germany) in einem Beta-Counter (Tri-Claybid scintillation analyser

2250 CA, Packard) gemessen.

b) Messung der Aktivitat der Adenylylzyklase
Bei der Methode handelt es sich um dieselbe, die unter 2.2.2.2.a-c) bereits beschrieben wurde, r
dem Unterschied, dafl3 hier die AZ mit 10 uM Forskolin und 10 uM GTP vorstimuliert wurde.

Carbachol wurde in maximaler Konzentration (0,1 mM) getestet [153].

2.3. Der EinfluR von Endothelinrezeptoren und a;-Adrenozeptoren auf kardiovaskulare

Funktionen

2.3.1. Kardiale Wirkungen von Noradrenalin

2.3.1.1. Messung der positiv inotropen Wirkung von Noradrenalin

Vorbereitung, Durchfiihrung und Auswertung der Messung der Kontraktionskraft, ausgelést durch
eine Stimulation vom;-AR, wurde, wie unter 2.2.1.a-d) beschrieben, durchgefuhrt. Als Agonist an
0:-AR kam NA zum Einsatz [154]. Die eingesetzten Konzentrationen von NA umfal3ten den Bereich
von 1 nM-1 mM (13 Konzentrationen im Abstand von 0,5 logarithmischen Einheiten). Aus der
Anwendung von NA als Agonist ergaben sich leichte Abwandlungen zur Beschreibung unter 2.2.1
Im Organbad waren zwei Substanzen vorhanden, die zum einen die Interaktion von BJAARIt
unterbinden (0,1 pM Propranolol) und zum anderen der Wirkungsabschwachung durch eine
Wiederaufnahme des Transmitters aus dem synaptischen Spalt entgegenwirken (30 uM Kokain). D
Konzentration von NA wurde erhéht, wenn die Kontraktion ihr jeweiliges Maximum nach ca. 5-10

min erreicht hatte.
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2.3.1.2. Untersuchungen zur Signaltransduktion am a;-Adrenoceptor (Radioligand-

Bindungsstudien, Bestimmung der Inositolphosphatbildung)

a) Radioligand-Bindungsstudien
Fur die Radioligand-Bindungsstudien amAR [modifiziert nach 155] gilt das bereits unter 2.2.2.1.
Erwahnte. Die Abweichungen in der Durchfihrung sind im folgenden aufgefihrt. Der
Praparationspuffer (mM) enthielt: NaHE@20), der Inkubationspuffers (mM): Tris (50), EDTA
(0,5) bei pH 7,5. Nach Resuspension des letzten Pellets mit Inkubationspuffer wurde sowei
verdunnt, dal3 die Membransuspension einen Proteingehalt von etwa 2 mg/ml hatte. Als radioakti
markierter Ligand kam der selektive-AR-Antagonist fH]-Prazosin in sechs Konzentrationen
(0,05-1,5 nM) zum Einsatz. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde Phentolamin
(10 uM) eingesetzt. Alle Konzentrationen wurden als Doppelwerte bestimmt.
Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

500 pl Inkubationspuffer,

200 pl Inkubationspuffer/nicht selektiver Kompetitor,

200 pl Ligandenkonzentration unterschiedlicher Konzentrationen,

100 yIl Membranlésung.
Die Inkubation erfolgte in einem Wasserschuittelbad (45 min;(5 Nach der Vakuumfiltration
wurden die angetrockneten Filterstliicke nach Zugabe von 4 ml Szintillatorlésung fir 10 min mit
einem Schiittler (Promax 1020, Heidolph Germany) geschiittelt. Im Beta-Counter (TriliGaic
scintillation analyser2250 CA, Packard) konnte nun die Radioaktivitdit der Proben vermessen

werden.

b) Bestimmung der Inositolphosphatbildung

Ziel dieser Versuche war es, den EinfluR von Rezeptoragonisten auf die Aktivitdt des Enzyms PLC
zu bestimmen. Dabei wandelt die PLC radioaktiv markiertes Substid}-nglyo-Inositol) in
radioaktiv markiertes Reaktionsprodukt (IP) um [155, 156]. Nachdem dieses extrahiert wurde,
konnte es vermessen werden.

Die Versuche wurden mit Gewelliees durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um zerkleinertes
Gewebe mit definierten AbmalRen. Diese Gewebestiicke stellen einen Zellverband aus intakten Zelle
dar, die in der Lage sind®*H]-myo-Inositol in ihre Zellmembranen einzubauen. Unter Zusatz von

Adenosindeaminase werden dikces zweimal gewaschen. Das in die Zellmembran eingebaute
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[*H]-myo-Inositol wird durch die PLC freigesetzt. Es liegt nun als Inositol in verschiedenen
Phosphorylierungsstufen vor. Lithium im Puffer ist daflr verantwortlich, daf3 sich kein IP infolge
Hydrolyse der analytischen Bestimmung entzieht. Die IP werden durch Chloroform/Methanol-
Extraktion und S&ulenchromatographie mit Anionenaustauschern isoliert. Mit dieser Methode

werden alle IP (Mono-, Di-u. Triphosphat) erfaf3t.
PRAPARATION DER SLICES

Zur Durchfiihrung der Bestimmung der Agonist-induzierten IP-Bildung ist es erforderlich frisches
Gewebe zu verwenden. Das Organ wurde, wie unter 2.1.3. beschrieben, gewonnen, in eiskaltem, r
95% Q und 5% CQ gesattigtem Krebs-Henseleit-Puffer aufbewahrt und von fremdem Gewebe
getrennt. Der Puffer (mM) bestand aus: NaCl (108), KCI (4,7), Q4¢G3), MgSQ (1,2), KiPO,

(1,2), NaHCQ (4,9), Glucose (11), EDTA (0,001), Ascorbinsaure (0,057) und LIiCl (10). Die
Praparation deslices erfolgte auf Eis. Nach einer groben Zerkleinerung des Gewebes mit einer
Schere wurdeslicesder Gro3e 250umx250um mit Hilfe eines tissue choppers (Bachhofer GmbH,
Reutlingen Deutschland) gewonnen. Dabei wurde das zerkleinerte Gewebe zweimal (mit
Schnittweiten von 1000pm und von 250um) in Scheiben, jeweils medfetzt, geschnitten. Diese
Gewebsliceswurden daraufhin zweimal in 10 ml begastem Puffer, der 2U/ml Adenosindeaminase
enthielt, gewaschen (Wasserschiittelbad, 15 mitG)3Der Einbau von®H]-myo-Inositol (1 pM)
erfolgte unter Schatteln wahrend einer Inkubationsphase (60 mit¢)3@ 10 ml begastem Puffer.

Vor der Zugabe des radioaktiv markierten Substrates wurde es von Verunreinigungen unc
Zerfallsprodukten gereinigt (Anionenaustauschersaule, mit 200 mg Dowex AG 1-X8 gefilit). Die
Elution von nicht gebundenerH]-myo-Inositol erfolgte durch 1 ml Aqua dest.. Ein regelméRiges
Aufschitteln der sedimentiertestices(aller 15 min) gewahrleistete einen gleichmafigen Einbau der
Verbindung. Nach Beendigung der Inkubation wurde das nicht eingebaute radioaktiv maikjerte [
myo-Inositol in drei Waschvorgéngen ausgewaschen (Austausch von ca. 8 ml der Uberstehende
Losung durch frischen, 37C warmen, begasten Krebs-Henseleit-Puffer). Die Dispersion enthielt
etwa 800 mglicesin 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer.

REAKTIONSANSATZ

Um einen Wirkungsverlust durch eine schnelle Wiederaufnahme des Neurotransmitters in die Zell

zu verhindern, enthielt der Ansatz Kokain in einer Konzentration von 30 uM:
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300 pl slices

10 ul  Krebs-Henseleit-Puffer,

10 ul  Propranolol,

10 ul  Verdinnung.
Jede Konzentration wurde als Vierfachbestimmung durchgefihrt. Mit vier Konzentrationen von NA
in einem Bereich von 0,1 uM-0,1 mM wurde die Konzentrations-Wirkungskurve ermittelt. Der
Zusatz von f)-Propranolol (10 puM) hatte die Aufgab@AR zu blockieren. Die luftdicht
verschlossenen, mit Karbogen begasten ReaktionsgefaRe wurden nun fir 45 min ins Wasserschtt
bad (37°C) gestellt.
Die Extraktion der IP erfolgte durch Zugabe von 330 pl eiskaltem Methanol und 660 pl eiskaltem
Chloroform. Nach Zentrifugation (10 min,°€, 820 g) trennten sich beide Phasen vollstandig. Ein
aliquoter Teil der walirigen Phase (400 ul) wurde abgehoben und auf Anionenaustauschersaule
gefillt mit 200 mg Dowex AG 1-X8, gegeben. Die IP wurden nach zweimaligem Waschen mit je 5
ml Aqua dest. und Ammoniumformiat (60 mM) durch zweimal 1 ml Elutionslésung
[Ammoniumformiat (1 M) und Ameisensaure (0,1 M)] von den S&ulen eluiert. Mit jeweils 8 ml
Szintillator versetzt, fand die Vermessung der Proben in einem Beta-Counter (TriiDaith

scintillation analyser 2250 CA, Packard) statt.

2.3.2. Die Wirkung von Noradrenalin an der Aorta thoracica

2.3.2.1. Kumulative Kontraktionsexperimente mit Noradrenalin an Aortenpraparaten

a) Praparation, Vorbereitung

Die Aorten wurden frisch entnommen (s. 2.1.3.). Dabei wurde der herznahe Teil, die Aorta
thoracica, fur die Experimente verwendet. Die Durchfiihrung aller Préaparationsschritte vollzog sich
in mit Karbogen gesattigtem, modifiziertem Krebs-Henseleit-Puffer (mM) [NaCl (119), KCI (4,75),
CaCh (2,25), MgSQ (1,19), KHPO, (1,19), NaHC® (25), Glucose (10), EDTA (0,0228),
Ascorbinsaure (0,117), pH=7,4]. Bei der gesamten Praparation wurde besondere Sorgfalt daral
verwendet, dal3 die Aorta keinen unnétigen Streck- und Dehnkraften ausgesetzt war und de
GefaRendothel nicht verletzt wurde. Der erste Schritt der Praparation war die Sauberung de

GefaRes von anhaftendem Gewebe. Die gereinigte Aorta wurde mit einer Schere spiralférmig ir
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Streifen geschnitten (5-7 mm lang, 2 mm breit, 8-12 mg schwer). Die Streifen wurden mit kleinen
Hakchen aufgenommen und in der Apparatur befestigt. Die eingehangenen Streifen befanden sich
einem Organbad, dal? genau 10 ml oxygenierten Krebs-Henseleit-Puffer enthielt. Die Spannung, m
der das Praparat gereizt werden sollte, wurde als der 1,5fache Wert der Schwellenspannur
ermittelt. Uber einen Kraftaufnehmer und Verstarker wurde die Kontraktionskraft auf einem
Schreiber (Fohr Medical Instruments GmbH, Deutschland) registriert. Die Einstellung der Vorlast

erfolgte auf 9,81 mN.

b) Kontraktionsmessung

Die Durchfihrung der Experimente gleicht denen, deren Durchfihrung bereits unter 2.3.1.1.
beschrieben wurde. Als Puffer wurde Krebs-Henseleit-Puffer verwendet. Vor der
Equilibrationsphase wurde die Funktionsfahigkeit der glatten Muskelzellen durch 50 mM KCIl und 1
UM Phenylephrin Gberprift. War ein Plateau erreicht, wurde 10 uM Carbachol zugegeben, um de
Funktionsstatus des Endothels zu bestimmen. In der nachfolgenden Equilibrationsphase wurde d
Krebs-Henseleit-Puffer im Organbad mehrmals erneuert, bis die Préparate ihr Ausgangsnivea
erreichten. Bei diesen Versuchen wurden die Praparate nicht elektrisch gereizt, sondern di
Kontraktionskraft ermittelt, die durch NA hervorgerufen wurde. Das Organbad enthielt Kokain (30
MM) und Propranolol (0,1 uM). Getestet wurde deag-AR-Agonist NA in  einem
Konzentrationsbereich von 1 nM-1 mM in Schritten von 0,5 logarithmischen Einheiten. Die
kumulative Erhéhung der Konzentration erfolgte nachdem die Kontraktion ihr Maximum erreichte

(nach ca. 5-10 min).

2.3.2.2. Akkumulation von Inositolphosphaten nach Stimulation des;-Adrenozeptors

a) Praparation der Aorta fir die Bestimmung der Noradrenalin-induzierten

Inositolphosphatbildung
Wenn nicht anders vermerkt, vollzogen sich alle Schritte auf Eis. Als Puffer fand mit Karbogen
gesattigter Krebs-Henseleit-Puffer (mM) [NaCl (108), KCI (4,7), €&CB), MgSQ (1,2), KiPO,
(1,2), NaHCQ (4,9), Glucose (11), EDTA (0,001), Ascorbinsadure (0,057) und LiCl (10)]
Anwendung. Von der frisch entnommenen Aorta (s. 2.1.3.) wurde fiir diese Versuche der herznah
Abschnitt (Aorta thoracica) verwendet. Nach schonender Reinigung wurden mit einem tissue

chopper (Bachhofer, Reutlingen Germany) 1 mm breite Aortenringe gewonnen, die in 10 ml Puffer
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Uberfuhrt wurden. Zum Equilibrieren und Waschen der Aortenringe wurden diese dreimal
vorinkubiert (15 min, 37C, Wasserschiittelbad). Der Einbau von radioaktiv markiertelfanfiyo-
Inositol, gereinigt durch Gabe Uber Anionenaustauscher und Elution mit 1 ml Aqua dest., fand
wahrend der Inkubationsphase (60 min,’@7 10 ml Puffer) statt. Vor Zugabe der Aortenringe zum

Ansatz wurde die nicht eingebaute Menti#]{myo-Inositol in drei Waschschritten entfernt.

b) Durchflihrung der Bestimmung
Der weitere Verlauf der Bestimmung ist identisch mit dem, der unter 2.3.1.2. b) beschrieben wurde
Das gilt sowohl fir die Inkubation als auch fur die Trennung und Reinigung sowie flr die
Auswertung. Der Ansatz (Vierfachbestimmung) hatte folgende Zusammensetzung:

300 pl Praparatedispersion (enthalt drei Aortenringe),

10 ul  Krebs-Henseleit-Puffer,

10 ul  Propranolol,

10 ul  verschiedene NA-Konzentrationen.

2.3.3. Kardiale Wirkungen von Endothelin

2.3.3.1. Messung der positiv inotropen Wirkung von Endothelin

Bei der Messung [66] des postiv inotropen Effektes von ET wurden die gleichen Arbeitsschritte
durchgefihrt, wie sie im Abschnitt 2.2.1. bereits beschrieben sind. Als Agonist wurde ET in einem

Konzentrationsbereich von 10 pM-0,1 uM eingesetzt (in 0,5 logarithmischen Einheiten).

2.3.3.2. Untersuchungen zur Signaltransduktion am Endothelinrezeptor (Radioligand-

Bindungsstudien, Bestimmung der Inositolphosphatbildung)

a) Bestimmung von B und Kp

Die Charakterisierung des ET-R erfolgte mittels Kompetitionsanalysen [157, 158] (s. 2.2.2.1. b-c).
Da ET ein endogenes Peptid ist, das leicht an Oberflachen adsorbiert wird, gelten einige
Besonderheiten bei der Durchfiuhrung der Versuche. Der Praparationspuffer (mM) setzte sicl
folgendermaflRen zusammen: Tris (50), EDTA (1) sowie Aprotinin (10 pg/ml). Der Zusatz von

Aprotinin inhibierte Proteinasen, die im Gewebe enthalten sind und ET inaktivieren kdnnen. Die
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gleiche Funktion erflllte der Sojabohnen-Trypsininhibitor (Hemmung von Trypsin) im
Inkubationsspuffer (mM) [MgGl (10), Tris (50), 0,1% Rinderserumalbumin und Sojabohnen-
Trypsininhibitor (1 mg/ml) bei pH=7,4]. Zusatzlich war im Inkubationspuffer Rinderserumalbumin
enthalten. Dieses verhinderte kompetitiv die Adsorbtion von ET an die Oberflache der
Reaktionsgefalie wahrend der Inkubation. Das letzte Pellet wurde in Inkubationpuffer resuspendie
und soweit verdunnt, dal3 die LOosung einen Gehalt von etwa 0,04 mg Protein/ml enthielt
(Proteingehalt nach Bradfort ermittelt, Leerwert wurde mit Puffer bestimmt, der
Rinderserumalbumin enthielt).
Der Reaktionsansatz betrug 1000 ul und setzte sich folgendermalRen zusammen:

500 pl Inkubationspuffer/Verdiinnungen des Kompetitors ET,

100 yl Ligandenlésung fester Konzentration,

400 pl Membranldsung.
ET kam in 15 unterschiedlichen Konzentrationen zum Einsatz (von 1 uM-0,1 pM). Jede Bestimmunc
erfolgte als Doppelbestimmung. Um bei der Herstellung der verschiedenen ET-Konzentrationen ein
Wechselwirkung von ET mit der Oberflache der GefalRe zu vermeiden, wurden Glasgefalie
verwendet, deren Oberflache silikonisiert wurde. Als radioaktiv markierter Ligand wiirdied]-
Endothelin ¥°J-ET) eingesetzt. Dessen Konzentration betrug 3-4 pM. Die unspezifische Bindung
wurde mit dem nicht selektiven ET-R-Antagonisten Bosentan (1 uM) bestimmt. Die
Reaktionsgefalle wurden 60 min bei 37 °C in einem Wasserschittelbad inkubiert. Ca. 30 min vo
Ende der Inkubationszeit wurden die Filter in Inkubationspuffer gelegt, der 4 % Rinderserumalbumir
enthielt (Verhinderung der Adsorbtion von ungebundenem radioaktiv markiertem ET am
Filtermaterial). Der rezeptorgebundene Anteil voa-ET wurde durch Vakuumfiltration mit einem
Brandel Harvester (fur 48 Proben) bestimmt. Die Filtration erfolgte rasch (5-10 s) und beinhaltete
vier Waschschritte mit je 2 ml eiskaltem Inkubationspuffer. Die Radioaktivitat der angetrockneten
Filterblattchen wurde in einem Gamma Counter (Cobra Autogamma, Packard, Meriden, USA)

gemessen. Die Zahlausbeute des Counters betrug 80%.
b) Subtypverteilung von ETA/ETg-Rezeptoren

Der Ansatz ist dem obigen gleich, mit dem Unterschied, dal3 anstelle von 15 ET-Konzentrationen, 1

Konzentrationen des selektiven £R-Antagonisten BQ 123 verwendet wurden (1 nM-10 puM).
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¢) Bestimmung der Inositolphosphatakkumulation durch Endothelin am Herzen
Die Durchfuhrung der Bestimmung [6657, 158] erfolgte wie unter 2.3.1.2. b) beschrieben. Im
Unterschied dazu wurde jedoch als Agonist ET in vier Konzentrationen von 0,1 nM-1 uM
eingesetzt. Es war kein Kokain im Inkubationsgemisch enthalten. Jede ET-Konzentration wurde al
Doppelwert bestimmit.
Der Reaktionsansatz war folgender:

300 pl slices

10 ul  Krebs-Henseleit-Puffer,

10 ul  Propranolol,

10 ul  Verdiinnung von ET.

2.3.4. Die Wirkung von Endothelin an der Aorta thoracica

2.3.4.1. Kumulative Kontraktionsmessungen mit Endothelin an Aortenpraparaten

Die Praparation der Aortenringe ist identisch mit der, die unter 2.3.2.1.a) aufgefihrt ist. Die
Messung selbst entspricht der von 2.3.2.1.b). Als Agonist am ET-R wirkte ET in einer
Konzentrationsspanne von 0,1 pM-0,1 puM (neun Konzentrationen in der Schrittweite 0,5
logarithmischer Einheiten). Das Organbad enthielt kein Kokain. Die Erh6hung der Konzentration

erfolgte, nachdem die Kontraktion ihr Maximum erreichte (nach ca. 5-10 min).

2.3.4.2. Akkumulation von Inositolphosphaten in Ringen der Aorta nach Stimulation des

Endothelinrezeptors

Die Herstellung der Aortenringe gleicht der Praparation, die bereits unter 2.3.2.2. a) beschriebe
wurde. Die Bestimmung derkikumulation von IP nach Stimulation des ET-R erfolgte nach der

Vorschrift von 2.3.2.2. b). Dabei wirkte ET in vier Konzentrationen (1 nM-1 uM) als Agonist.

2.4. Statistische Analysen

Fur die Versuche wurden insgesamt 220 Wistar-Ratten ausgewahlt, von denen die eine Halft
subtotal nephrektomiert und die andere scheinoperiert wurde. Mit 80 Tieren erfolgten Versuche zu

Messung der Kontraktionskraft des Herzmuskels nach Stimulation verschiedener Rezeptoren. Fi
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die Bestimmung der Aktivitat der AZ und die Quantifizierung dkkunulation von IP wurden 80
Tiere untersucht. Weiterhin erfolgte die Bestimmung der Eigenschaften der einzelretdRen
mittels Radioligand-Bindungsstudien an insgesamt 60 Wistar-Ratten.

Aus einem Herzen konnten 1-3 Ventrikelstreifen prapariert werden. Erfolgte aus einem Herzen die
Praparation von mehreren Ventrikelstreifen, so wurden nach Mdglichkeit an diesen Streifen die
Wirkung verschiedener Substanzen bestimmt. Fur jede Versuchsreihe wpgbeGwurden
mindestens sechs Einzelexperimente angesetzt. Darlber hinaus erfolgten je nach Gegebenheit ne
weitere Versuche zu den verschiedenen Substanzen und Gruppen.

Ahnliches gilt fir die Durchfiihrung der Radioligand-Bindungsstudien. Aus den Herzen wurden
Rohmembranfraktionen prépariert. Je nach Ausbeute der Préaparation und Art der Bestimmung we
es moglich, Untersuchungen an ein oder zwei Rezeptoren durchzufihren. Da die Streuung de
Einzelversuche relativ hoch war, wurde angestrebt fiir jeden Rezeptor und jede Versuchsgruppe zel
Einzelexperimente durchzufihren.

Fur die anderen Versuche (Bestimmung der Aktivitéat der AZ, Quantifizierung der Bildung von IP)
wurden mindestens sieben Einzelversuche durchgefuhrt, wobei fir jeden Einzelversuch ein Her
verwendet wurde. Dartber hinaus erfolgten je nach Gegebenheit noch weitere Versuche zu de
verschiedenen Substanzen und Gruppen.

Alle erhaltenen Daten und Ergebnisse wurden mit GraphPad-Software (InPlot, InStat und Prism
analysiert und zusammengefal3t. Diese Software enthélt statistische Analysen (Mann-U-Whitney-Te:s
fir abhéngige und unabhangige Werte), Regressionsanalysen und Werkzeuge zur graphisch
Darstellung. Mehrfachbestimmungen von Einzelwerten sind als Mittetr&fte (Standardfehler

des Mittelwertes) dargestellt. Bei der Analyse von Mittelwertunterschieden galten diese als

signifikant, wenn p<0,05 war (Mann-U-Whitney-Test).

2.5. Verwendete Substanzen

[a-?P]ATP (N) Alumina (S)
Ameisensaure (M) Ammoniumformiat (M)
Aprotinin (S) Ascorbinsaure (M)
Atropin-sulfat (S) Bosentan (*)

BQ 123 (Cyclo[D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp]) (A) Calciumchlorid (M)
c-AMP (B0) Carbachol (S)
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CGP 12177 (C)

CGP 20712A (C)

ClinRep Standardlésung fur Katecholamine in Plasma Chloroform (M)

Creatinphosphat (S)

Dowex AG 1-X8 (B)

ET-1 (A)

Glukose (M)

GTP (Bo)

HEPES (R)
[*H]-N-Methylscopolamin (N)
Imidazol (S)
(-)[**]lodocyanopindolol (N)
Kaliumhydrogenkarbonat (M)
Kokain (S)

Lithiumchlorid (M)
Magnesiumsulfat (M)
Methanol (M)

Natriumchlorid (M)
Natriumfluorid (M)
Natriumhydrogenphosphat (M)
[**P]-ATP(N)

Phenylephrin (S)

Rinderserumalbumin (S)

Creatinphosphokinase (S)
EDTA-dinatrium-dihydrat(M)
Forskolin (CN)

Glutathion (M)
PH]-c-AMP (N)
{H]myo-Inositol (Ah)

ICI 118,551 (I)
(-)-Isoprenalin-bitartrat (S)
Kaliumchlorid (M)

Karbogen (AGA)

LiChrophor 100
Magnesiumchlorid (M)

Manganchlorid-tetrahydrat (S)
Methylenblau (LC)
Natriumdihydrogenphosphat (M)
Natriumhydrogenkarbonat (M)

Noradrenalinbitartrat (S)
Pentobarbital (S)
(x)-Propranolol-hydrochlorid (S)
SDS (B)

SNAP (S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin) (S) Sojabohnen-Trypsininhibitor (S)

Szintillatorlésung Lumasaf¥ plus (L) Tris(hydroxymethyl)aminomethan (M)

Xylazin”

*) bereitgestellt von Dr. M Clozel Hoffmann La Roche Ltd.; Basel, Schweiz
(A) Alexis; Griinberg, Deutschland

(AGA) AGA Gas GmbH; Hamburg, Deutschland

(Ah)  Amersham; Braunschweig, Deutschland

(B) Bio-Rad; Hercules, USA

(B6)  Bohringer; Mannheim, Deutschland
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(C)
(CN)
(1
(L)
(LC)
(M)
(N)
(R)
(S)

bereitgestellt von Ciba Geigy; Basel, Schweiz
Calbiochem Novabiochem Corp; La Jolla, USA
bereitgestellt von ICI Pharma; Planckstadt, Deutschland
Lumac LSC BV; Groningen, Niederlande

LC Laboratories; Woburn, MA, USA

Merck; Darmstadt, Deutschland

New England Nuclear; Dreieich, Deutschland

Roth GmbH; Karlsruhe, Deutschland

SIGMA; Deisenhofen, Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1. Beschreibung des Tiermodells

3.1.1. Harnpflichtige Substanzen im Plasma

Die Entnahme von Blut erfolgte bei insgesamt 100 SNX-Ratten und bei 85 SOP-Ratten. Bei de
Untersuchung der Blutproben wurde bei den SNX-Ratten ein signifikanter Anstieg der
Konzentration harnpflichtiger Substanzen im Plasma festgestellt. Die Plasmakreatininkonzentratiol
war bei den SNX-Ratten im Vergleich zu den SOP-Ratten um 50,1% erhoht. Nach der SNX stiec

auch die Plasmakonzentration von Harnstoff. Es wurde eine Erhéhung um 85 % ermittelt.

Mel3grole SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n
Konz. v. Harnstoff 13,1+0,4 100] <0,01 7,1+0,3 85
mmol/l Cl=12,2-13,9 Cl=6,4-7,7
Konz. v. Kreatinin 69,6t1,3 100| <0,01 46,4:1,0 85
pmol/I Cl=67,0-72,2 Cl=44,5-48,3

Tabelle I Gegenuberstellung der Konzentration zweier harnpflichtiger Substanzen im
Plasma von SNX- und SOP-Ratten.

3.1.2. Alter, Kérpergewicht, Herzgewicht

Alle Untersuchungen (ausgenommen Tabelle 16 b, c)wurden an Tieren durchgefihrt, bei denen d
Entnahme vong4 der gesamten Nierenmasse) 5 Wochen zuriicklag. Das Lebensalter der Ratten
betrug zu diesem Zeitpunkt 14 Wochen. Alle nachfolgenden Daten beziehen sich, wenn nicht ande
aufgeflhrt, auf Tiere in diesem Alter.

Die beiden Vergleichsgruppen (SNX vs. SOP) unterschieden sich zum Zeitpunkt der Organentnahm
nicht im Gesamtkérpergewicht. Die Tiere, bei denen eine Nephrektomie durchgefuhrt wurde, hattel
eine Gesamtmasse von 328463 g (n=103). SOP-Ratten wogen im Mittel genauso viel: 33159
(n=95).

Bei gleichem Korpergewicht wurden jedoch Unterschiede in den Herzgewichten festgestellt. In

Tabelle 2 sind alle Einzeldaten zusammengefal3t dargestellt.
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p-Wert
SNX-Ratten SOP-Ratten
gesamtes Herz gesamtes Herz
n=97 n=84
Gewicht/ 122218 <0,05 106317
mg Cl=1186-1258 Cl1=1029-1096
Herzindex/mglg [ 3_ ??éﬁbéé_rﬁ&é_"_ <005 3_ 523166_55_69_/5 _____
(Muera/Mk) Cl=3,650-3,902 mg/g Cl=3,139-3,347 mg/g
Ventrikel Ventrikel
n=90 n=81
Gewicht/mg 96416 <0,05 85%25
C1=934-1000 C1=808-909
Ventr.Index/mg/g| 2,0770,048 <005 2,631#0,078
(Mvent/Mka) Cl=2,881-3,073 Cl=2,476-2,785
linker rechter linker rechter
Ventrikel * Ventrikel Ventrikel * Ventrikel
n=23 n=23 n=15 n=15
Gewicht/ 87%H42 1997 *<0,05 667421 182t9
mg Cl=792-967 Cl=183-214 n.s. Cl=622-713 Cl=162-202
LV/RV-Index/mg/g| 2,5980,128 | 0,58620,022 |*<0,05] 1,88%:0,070 | 0,51420,028
(Mvirv/Mke) Cl=2,333- Cl=0,5421- n.s. | Cl=1,739-2,039| CI=0,4543-
2,862 0,6313 0,5752

Tabelle 2 Gegeniberstellung der Gewichte des Herzens und der Ventrikel (zusammen

sowie aufgetrennt in linken und rechten Ventrikel).

Die Masse des gesamten Herzens vergro3erte sich bei den untersuchten Tieren um 15,0%. Z
Beantwortung der Frage, welcher anatomische Teil des Rattenherzens diese Hypertrophi

ausmacht, wurden bei fast allen gewogenen Herzen die Vorhodfe sowie einzelne Gefal3reste entferi
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so dal} das Gewicht der beiden Ventrikel zusammen, extra bestimmt werden konnte. Es zeigte si
eine signifikante Erhéhung des Gewichtes der beiden Ventrikel nach der SNX um 12,6%. Dabei wa
die Masse des linken Ventrikels bei den SNX-Ratten um 31,8% im Vergleich zu den SOP-Ratter

erhoht, wahrend das Gewicht der rechten Ventrikel bei beiden Gruppen vergleichbar war.

3.1.3. Blutdruck

Die stichprobenartige Kontrolle des Blutdrucks wurde bei 28 SNX- und 20 SOP-Ratten
durchgefiihrt. Die SNX hatte keinen wesentlichen EinfluR auf den systolischen Blutdruck. Der
Mittelwert des systolischen Blutdrucks betrug bei den SNX-Ratten 48d@,8nm Quecksilbersaule

und bei den SOP-Ratten 122126 mm Quecksilbersaule.
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Abbildung 1: Der EinfluR des urdmischen Zustandes auf den systolischen Blutdruck sieben
Wochen nach der zweiten OP. Als Mittelwerte ergaben sich: Dyyek 30,84,4 mm Hg
(n=28, CI=121,7-139,9 mm Hg); Drugks=122,21,6 mm Hg (n=20, CI=118,8-125,7 mm

Hg). Der Unterschied erreichte keine statistische Signifikanz.
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3.1.4. Die Bestimmung der Plasmakatecholamine

Mittels HPLC wurde die Konzentration der Katecholamine im Plasma bestimmt. Zur Quantifizierung
der aufgetrennten Katecholamine wurden diese nach einer modifizierten Adrenochromreaktior
fluorimetrisch zu einem Standard vermessen.

Eine graphische Darstellung der Me3werte ist in Abbildung 2 zu sehen:
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Abbildung 2: Vergleich der Konzentration von NA im Plasma \®NX- und SOP-Rtten.

Die statistische Auswertung zeigt, da? der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
signifikant ist. Als Mittelwert ergibt sich fir di&NX-Ratten eine Konzentration von
383,#26,7 pg/ml (n=17, CI=327,1-440,3 pg/ml), fBOP-Ritten von 291818,8 pg/mi

(n=15, CI=250,9-331,8 pg/ml).

Bei der Gruppe der SNX-Ratten war die Plasmakonzentration von NA erhdht. Die Konzentration
von NA lag um 31,7% hoher als bei den SOP-Ratten. Mit p<0,05 war dieser Unterschied
signifikant.

Die mittlere Adrenalinkonzentration war hingegen nicht verschieden. Bei den SNX-Ratten betrug
der Mittelwert 83,%24,1 pg/ml (n=14, CI=31,5-135,5 pg/ml), bei SOP-Ratten 1B pg/ml

(n=8, ClI=32,3-166,7 pg/ml). Die Zusammenfassung und statistische Auswertung der
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stichprobenartig ermittelten MeRwerte zeigt deutlich, daf3 die Uramie mit einem signifikanten
Anstieg der Plasmanoradrenalinkonzentration einhergeht, wobei die Plasmaadrenalinkonzentratic

unverandert bleibt.

3.2. Charakterisierung der Herzarbeit nach subtotaler Nephrektomie

Bei diesen Versuchen wurden neben den Kontraktionseigenschaften von Ventrikelpraparationen au
biochemische Parameter zur Signaltransduktion xR und M-Ch bei SNX- und SOP-Ratten
bestimmt. Dartber hinaus wurde der Einflu@ von NO und 8-Br-c-GMP auf die Isoprenalin-

vermittelte Erhdhung der Kontraktionskraft in den beiden Gruppen verglichen.

3.2.1. Die positiv inotrope Wirkung von Isoprenalin

Isoprenalin fihrte zu einer konzentrationsabhangigen Zunahme der Kontraktionskraft der elektriscl
gereizten Herzmuskelstreifen. Die Kontraktion vollzog sich schnell und erreichte in wenigen
Sekunden ihr Maximum. Wahrend sich beide Kurven nur unwesentlich in deiWeien
unterschieden [SNX: 8,%0,06 (n=15, CI=8,02-8,26) und SOP: A935 (n=9, Cl=7,81-8,04)],

war die durch einef3-adrenergen Reiz hervorgerufene Anderung der Kontraktionskraft bei den
SNX-Ratten abgeschwacht. Das Maximum wurde bei einer Isoprenalinkonzentration von 1 uM
erreicht. Diese Konzentration bewirkte eine Zunahme der Kontraktionskraft a@& 2N (n=15,
Cl=2,7-3,8 mN) bei den SNX-Ratten und bei den SOP-Ratten uf®,5,ImN (n=9, CI=4,5-5,7

mN). Diese Unterschiede waren signifikant.

Eine vergleichende Darstellung der Zunahme der Kontraktionskraft in Abhangigkeit von der

Isoprenalinkonzentration ist in der folgenden Abbildung zu sehen:
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Abbildung 3: Durch Isoprenalin hervorgerufene Steigerung der Kontraktionskraft an
elektrisch gereizten Ventrikelstreifen. Dargestellt sind vergleichsweise die Konzentrations-
Wirkungskurven von SNX- und SOPaRen als Anderung der Kontraktionskraft in
Abhangigkeit von der Isoprenalinkonzentration. Die dazugehdrenden Basalwerte betrugen
4,5t0,3 mN (n=15, CI=4,0-5,1 mN) fur die SNX-Gruppe und fur die SOP-Grupp® 2,6

mN (n=9, CI=3,1-4,0 mN). Die Anderung der Kontraktionskraft ngtladrenerger
Stimulation war bei denSNX-Ratten im Vergleich zuSOP-Ratten erniedrigt. Diese

Erniedrigung nahm bei Konzentrationen > 0,1 uM statistische Signifikanz an.

Im Anschlul3 an die Kontraktionsmessungen nach Isoprenalinstimulation wurde stichprobenartic
(n=5) eine kumulative Konzentrations-Wirkungskurve mit"Caur Priifung der Funktionsfahigkeit

der Herzmuskelpraparate aufgenommen. Nach Erneuerung der Losung des Organbades u
Einhalten einer Auswaschphase erfolgte kumulativ die Erhohung déK@azentration. Dabei
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt. Di
maximal erreichbare Anderung der Kontraktionskraft konnte durch 7,92 niM heéebeigefiihrt
werden [7,40,8 mN (n=5, CI=5,1-9,7 mN; SNX), &®@,5 mN (n=5, CI=5,2-8,2 mN; SOP)-n.s.].

Die resultierende Kurve ist in der folgenden Abbildung dargestellt:
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Abbildung 4: Dargestellt ist die kumulative Konzentrations-Wirkungskurve voii' @a
Ventrikelpraparaten des Rattenherzen 8iK- (n=5) und SOP-&ten (n=5). Die Wirkung

von Cd" unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant voneinander. Die
maximale Anderung der Kontraktionskraft wurde von 7,92 mM* @azielt: 7,40,8 mN

(n=5, CI=5,1-9,7 mN; SNX), 60,5 mN (n=5, CI=5,2-8,2 mN; SOP).

3.2.2. Biochemische Untersuchungen z{-adrenergen Signaltransduktion

Die Wirkung von Isoprenalin war am Ventrikel von SNX-Ratten abgeschwacht (s. Abschnitt 3.2.1.).
Ob diese verminderte Kontraktion auf einen Deffekt #AR oder moglicherweise auf andere
Komponenten der Signaltransduktion zurtickzufiihren ist, sollten die folgenden biochemischer

Untersuchungen zeigen.

3.2.2.1. Bindungseigenschaften df-Adrenozeptoren

Die Bindung des Liganden an den Rezeptor lie3 sich bei allen Einzelexperimenten durch eine
monophasischen Verlauf beschreiben (Prufung mittels F-Test). Als Beispiel seien hier die
graphischen Auswertungen der Sattigungsstudie fur jeweils eine Membranpraparation einer SNX
Ratte und einer SOP-Ratte aufgefihrt:
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Abbildung 5: Reprasentative Sattigungsbindungskurve ¥3hCYP an Membranprépara-
tionen einer SNX-Rtte (13,5 ug Protein/Ansatz; oben) und ef@P-Ritte (15 pg Protein/
Ansatz; unten). Die Mittelwerte von.B und K, unterschieden sich in beiden Gruppen
nicht. Bei diesen Experimenten betrug die unspezifische Bindung bei den &fex-Rn
Mittel 25,3:2,7% (n=11, CI=19,2-31,4%) der totalen Bindung und 23&% (n=11,
Cl=17,4-29,2%) bei den SOPaRen. Dieser Wert bezieht sich auf die totale Bindung bei
Kp.
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Reprasentative Einzelexperimente der Kompetitionsanalysen zeigt Abbildung 6:
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Abbildung 6: Dargestellt sind reprasentative Einzelexperimente zur Subtypbestimmung von
B-AR bei SNX-Ratten (oben) un@OP-Ritten (unten). Der Anteil af;-AR war nach der

SNX im Vergleich zur Schein-OP unverandert. Gleichaft gquch fur die Ig des
verwendeten Liganden (CGP 20712A). Fur die Ermittlung der Mittelwerte wurden die
Daten von elf SNX-Ratten (n=11) und zehn SOP-Ratten (n=10) herangezogen.
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Bei den durchgefiihrten Versuchen konnten keine Verdnderungen am Rezeptor selbst festgeste

werden. Sowohl die Anzahl der freien Bindungsstellen pro mg eingesetzten Proteins als auch di

Dissoziationskonstante des Liganden am Rezeptor

waren zahlenméaRig unverandert.

Verdrangung von®J-CYP aus seinen Bindungsstellen durch CGP 20712A, einem seldititét:

Antagonisten [159], ergab keinen Unterschied zwischen SNX- und SOP-Ratten bezlglich del

Subtypverteilung.

In Tabelle 3 sind alle Daten mit den entsprechenden statistischen Kenngro3en aufgelistet:

Mel3grofie SNX-Ratten n
Bmax/ 23,139 11
fmol/mg Prot. Cl=14,4-31,8
UB als % TB 25,3t2,7 11
bei Ko Cl=19,2-31,4
UB als % TB 59,2t2,2 11
bei [LigandJnax Cl=54,2-64,2
Ko(**J-CYP) / 22,8:3,1 11
pM Cl=15,8-29,8
Bi/% 68,6:1,4 11
Cl=65,5-71,8
PKi (B1) 8,770,16 11
(CGP 20712a Cl1=8,40-9,14
PKi (B2) 5,34t0,25 11
(CGP 20712a Cl=4,78-5,91

Tabelle 3 Zusammenstellung aller KenngréBen dBrAR aus den Radioligand-

p-Wert

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

<0,05

SOP-Ratten n

21,G:2,9 11
Cl=14,58-27,5

23,3t2,6 11
Cl=17,4-29,2

56,4+2,3 11
Cl=51,3-61,4

28,3t3,6 11
Cl1=20,4-36,2

65, 41,7 10
Cl=62,0-69,4

8,36+0,08 10

Cl=8,18-8,54
4,6#0,11. 10

Cl=4,42-4,92

Bindungsstudien. (Abkiurzungen in der Tabelle: UB - unspezifische Bindung; TB - totale

Bindung).
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3.2.2.2. Einflisse auf die Aktivitat der Adenylylzyklase

Um eine Erklarung fur die verminderte Wirkung von Isoprenalin am Ventrikelstreifen zu finden,
erfolgte die Untersuchung der Aktivitdt der AZ. Zu diesem Zweck wurde die
konzentrationsabhangige Wirkung von Isoprenalin auf dieses Enzym bestimmit.

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden an sieben Rohmembranpraparationen von SNX-Ratte
(n=7) und neun von SOP-Ratten (n=9) durchgefiuihrt. Bei diesen Versuchen fuhrte Isoprenalir
konzentrationsabhéngig zu einer Steigerung der Aktivitat der AZ. Die maximale Aktivitat zeigte sich

bei 1 uM Isoprenalin. Die Konzentrations-Wirkungskurve ist in Abbildung 7 dargestellt:
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Abbildung 7: Abhangigkeit der Zyklaseaktivitdit von der Isoprenalinkonzentration.
Dargestellt ist die pro Minute gebildete Meng&MP bezogen auf 1 mg Protein nach
Abzug von Basalwert und GTP (10 puM). Fir die Gruppe der SHiXeR betrug die basale
Aktivitat 18,2£3,0 pmol c-AMP/mg Protein/min (n=7) und bei d8OP-Ritten 14,%1,8
pmol cAMP/mg Protein/min (n=9). Bei allen Konzentrationen von Isoprenalin (10 nM-10
pM) war die Aktivitat der AZ in der Gruppe d&NX-Ratten signifikant erniedrigt. Der

PEG-Wert der Konzentrations-Wirkungskurve unterschied sich in beiden Gruppen nicht.

Bei allen eingesetzten Konzentrationen war die Wirkung von Isoprenalin (10 nM-10 pM)
bei den SNX-Ratten signifikant erniedrigt. Dabei veranderte sich deg.pE€t der
Konzentrations-Wirkungskurve nicht: SNX-Gruppe &@16 (n=7, Cl=7,32-8,10) und
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SOP-Gruppe: 7,88,20 (n=9, CI=7,40-8,35). Die abgeschwachte Wirkung von Isoprenalin
lant einen Defekt in der intrazellularen Signaltransduktion vermuten. Zur weiteren
Charakterisierung ddi-adrenergen Signaltransduktion wurde die Aktivierung der AZ unter
dem Einflul von GTP (aktiviert sowohlsGals auch GProtein), NaF (wirkt selektiv auf
Gs-Protein), Forskolin (stimuliert die katalytische Untereinheit der AZ und in geringerem
MaRe auch GProtein) und Mii (stimuliert die Aktivitat der AZ ausschlieRlich tber die

katalytische Untereinheit) bestimmt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4:

Getestete SNX-Ratten n p- SOP-Ratten n
Substanz AZ-Aktivitat in pmol Wert AZ-Aktivitat in pmol
cAMP/mg Protein/min cAMP/mg Protein/min
Basalwert 18,2£3,0 7 n.s. 14, 7#1,8 9
Cl1=9,5-26,4 Cl=11,1-18,8
GTP 5,425 7 n.s. 6,9t1,9 9
(10 pM) Cl=1,1-13,4 Cl=2,6-11,2
Isoprenalin 27,54,7 <0,05 43,445,0
(10 pM) Cl1=15,9-39,0 Cl=31,7-55,0
Forskolin 284,4:43,6 n.s. 282,%26,1
(10 pM) Cl=177,6-391,2 Cl=222,7-343,1
NaF 68,6:22.4 n.s. 64,3t8,4
(20 mM) Cl=13,6-123,5 Cl=44,9-83,6
Basal fur MA* 15,2+1,9 n.s. 12,8:2.0
(ohne Mg") Cl=10,6-19,9 Cl=8,2-17,4
Mn** 8,8+1,7 n.s. 9,8+1,6
(20 mM) Cl=4,6-13,1 Cl=6,1-13,5

Tabelle 4 Aktivitat der AZ unter dem EinfluR verschiedener Substanzen. Beim Wert fir
GTP (10 uM), NaF und Forskolin wurde nur der Basalwert abgezogen, der Wert fir
Isoprenalin ist nach Abzug von Basalwert und GTP (10 mM) angegeben. Die Stimulation
mit Mn*" ergibt sich als Differenz aus der absoluten Stimulation mit*Mmd dem
Basalwert ohne Md. Die Steigerung der AZ-Aktivitat durch Isoprenalin war in 8&X-
Gruppe im Vergleich zur SOP-Gruppe signifikant abgeschwacht.

48



3. Ergebnisse

Aus Tabelle 4 ist zu entnehmen, dal3 nur bei Isoprenalin eine signifikante Minderung der AZ-

Aktivitat gefunden wurde.

3.2.3. Der EinfluR von SNAP auf die Kontraktionskraft des Herzmuskels

Nach Vorinkubation der Ventrikelstreifen mit S-Nitroso-N-Azetyl-D,L-Penizillamin (SNAP) konnte

kein qualitativer und quantitativer Unterschied in der Wirkung von Isoprenalin in der Gruppe der
SNX-Ratten festgestellt werden. Bei den Ventrikelstreifen der SOP-Ratten hingegen bewirkte SNAF
eine signifikante Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve (s. Abbildung 8). Dartber
hinaus senkte SNAP die absolute basale Kontraktionskraft, wahrend die maximal mogliche Anderun:

der Kontraktionskraft gleich blieb.
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Abbildung 8: Der Einfluf3 von 10 uM SNAP auf die Erhéhung der Kontraktionskraft von
Ventrikelstreifen durch Isoprenalin b&NX-Ratten (n=6) undSOP-Ritten (n=6). Zum
besseren Vergleich der beiden Kurven ist in dieser Abbildung die Anderung als % vom
groRten Maximum dargestellt. Die beide Kurven (Isoprenalin mit und GHiKHAP)

Uberlagern sich bei den SNXaRen, es besteht kein signifikanter Unterschied. Die absolute
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Kontraktion der Praparate betrug unter basalen Bedingunge,3,AN (n=6, Cl=2,2-4,6
mN; ISO/SNX), sowie 28,4 mN (n=6, CI=1,8-3,8 mN; ISO+SNAP/SNX). Im Gegensatz
dazu bewirkte SNAP in den Ventrikelstreifen von SCit€h eine signifikante
Rechtsverschiebung der  Konzentrations-Wirkungskurve  von  Isoprenalin;; pD
(1SO/SOP)=8,1%0,09 (n=6, Cl=7,92-8,37) und pOISO+SNAP/SOP)=7,080,31 (n=6;
Cl=6,27-7,85). Die absoluten basalen Kontraktionskrafte hatten folgende Wett8;34,1
mN (n=6, CI=3,3-4,9 mN; ISO/SOP) und 23 mN (n=6, CI=1,7-3,1 mN;

ISO+SNAP/SOP).
Parameter SNX-Ratten p-Wert SOP-Ratten
abs. bas. Kon- 3,4+0,5 n.s. 4,1+0,3
traktionskraft / mN Cl=2,2-4,6 CI=3,3-4,9
p-Wert ¢ n.s. <0,01
abs. bas. Kontraktions- 2,840,4 n.s. 2,440,3
kraft / mN mit SNAP Cl=1,8-3,8 Cl=1,7-3,1
pD.-Wert 7,840,10 n.s. 8,15:0,09
Cl=7,58-8,10 Cl=7,92-8,37
p-Wert ¢ n.s. <0,05
pD.-Wert 7,61+0,13 n.s. 7,0640,31
mit SNAP Cl=7,26-7,95 Cl=6,27-7,85
max. Anderung der 3,3:t0,4 <0,05 5,240,5
Kontraktionskraft / mN Cl=2,3-4,3 Cl=3,9-6,5
p-Wert ¢ n.s. n.s.
max. And. Der Kontrakt 4,7+0,6 n.s. 4,840,3
onskraft / mNmit SNAP Cl=3,1-6,2 Cl=4,0-5,6

Tabelle 5: Vergleich der KenngréRen der Konzentrations-Wirkungskurven von Isoprenalin
(mit und ohne Vorinkubation mBNAP) bei SNX- und SOPdten. Bei den Kontrollratten
(n=6) verdnderte der EinfluB von SNAP die Wirkung von Isapiien auf die
Ventrikelpraparate. Nach Vorinkubation mit dem NO-Dor&MAP verschob sich die

Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin deutlich nach rechts. Au3erdem ergab sich
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eine Senkung der absoluten basalen Aktivitat. Beide Effekte verschwanden ®iN¥en
Ratten (n=6).

Wie Abbildung 4 zeigt, ist die Wirkung von Caauf die Ventrikelstreifen von SNX- und SOP-
Ratten gleich. SNAP wirkt negativ inotrop bei den SOP-Ratten. Diese Wirkung von SNAP geht im
Verlaufe der chronischen Niereninsuffizienz verloren. Alle Daten von SNX- und SOP-Ratten sind in

Tabelle 5 gegentbergestellt.

3.2.4. Der Einfluf? von 8-Bromo-c-GMP auf die Kontraktionskraft

Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dal3 der negativ inotrope Effekt von NO auf die
Kontraktion des Herzmuskels bei der chronischen Niereninsuffizienz verschwindet (NO verliert seine
Fahigkeit, die Wirkung von Isoprenalin zu héheren Konzentrationen zu verschieben). Ist dies eir
direkter Effekt von NO oder von SNAP alleine? Oder erfordert dies die Aktivierung der I6slichen

Guanylylzyklase? Zur Untersuchung dieser Fragen wurde unter den gleichen Versuchsbedingunge
(s. 2.2.4.) die Wirkung von 8-Br-c-GMP (ein membrangangiges c-GMP-Analogon) auf die

Isoprenalin-vermittelte Steigerung der Kontraktionskraft an Ventrikelpraparationen bestimmt.

Ob die Wirkung von 8-Br-c-GMP konzentrationsabhéngig ist, wurde bei SOP-Ratten durch den
Einsatz von 10 pM und 100 uM 8-Br-c-GMP ermittelt. Die entsprechenden Konzentrations-
Wirkungskurven sind in der Abbildung 9 dargestellt. Wie am Verlauf der Graphen zu sehen ist,
verschiebt 8-Br-c-GMP die Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin am elektrisch gereizten
Ventrikelstreifen nach rechts. Diese Rechtsverschiebung war bei der h6heren Konzentration grof3e
Daneben senkte 8-Br-c-GMP die absolute basale Kontraktionskraft bei beiden eingesetzte
Konzentrationen signifikant gegeniber den Versuchen ohne 8-Br-c-GMP. Die statistischen Datel

der Auswertung sind in der Tabelle 6 aufgelistet.
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Abbildung 9: Einfluf3 von 10 uM (n=6) und 100 uM (n=5) 8-Br-c-GMP auf die Erhéhung
der Isoprenalin-vermittelten Kontraktionskraft von elektrisch gereizten Ventrikelstreifen
bei SOP-Rtten. Auf der Y-Achse ist die Anderung der Kontraktionskraft in % der
maximalen Kontraktion angegeben. 10 pM und 100 pM 8-BiMI? verschieben die
Wirkung von Isoprenalin signifikant nach rechts: ,dBO/SOP)=7,940,06 (n=6,
Cl=7,79-8,08), pBR(ISO+10uM 8BrcGMP)=7,58,10 (n=6, CI=7,28-7,77) und
pD,(ISO+100puM 8BrcGMP)=7,068D,14 (n=5, C|=6,71-7,48).

Tabelle 6 zeigt alle Kenngrdf3en der in Abbildung 9 dargestellten Konzentrations-Wirkungskurven:

Parameter SOP-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n
(10 uM 8BrcGMP) (100 puM 8BrcGMP)
abs. bas. Kon- 2,5+0,3 6 n.s. 2,8+0,28 5
traktionskraft / mN Cl=1,8-3,2 Cl=2,0-3,6
p-Wert ¢ <0,01 <0,05
abs. bas. Kontraktions- 3,940,2 6
kraft / mNo. BrcGMP Cl=3,3-4,5
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pD.-Wert 7,520,10 6 | <0,05 7,09:0,14 5
Cl=7,28-7,77 Cl=6,71-7,48
p-Wert ¢ <0,01 <0,05
pD>-Wert 7,94+0,06 6
0. BrcGMP Cl=7,79-8,08
max. Anderung der 6,5+0,7 6 n.s. 5,41,1 5
Kontraktionskraft / mN Cl=4,7-8,3 Cl=2,3-8,5
p-Wert ¢ n.s. n.s.
max. And. der Kontrakti- 5,620,6 6
onskraft / mNo. BrcGMP Cl=4,0-7,2

Tabelle 6: KenngrofRen der Konzentrations-Wirkungskurven von Isoprenalin am
Ventrikelstreifen der SOPdtten ohne und mit 8-Br-&MP (10 uM, 100 uM). Aus dieser
Tabelle geht deutlich hervor, dal’3 der Zusatz von 8-8Mi? zu einer Rechtsverschiebung
der Isoprenalin-vermittelten Erhéhung der Kontraktionskraft fuhrt. Beide 8SdviE-
Konzentrationen senkten signifikant die absolute Kontraktionskraft unter basalen

Bedingungen.

Im folgenden wurde die Wirkung des c-GMP-Analogons auf die Isoprenalin-vermittelte Erhéhung
der Kontraktionskraft der Ventrikelstreifen von SNX-Ratten untersucht. Diese Versuche wurden nur
mit der niedrigeren Konzentration (10 uM) 8-Br-c-GMP durchgefihrt.

Aus sechs Experimenten mit Praparaten von SNX-Ratten und sechs von SOP-Ratten ergaben s
die Konzentrations-Wirkungskurven (s. Abbildung 10) und deren Kurvenparameter. Zur Beurteilung
der Wirkung von 8-Br-c-GMP (10 pM) wurde jeweils eine Kontrollkurve mit Isoprenalin in

Abwesenheit des zyklischen Nukleotids aufgenommen.
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Abbildung 10: Einflu von 8-Br-c-GMP (10uM) auf die Isopiedm-vermittelte Erhhung

der Kontraktionskraft von elektrisch gereizten VentrikelstreifenGX-Ratten (n=6) und
SOP-Ratten (n=6). Auf der Y-Achse ist die Anderung der Kontraktionskraft in % der
maximalen Kontraktion angegeben. Die beiden KurverS#eX-Ratten tberlagern sich. Es
gibt keine Unterschiede zwischen den{Mderten der beiden Kurven. Unter basalen
Bedingungen (ohne Isoprenalin und 8-BGMP) entwickelten die Ventrikelstreifen eine
Kontraktionskraft von 30,5 mN (n=6, Cl=2,7-5,1 mN). 8-Br-c-GMP bedingte keine
Veranderung dieser Reaktion: 3075 mN (n=6, Cl=2,4-5,0 mN). Bei gleichbleibendem
basalem Kontraktionsvermégen veranderte 8-Br-c-GMP dieimaxmogliche Anderung

der Kontraktionskraft bei 1 pM Isoprenalin nicht. Diese betrug ohne Vorinkubation mit 8-
Br-c-GMP 3,50,4 mN (n=6, Cl=2,5-4,6 mN) und mit Vorinkubation 8077 mN (n=6,
Cl=1,8-5,6 mN). Bei den SOPaRen hingegen kam es durch 8-BGMP zu einer
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin:
pD,(ISO/SOP)=7,940,06 (n=6, CI=7,79-8,08), pllSO+8BrcGMP)=7,520,10 (n=6,
Cl=7,28-7,77). Das zyklische Nukleotid senkte signifikant die absolute basale
Kontraktionskraft: Basal (ISO/SOP)=3®2 mN (n=6, CI=3,3-4,5 mN), Basal
(ISO+8BrcGMP/SOP)=28),3 mN (n=6, CI=1,8-3,2 mN). Demgegeniuber blieb die
maximale Anderung der Kontraktionskraft (bei 1 uM Isoprenalin) gleick0566mN (n=6,
Cl=4,0-7,2 mN) ohne 8-Br-c-GMP und &&7 mN (n=6, Cl=4,7-8,3 mN) mit 8-Br-c-
GMP.
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Tabelle 7 zeigt zusammengefalit alle Daten der Konzentrations-Wirkungskurven:

Parameter SNX-Ratten p-Wert SOP-Ratten
abs. bas. Kon- 3,9+0,5 n.s. 3,9+0,2
traktionskraft / mN Cl=2,7-5,1 Cl=3,3-4,5
p-Wert ¢ n.s. <0,01
abs. bas. Kontraktions- 3,7+0,5 n.s. 2,5+0,3
kraft / mN mit BrcGMP Cl=2,4-5,0 Cl=1,8-3,2
pD.-Wert 7,99:0,15 n.s. 7,94:0,10
Cl=7,60-8,37 Cl=7,70-8,17
p-Wert ¢ n.s. <0,01
pD.-Wert 7,97+0,14 n.s. 7,52+0,10
mit BrcGMP Cl=7,60-8,33 Cl=7,28-7,77
max. Anderung der 3,5:0,4 <0,05 5,6+0,6
Kontraktionskraft / mN Cl=2,5-4,6 Cl=4,0-7,2
p-Wert ¢ n.s. n.s.
max. And. der Kontrakti- 3,740,7 <0,05 6,5+0,7
onskraft / mNmit BrcGMP Cl=1,8-5,6 Cl=4,7-8,3

Ergebnisse

Tabelle 7: Kenndaten der Konzentrations-Wirkungskurven von Isoprenalin mit bzw. ohne
Vorinkubation mit 8-Br-ccMP (i.d. Tabelle als BrcGMP abgekirzt) bei SNX-und SOP-
Ratten. Die Daten zeigen, daf? die Wirkung von 8-B¥MP (Rechtsverschiebung) bei den
SNX-Ratten verloren geht.

Abbildung 4 zeigt, daR die Wirkung von Taauf die Ventrikelstreifen in beiden untersuchten
Gruppen gleich war. Zwischen den SNX- und SOP-Ratten besteht, genauso, wie bei den Versuche
mit SNAP, ein deutlicher Unterschied in der Wirkung von 8-Br-c-GMP. Das c-GMP-Analogon hatte
bei den SNX-Ratten keinen Einflud auf die Lage der Konzentrations-Wirkungskurven von
Isoprenalin, beide Kurven (mit und ohne 8-Br-c-GMP) decken sich. Bei den SOP-Ratten bewirkt da:

zyklische Nukleotid eine signifikante Rechtsverschiebung der Isoprenalin-vermittelten
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Konzentrations-Wirkungskurve. Gleichzeitig wurde dabei eine Senkung der absoluten basalel

Kontraktionskraft bei diesen Tieren festgestellt.

3.2.5. Der Einfluf3 von M-Cholinozeptoren auf die Kontraktionskraft von Ventrikelstreifen

Ob M-Ch einer Fehlregulation bei der chronischen Niereninsuffizienz unterliegen und damit zur
verminderten Wirkung von Isoprenalin am isolierten Ventrikelstreifen beitragen, sollen die
nachfolgenden Untersuchungen klarstellen. Dazu wurde der Einflu@ von Carbachol auf
vorstimulierte Ventrikelstreifen bestimmt. Die Abbildung 11 zeigt den Verlauf der Konzentrations-

Wirkungskurve:
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Abbildung 11: Hemmung der positiv inotropen Wirkung von 3 uM Forskolin durch
Carbachol in Ventrikelstreifen von SNX- und SORtRen. Der Verlauf der Kurven
unterscheidet sich nicht voneinander. Die Basalwerte betrugen in der Gruppe der SNX-
Ratten 5,70,7 mN (n=5, CI=3,8-7,6 mN), in der Gruppe der SGitéh 6,%0,7 mN

(n=10, Cl=4,9-8,1 mN).

Die Durchfuhrung dieser Experimente folgt der Beschreibung unter 2.2.5. Dabei wurden flinf

Ventrikelstreifen von SNX-Ratten und zehn Ventrikelstreifen von SOP-Ratten prépariert.

56
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Submaximale Konzentrationen an Forskolin (3 uM) erhéhten die Kontraktionskraft elektrisch
vorgereizter Ventrikelstreifen unter isometrischen Bedingungen: bei SNX-Ratten aQf757N

(n=5, CI=3,8-7,6 mN) und bei SOP-Ratten auft6,3 mN (n=10, CI=4,9-8,1 mN). Die kumulative
Erhéhung der Konzentration von Carbachol erniedrigte sukzessive die durch Forskolin
herbeigefihrte Verstarkung der Kontraktionskraft. Die maximale Senkung wurde durch 10 pM
Carbachol erreicht: bei den SNX-Ratten umtR,8 mN (n=5, CI=0,7-4,8 mN) und bei SOP-Ratten
um 2,40,4 mN (n=10, CI=1,0-3,6 mN). Der pBVert der Konzentrations-Wirkungskurve lag in

der SNX-Gruppe bei 6,1D,09 (n=5, CI=5,92-6,42) und bei der SOP-Gruppe betf,26 (n=10,
Cl=6,10-6,38). Auch die Wirkung von Caauf die Ventrikelstreifen war unverandert. Der Verlauf
der Konzentrations-Wirkungskurve &hnelt der in Abbildung 4.

Diese Daten zeigen deutlich, dal3 die Wirkung von Carbachol an vorstimulierten Ventrikelstreifen be

den SNX-Rattten im Vergleich zu den SOP-Ratten unverandert ist.

3.2.6. Zellulare Signaltransduktion nach M-cholinerger Stimulation

B-AR und M-Ch beeinflussen sich gegenseitig. So konnte u.a. gezeigt werden, dal3 eine andauern
Stimulation vonB-AR infolge erhdhter Katecholaminkonzentrationen zu einer Uberexpression von
Giq fihren kann [160]. Eine Folge davon ist eine Hemmung der AZ. Abschnitt 3.2.5. zeigte keine
Veranderung in der physiologischen Reaktion nach M-Ch-Stimulation. Ob dies auch auf die
Signaltransduktion zutrifft, sollen biochemische Untersuchungen zeigen.

M-Ch lassen sich mit Radioligand-Bindungsstudien analysieren [zur Durchfiihrung s. 2.2.6. a)]. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit den unter 2.2.2.1. a) aufgefihrten Formeln. Auf die Zugabe vor
radioaktiv markierten?H-NMS reagierten die Rohmembranfraktionen mit einer monophasischen
Sattigungsbindung (F-Test). Die graphische Darstellung jeweils einer reprasentativen

Sattigungsbindung zeigt die Abbildung 12:
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Abbildung 12: Séttigungshindungskurve voiH-NMS an Rohmembranfraktionen einer
SNX-(0,21 mg Prot./Ansatz) undOP-Ratte (0,16 mg Prot./Ansatz). Bei d&NX-Ratten

lag die unspezifische Bindung (bepXim Durchschnitt bei 22:2,4% (n=11, Cl=12,5-
31,9%) der totalen Bindung und bei d8®P-Riatten bei 19,¥4,5% (n=12, CI=9,8-29,6%).
Weder in By noch in Ky konnten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen beziffert

werden.
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Die errechneten Daten fur die maximale Anzahl freier Bindungsstellgr) (Bd die Affinitat des

Radioliganden zum Rezeptor sind in der Tabelle 8 aufgelistet:

Mel3grolie SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n
Bmax/ 65,9:7,0 11 n.s. 62,6:8,9 12
fmol/mg Prot. Cl1=50,3-81,5 Cl=42,9-82,2
Ko(CH-NMS) / 0,70:0,15 11 | ns. 0,64+0,10 12
nM Cl=0,37-1,03 Cl1=0,43-0,86
UB in % TB 22,24 4 11 | ns. 19,74,5 12
bei Ko Cl=12,5-31,9 9,8-29,6
UBin% TB 59,#5,1 11 n.s. 60,9+5,0 12
bei Brnax Cl=48,2-71,1 Cl1=49,8-72,0

Tabelle 8 Daten aus den Radioligand-Bindungsstudien am M-CHHNMS. Am M-Ch
konnten keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen SNX (n=11) und
SOP (n=12) aufgedeckt werden. UB bezeichnet in der Tabelle die unspezifische Bindung
und TB die totale Bindung.

Neben den Eigenschaften des membranstandigen Rezeptors wurde ergdnzend der Einflu3 v
Carbachol auf die Aktivitat der AZ getestet. Bei diesen Experimenten [zur Durchfiihrung s.Abschnitt
2.2.6. b)] erfolgte die Stimulation der AZ mit Forskolin (1 uM) unter Anwesenheit von GTP (10
UM). Es sollte die maximale Wirkung von Carbachol bestimmt werden. Dazu wurde eine
Konzentration von 0,1 mM getestet. Die Mittelwerte der bestimmten Aktivitaten setzten sich aus
sechs Versuchen mit Herzmembranpraparationen von SNX-Ratten (n=6) und sieben Praparatione
von SOP-Ratten (n=7) zusammen.

Die SNX hatte bei den vorliegenden Experimenten keinen Einfluld auf Funktionalitat des M-Ch am
Herzen. Dies bezieht sich sowohl auf die physiologische Funktion (s. 3.2.5.) als auch auf die zellular
Signaltransduktion.

Tabelle 9 zeigt die Beeinflussung der Aktivitdt der AZ durch Carbachol nach Vorstimulation mit
Forskolin (1 uM) und GTP (10 pM). Dargestellt sind die entsprechenden Daten nach Abzug del

Basalwerte:
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Substanz SNX-Ratten p- SOP-Ratten
AZ-Aktivitat in pmol Wert AZ-Aktivitat in pmol
cAMP/mg Protein/min cAMP/mg Protein/min

Basalwert 5,2+0,8 n.s. 6,4+1,8

Cl=3,6-6,9 Cl=2,0-10,9
GTP 9,9%2,6 n.s. 8,4+1,2
(10 pM) Cl=3,2-16,5 Cl=5,4-11,5
Forskol. (1uM 102,9:8,8 n.s. 112,6:11,7
+GTP (10 pM) Cl1=80,3-125,5 Cl1=83,3-140,6
Carbachol 69,7#4,5 n.s. 85,2t8,3
(0,2 mM) Cl1=58,1-81,3 Cl=64,8-105,6

Tabelle 9 Einflul von Carbachol auf die Aktivitat der Forskolin-stimulierten AZ. Die
Werte stellen jeweils die Aktivitdten des Enzyms nach Abzug der basalen Aktivitat und
der Aktivitat von GTP (10 uM) dar. Carbachol (0,1 mM) war in der Lage die Aktivitat des
mit Forskolin+GTP vorstimulierten Enzymes signifikant zu erniedrigen. Zwischen beiden
Gruppen bestand kein Unterschied in der Wirkung des M-Ch-Agonisten CarbBahol.
Menge an gebildetem c-AMP pro min und mg Protein verringerte sich bei den SNX-
Ratten durch 0,1 mM Carbachol auf 79,2% und ®8&P-Ratten auf 81,2% der nach

Vorstimulation mit Forskolin und GTP gebildeten Menge.

3.2.7. Zusammenfassung

Die Analyse der Funktion vor3-AR und M-Ch am Herzen von SNX-Ratten ergab eine
abgeschwachte Anderung der Kontraktionskraft nach StimulationBvAR durch Isoprenalin.
SNAP und 8-Br-c-GMP verloren nach SNX ihre Fahigkeit die Wirkung von Isoprenalin zu hemmen.
Die eingeschrankte Wirkung von Isoprenalin lie3 sich auch biochemisch nachweisen. Untel
Isoprenalin verminderte sich die Bildung von c-AMP im Vergleich zu SOP-Ratten. Dies ist ein
selektiver Defekt anB-AR, da die Funktion von & und G-Protein als auch der AZ von der SNX
unbeeinfluf3t blieben.

Bei der M-cholinergen Signaltransduktion konnten keine Veranderungen gefunden werden. Die
Hemmung der Kontraktion von Ventrikelstreifen, der Einfluld auf die Aktivitat der AZ und die
Eigenschaften des Rezeptors waren in beiden untersuchten Gruppen gleich. M-Ch scheinen dal

nicht an der verminderten Wirkung von Isoprenalin am Herzen von SNX-Ratten beteiligt zu sein.

60



3. Ergebnisse

3.3. Die Rolle von Endothelinrezeptoren undi;-Adrenozeptoren in der Urdmie

Ggn1-Protein-gekoppelte Rezeptoren (ET-R undAR) vermitteln neben den bisher untersuchten
Rezeptoren ebenfalls eine positiv inotrope Wirkung. Weiterhin fihrt die Stimulation dieses
Rezeptorsystems zu mitogenen Prozessen, was auf die Stimulation der PKC zurlckzufuhren ist [16
162, 163, 164, 165, 166]. Damit konnten den anBrotein gekoppelten Rezeptoren neben der
Modulation der Herzarbeit auch eine potentielle Rolle bei der Ausbildung der Herzhypertrophie in

der chronischen Uramie zukommen.

3.3.1. Die Wirkung von Noradrenalin am Herzen

Die Plasmakonzentration von NA war bei SNX-Ratten im Vergleich zu den SOP-Ratten deutlich
erhoht. Gleichzeitig war diep-adrenerge Wirkung abgeschwécht. Ob es unter diesen
Voraussetzungen zu einer Veranderungod&R-vermittelten Wirkung von NA am Herzen kommt,

sollten nachfolgende Untersuchungen zeigen.

3.3.1.1. Die positiv inotrope Wirkung von Noradrenalin am Ventrikelstreifen

Die physiologische Wirkung von NA wurde am isolierten, elektrisch gereizten Ventrikelstreifen
getestet (siehe 2.3.1.1.).

NA bewirkte eine Zunahme der Kontraktionskraft. Die Zunahme ist auf eine Stimulatian AR
zuruckzufuhren, da die Wirkung AR durch Zusatz von Propranolol (0,1 pM) unterbunden
wurde. Kokain (30 pM) verhinderte eine Abschwachung der Wirkung durch Hemmung der
Wiederaufnahme des Transmitters aus dem synaptischen Spalt.

Eine Erhohung der Konzentration von NA bewirkte einen langsamen Anstieg der Kontraktionskraft
am Ventrikel. Das Maximum der Kontraktion war nach einigen Minuten erreicht. Die
Konzentrations-Wirkungskurve von NA unterschied sich nicht signifikant zwischen den SNX- und
SOP-Ratten. Bei der abschlieRend erstellten Konzentrations-Wirkungskurve Vam @aveils finf
stichprobenartig ausgewabhlten Herzmuskelpraparaten  war  keine  Anderung der
Kontraktionseigenschaften zu sehen (s. Tabelle 10).

Die Konzentrations-Wirkungskurve aus den Mittelwerten aller Einzelexperimente ist in der
Abbildung 13dargestellt:

61



3. Ergebnisse

6- ® SNX
O SOP

Anderung der
Kontraktionskraft in mN
N

¥ T T T T
Basal 10° 10® 107 10° 10° 10* 107
[ Noradrenalin ] in M

Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungskurve von NA am isolierten, elektrisch gereizten
Ventrikelstreifen von SNX- und SOPaRen. Das Organbad enthielt Propranolol (0,1 puM)
und Kokain (30 pM). Dargestellt ist die Anderung der Kontraktionskraft nach Stimulation
mit dem Agonisten NA besNX- (n=6) und SOP-&ten (n=9). Die Basalwerte als absolute
Kontraktion betrugen bei der SNX-Gruppe imtfdlwert 4,&:0,8 mN (n=6, CI=1,5-6,1
mN). SOP-Rtten hatten eine mittlere basale Kontraktionskraft vorx(l28 mN (n=9,
ClI=1,3-2,2 mN). Beide Konzentrations-Wirkungskurven unterschieden sich weder in den

pD,-Werten noch in den maximal méglichen Anderungen der Kontraktionskraft.

Es ergaben sich keine Unterschiede in der Wirkung voii @af die Kontraktionskraft der
Ventrikelstreifen in beiden untersuchten Gruppen. Der Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve
gleicht der in Abbildung 4 gezeigten.

Die Eckdaten der zusammengefal3ten Konzentrations-Wirkungskurven am Herzen sind in der Tabel

10 aufgelistet:
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Mel3groRen SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n
Basalwert 4,0¢0,8 6 0,01 1,8t0,2 9
Cl=1,5-6,1 Cl=1,3-2,2
pD.-Wert 5,27#0,08 6 n.s. 5,140t0,08 9
C1=5,06-5,48 Cl=4,91-5,29
max. Anderung 7,111 6 n.s. 5,4+0,5 9
(mN) Cl=4,2-10,0 Cl=4,2-6,6
ca” 7,6t1,1 5 n.s. 5,2+0,9 5
(7,92 mM) / mN Cl=4,6-10,7 Cl=2,6-7,8

Tabelle 10: Kenndaten zur Konzentrations-Wirkungskurve von NA an Ventrikelstreifen
von SNX- und SOP-&ten. Ebenfalls aufgefiihrt sind die maximalen Anderungen der

Kontraktionskrafte, die Cain der angegebenen Konzentration verursachte.

3.3.1.2. Biochemische Untersuchungen am kardialen-Adrenoceptor und an der

nachfolgenden Signaltransduktion

Um festzustellen, ob Verédnderungen in der Signaltransduktion nach Rezeptorstimulation vorlieger
erfolgte die Bestimmung der-AR, deren Affinitdt zum Liganden sowie die Aktivitat der PLC.

Die Bestimmung der Anzahl dex;-AR in Rohmembranfraktionen erfolgte durch Radioligand-
Bindungsstudien [s. 2.3.1.2. a)]. Als markierter Ligand wurH-IPrazosin eingesetzt. Phentolamin

(10 uM) diente bei diesen Versuchen zur Bestimmung der unspezifischen Bindung. Zwolf Versuche
mit SNX-Ratten und neun mit SOP-Ratten bildeten die Grundlage fir die Ermittlung der Mittelwerte
flr Bmaxund Ko.

Bei steigender Konzentration von radioaktiv markiertem Liganden trat eine Sattigung der freien
Bindungsstellen auf. Die einzelnen MeRwerte lieBen sich am besten mit der Gleichung fir
monophasisches Sattigungsverhalten beschreiben (F-Test). Zur Umwandlung der durcl
Computeriteration erhaltenen Parameter dienten die unter 2.2.2.1. a) beschriebenen Gleichungen. [
statistische Auswertung der Einzelversuche laf3t keine signifikanten Unterschiede zwischen de
beiden Vergleichsgruppen erkennen.

Typische Bindungskurven sind in der nachfolgenden Abbildung ersichtlich:
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Abbildung 14: Repréasentative Sattigungsbindungskurven vorH]-Prazosin  an
Rohmembranfraktionen des Herzens von SNX- und S&teR BeiSNX-Ratten konnten
keine Unterschiede im Vergleich zu SOBRten in den Bindungseigenschaften des
Rezeptors gegeniibeiH]-Prazosin festgestellt werden. Sowohl die Anzahl der maximalen

freien Bindungsstellen als auch die Dissoziationskonstante des Liganden-Rezeptor-
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Komplexes waren unverédndert. Der Anteil der unspezifischen Bindung an der totalen
Bindung betrug bei den SNXa®en im Mittel 38,&3,2% (n=12, CI=31,1-45,0) und bei
den SOP-Ratten 42t8,0% (n=9, Cl=33,4-51,5).

Mel3groiRe SNX-Ratten n
Bmax/ 24,6:2,8 12
fmol/mg Prot. Cl=18,4-30,7
Ko(*H-Prazo- 159,716,2 12
sin) / pM Cl=124,0-195,3
UB als % TB 38,0t3,2 12
bei Ko Cl1=31,1-45,0
UB als % TB 62,5t4,1 12
bei Brnax Cl=53,5-71,5

Tabelle 11: Ergebnisse der Radioligand-Bindungsstudien an Rohmembranfraktionen des
Herzens von SNX- und SOPaRen mit fH]-Prazosin. Die StichprobengréRe belauft sich
bei den SNX-Rtten auf n=12, bei deBOP-Ratten auf n=9. Die Rezeptorcharakteristik war

unverdndert nach der SNX. In der Tabelle verwendete Abkirzungen: UB-unspezifische

Bindung; TB-totale Bindung.

Der Untersuchung der Eigenschaften des kardialeiR schlofl3 sich die Quantifizierung der
Aktivitat eines Enzyms an, welches durch die Stimulation des Rezeptors aktiviert wird. Dieses
Enzym, die PLC, spaltet an Fette gebundenes IP ab, welches im weitesscaald messenger
fungiert. Durch radioaktive Markierung ist diese Verbindung in der Zelle analytisch mefR3bar.

Die Durchfuihrung der Bestimmung deklimulation von IP nach Rezeptorstimulation wurde unter
Abschnitt 2.3.1.2. b) beschrieben. Konzentrationsabhangig fiihrte die Zugabe von NA, bei
Anwesenheit von Kokain und Propranolol, zu einer schwachen Bildung von IP Blittsz

Untersucht wurden sieben SNX-Ratten und sieben SOP-Ratten. Die Einzelexperimente sind i

Abbildung 15 zusammengefalit:
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Abbildung 15: Akkumulation der IP in Herzslices vd@NX- (n=7) und SOP-&ten (n=7)
nach Stimulation mit NA bezogen auf 1000 ralices Bei keiner NA-Konzentration
unterschied sich die Bildung von IP signifikant. Die absoluten Basalwerte betrugenl295
cpm/1000 mgglices(n=7, Cl=122-468 cpm/1000 nmwlice9 fur SNX-Ratten und 31628
cpm/1000 mgslices (n=7, Cl=246-385 cpm/1000 mgjiceg fur SOP-Ritten. Ebenfalls

gleich waren die ppbWerte.

In Tabelle 12 sind alle ermittelten Parameter der NA-induzierten Bildung von IP aufgefihrt.

Parameter SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n

Basalwert in 295+71 7 n.s. 316+28 7
cpm/1000 mgslices Cl=122-468 Cl=246-385

PEGWert 5,92+0,73 7 n.s. 5,83t0,14 7
Cl=4,14-7,7 Cl=5,5-6,16

Max. Stim. in 38074 7 n.s. 37737 7
cpm/1000 mgslices Cl1=198-562 Cl=287-467

Tabelle 12 In der Tabelle sind die Kenndaten der NA-induzierten Bildung von IP

dargestellt. Beide untersuchten Gruppen stimmen in allen Parametern Uberein.
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3.3.2 Die Wirkung von NA an der Aorta thoracica

3.3.2.1. Die Wirkung von Noradrenalin auf die glatte Muskulatur der Aorta thoracica

In diesen Experimenten wurden die vasokonstriktorischen Eigenschaften von NA an spiralférmig
geschnittenen Streifen der Aorta thoracica untersucht. In Kapitel 2.3.2.1.a) sind die einzelner
Schritte der Praparation beschrieben. Die Durchfihrung der Experimente vollzog sich nach de
Beschreibung in Kapitel 2.3.2.1. b). NA entfaltete seine Wirkung selektiv;afR, da das
Organbad 0,1 puM Propranolol enthielt. 30 uM Kokain garantierten eine konstante Wirkung durch
die Hemmung der Wiederaufnahme des Neurotransmitters in die Zelle.

Abbildung 16 zeigt die Abhangigkeit der Anderung der Kontraktionskraft von der NA-

Konzentration:

Anderung der
Kontraktionskraft in mN
N

0 o——oO I

| |
10°* 10%° 10° 10® 107 10° 10°
[ Noradrenalin ] in M

Abbildung 16: Wirkung von NA auf die Kontraktionskraft von spiralférmig geschnittenen
Streifen der Aorta thoracica bei SNX- und SO&tBn. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 14 Einzelversuchen (5 Ratten) &&tX-Gruppe und 16 Einzelversuchen (&tten)

der SOP-Gruppe. Die SNX fihrte zu einer signifikanten Linksverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve, wobei die maximale Anderung der Kontraktionskraft

unverandert blieb.
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Konzentrationsabhangig fuhrte NA zu einer Zunahme der Kontraktionskraft der Aortenstreifen unter
isometrischen Bedingungen. Nach Applikation einer Konzentration erhdhte sich allmahlich die
Kontraktionskraft und erreichte nach einigen Minuten ihr Maximum. Ab 1 uM NA liel3 sich die
Kontraktionskraft nicht mehr steigern. Die hdchste NA-Konzentration, die zum Einsatz kam, betrug
10 uM. Diese Konzentration steigerte die Kontraktionskraft der Aortenstreifen bei den SNX-Ratten
um 6,20,8 mN [n=14 (5 Ratten), CI=5,0-8,4 mN] und bei den SOP-Ratten ut),7,mMN [n=16

(5 Ratten), CI=6,2-9,2 mN]. Unter basalen Bedingungen betrug die Kontraktionskraft null, da nicht
elektrisch vorgereizt wurde. Die SNX resultierte in einer signifikanten Linksverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve. Fir die uramischen Tiere lag deMyp®t bei 8,720,16 [n=14 (5
Ratten), CI=8,43-9,14]. Bei SOP-Ratten lag er bei #)843 [n=16 (5 Ratten), CI=6,17-9,23].

3.3.2.2. Biochemische Untersuchungen zur intrazellularen Signalkaskade desAdreno-

zeptors an der Aorta thoracica

Bei diesen Versuchen wurde die Akkumulation von IP durch NA in der Aorta thoraciogarbest

Die Praparation der GefalRe erfolgte nach der Beschreibung, die unter 2.3.2.2. a) angegeben ist u
die Durchfiihrung ist detailliert unter 2.3.2.2. b) beschrieben. Im Ansatz waren jeweils 10 uM
Propranolol und 30 uM Kokain vorhanden.

Die Aortenringe reagierten mit einer starken Zunahme der Bildung von IP. Diese Zunahme wal
konzentrationsabhangig. Die maximale Wirkung wurde durch NA-Konzentrationen von 0,1 mM
erzielt. In Abbildung 17 ist die Konzentrations-Wirkungskurve von NA in Ringen der Aorta
thoracica dargestellt.

Die Mittelwerte der Parameter der einzelnen Experimente sind in Tabelle 12 zusammengefal
aufgelistet. In der Aorta thoracica konnten keine Veranderungen der Enzymaktivitat festgestell
werden. Die maximal mogliche Menge an gebildetem IP unterschied sich statistisch nicht signifikant
zwischen den SNX- und SOP-Ratten. Ebenso tbte die chronische Niereninsuffizienz keinen Einflul

auf die Lage der Konzentrations-Wirkungskurven aus.
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Abbildung 17: NA-induzierte Akkumulation von IP in Ringen der Aorta thoracica von
SNX- und SOP-Rtten. Die gezeigten Kurven sind die Mittelwerte aus jeweils neun
Einzelversuchen. Die absolute basale Stimulation betrug beSNenRatten 30444 cpm
(n=9, CI=203-405 cpm) und bei den SO&tien 33&75 cpm (n=9, CI=163-508 cpm). Die

maximale Bildung der IP unterschied sich nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen.

Parameter SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten
Basalwert / cpm 304+44 9 n.s. 33675
Cl1=203-405 Cl=163-508
PEGs-Wert 6,03t0,32 9 n.s. 5,66t0,24
Cl=5,3-6,77 Cl=5,11-6,21
Max. Stim. / cpm 798t129 9 n.s. 1158:271
CI1=500-1095 Cl=517-1799

Tabelle 13: Akkumulation von IP in Ringen der Aorta thoracica. Vergleich der Parameter

der Konzentrations-Wirkungskurve von NA bei den SNX- und SOP-Ratten.
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3.3.3. Die Wirkung von Endothelin am Herzen

3.3.3.1. Die positiv inotrope Wirkung von Endothelin am Ventrikelstreifen

ET UGbt am Herzen eine positiv inotrope Wirkung aus. Ziel dieser Untersuchungen war die
Quantifizierung des Einflusses von ET auf die Kontraktilitat des Herzmuskels bei SNX- und SOP-
Ratten und die Klarung, ob ET mdglicherweise kompensatorisch zur abgeschwéachten Kontraktilita
von Isoprenalin wirkt. Durchgefihrt wurden die Untersuchungen an Ventrikelstreifen, die unter
isometrischen Bedingungen durch ET zur Kontraktion gebracht wurden (siehe Kapitel 2.3.3.1.).

Neun SNX- und sechs SOP-Ratten wurden untersucht. Die Mittelwerte sind als Konzentrations
Wirkungskurven von ET am Herzen in Abbildung 18 dargestellt. Unter den beschriebenen
Bedingungen nahm die Kontraktionskraft der Ventrikelstreifen mit steigender Konzentration von ET

zu. Eine Zusammenfassung der gefundenen Parameter gibt die Tabelle 14 wieder:

Parameter SNX-Ratten n p-Wert SOP-Ratten n
absolute basale 4,1+0,6 9 n.s. 4,1+0,3 6
Kontr.kraft / mN Cl=2,7-5,6 Cl=3,3-4,9
pD.-Wert 7,40:0,09 9 n.s. 7,68t0,07 6
Cl=7,18-7,62 Cl=7,51-7,86
maximale Anderung 1,8t0,2 9 n.s. 1,4+0,2 6
der Kontr.kraft / mN Cl=1,3-2,4 CI=0,8-2,0
ca” 6,2t0,8 5 n.s. 7,0£1,2 5
(7,92 mM) / mN Cl=4,0-8,5 Cl=3,8-10,2

Tabelle 14: Zusammenfassung der KenngroRen zur Messung der Anderung der
Kontraktionskraft nach Stimulation von Ventrikelstreifen mit ET. Weiterhin aufgelistet sind

die durch C& hervorgerufenen Anderungen der Kontraktionskraft.
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Abbildung 18: ET-vermittelte Erhéhung der Kontraktionskraft von elektrisch gereizten
Ventrikelstreifen unter isometrischen Bedingungen bei SNX- und SfterR In neun
Versuchen mit Ventrikelstreifen voBNX-Ratten und sechs voBOP-Ritten konnte kein
Unterschied in der Wirkung von ET auf die Kontraktilitdét erkannt werden. Als absolute
Basalwerte wurden bei den SNX&fen 4,%0,6 mN (n=9, CI=2,7-5,6 mN) und bei den
SOP-Ratten 40,3 mN (n=6, CI=3,3-4,9 mN) ermittelt.

Nach Aufnahme der Konzentrations-Wirkungskurven mit ET wurde willkirlich bei jeweils funf
Ventrikelpraparaten von SNX- und SOP-Ratten die Reaktion alf @etestet. Da beide
untersuchten Gruppen gleich auf'Ceeagierten (Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurve ahnelt
der in Abbildung 4), ist davon auszugehen, dal3 keine Fehlfunktionen im kontraktilen Apparat
vorhanden sind. Die Maximalwerte der Anderung der Kontraktionskraft sind in Tabelle 14

nachzulesen.

3.3.3.2. Biochemische Untersuchungen am kardialen Endothelinrezeptor und dessen Signal-

transduktion

Auf die ET-vermittelte Steigerung der Kontraktionskraft am Herzen hatte die SNX keinen Einfluf3.

Andererseits war die Erhohung der Kontraktionskraft im Vergleich zur basalen absoluten
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Kontraktion gering. Ist der Einflu von ET im Herzgewebe generell gering oder ist die Bedeutung
des Peptids eher auf anderen Ebenen zu suchen? Zur Beantwortung dieser Frage erfolgte ¢
Charakterisierung des ET-R (Anzahl freier Bindungsstellen, Ligandenaffinitat, Subtypverteilung)
sowie dessen intrazellulare Wirkung (Bildung w&eond messeng®tolekulen).

Zur Beschreibung der ET-R am Herzen wurden Kompetitionsanalysen durchgefiihrt. Deren
Durchfilhrung ist im Abschnitt 2.3.3.2. a, b) beschrieben. ET verdr&figtET monophasisch aus
seinen Bindungsstellen. Zur rechnerischen Auswertung dienten die unter 2.2.2.1.a) beschriebent

Gleichungen. Typische Verdrangungskurven fur Herzpraparationen sind nachfolgend fir SNX- unc

SOP-Ratten aufgefihrt.
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Abbildung 19: Kompetitionshindungsstudien an Herzronmembranfraktionerst& und

SOP-Ritten.'*J-ET band an freie Bindungsstellen und wurde von nicht markiertem ET

verdrangt. Die durchgefiihrten Versuche machten deutlich, da? Rohmembranfraktionen von
SNX-Ratten (n=8) mehr freie Bindungsstellen fir ET besitzen, als dieS@R-Ritten

(n=10). Die Ligandenaffinitit des Rezeptors unterschied sich hingegen in beiden
untersuchten Gruppen nicht,,B (SNX)=232,340,5 fmol/mg Protein (n=8, CI=136,6-
328,3 fmol/mg Protein); By (SOP)=144,87,6 fmol/mg Protein (n=10, CI=127,5-162,0

fmol/mg Protein).
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Bei diesen Bindungsstudien ergab sich eine signifikante Erhéhung freier Bindungsstellen fir ET an
Herzen von SNX-Ratten. Unveréndert blieb hingegen die Affinitédt des Rezeptors zum Liganden ET
Alle Mittelwerte der errechneten Parameter sind zusammengefal3t in Tabelle 15 aufgelistet.

Durch Verdrangung vor?>J-ET mit dem selektiven BIR-Antagonisten BQ 123 wurde das
Verhaltnis der Rezeptorsubtypen zueinanderirbggt Konzentrationen von 10 uM BI@23 waren

nicht in der Lage'*J-ET vollstandig aus seinen Bindungsstellen zu verdrangen. Der Anteil des von
BQ 123 verdrangtet"J-ET wurde zu dem von 1 pM Bosentan verdranft8rET ins Verhaltnis
gesetzt und bildete den Anteil an =R an der Gesamtrezeptorpopulation. Die Ergebnisse der
Verdrangung weisen daraufhin, dafd hauptsachlick-lETn Herzgewebe expremiert werden. Beim
Vergleich der beiden Gruppen SNX- und SOP-Ratten tritt keine Verschiebung der Verteilung der

beiden Subtypen auf. Die errechneten Daten zu den Kompetitionsanalysen sind in der Tabelle 15

sehen:

Parameter SNX-Ratten n p-Wert SOP-Ratten n
Bmax/ 232,5:40,5 8 <0,01 144,87,6 10

fmol/mgProtein Cl=136,6-328,3 Cl=127,5162,0
Ko (ET-1) / 31,5:3,3 8 n.s. 28,1+1,9 10

pM Cl=23,7-39,3 Cl=23,8t32,5
Anteil an ETa 83,82,2 8 n.s. 78,31,9 10
Rezeptoren / % Cl=78,6-89,0 Cl=74,1-82,6

pKp1 (BQ 123) 7,78:0,17 8 n.s. 8,01+0,06 10

Cl=7,37-8,19 Cl=7,87-8,15

Tabelle 15 Auflistung aller Kenngréf3en zu den Bindungsstudien am kardialen ET-R. Im
Herzgewebe von SNXd&ten konnten signifikant mehr freie Bindungsstellen fir ET

gefunden werden.
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Abbildung 20: Verdrangungskurve von gebundenelJ-ET durch BQ 123 in
Rohmembranfraktionen des Herzens von SNX- (n=8) und S&esR (n=10). Die
Ergebnisse dieser Experimente ergaben keine signifikante Verschiebung des Verhéltnisses
zwischen E}- zu ETz-R. Wahrend der Anteil an BEIR bei den SNX-RBtten 83,&82,2%

(n=8, CI=78,6-89,0%) betrug, machten 283% (n=10, CI=74,1-82,6%) der
Gesamtrezeptorzahl bei d&OP-Ratten den EA- Subtyp aus. Bosentan kennzeichnet die

unspezifische Bindung.
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Nach der SNX steigt die Anzahl der freien Bindungsstellen fir ET in Herzmembranen. Im Gegensat:
dazu wird die positiv inotrope Wirkung von ET durch die chronische Niereninsuffizienz nicht
beeinfludt. BeeinfluRt die erhdhte Rezeptorzahl die Signaltransduktion, oder ist die Kopplung de:
Rezeptors an intrazellulare Zielproteine beeintrachtigt?

Zur Untersuchung des an die Rezeptorstimulation angeschlossenen Signalweges wurde die Bildul
von IP in Herslicesuntersucht. Eine nahere Beschreibung der Durchfihrung dieser Experimente ist
unter 2.3.3.2. ¢) nachzulesen. Die Hlicesreagierten mit einer starken Zunahme freier IP auf die
Zugabe von ET. Die Bildung von IP nahm mit steigender Konzentration an ET zu. Sie erreichte eir
Maximum bei 1 uM ET.

Die Mittelwerte der einzelnen Parameter wurden in der Gruppe der SNX-Ratten von neun
Einzelexperimenten gebildet, bei den SOP-Ratten von sieben. Alle ermittelten KenngrofR3en zeigt di
Tabelle 16 a). Graphisch dargestellt sind die kardialen Konzentrations-Wirkungskurven von SNX-
und SOP-Ratten in der Abbildung 21:
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Abbildung 21: ET-induzierte Akkumulation von IP in Heslicesvon SNX (n=7)- und
SOP-Ritten (n=9). Als Basalwerte wurden bei d&X-Ratten 20&22 cpm/1000 mglices

(n=7, CI=150-250 cpm/1000 ngliceg und bei SOP-Rten 26438 cpm/1000 mgslices

(n=9, CI=172-355 cpm/1000 nwliceg ermittelt. Bei den Kurvenparametern unterschieden
sich die beiden untersuchten Gruppen weder in der maximalen Stimulation noch in den
pEGs-Werten.
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Es wurden keine signifikanten Unterschiede bei der basalen Aktivitat, bei dep\VE@en der
Konzentrations-Wirkungskurve und bei der maximalen IP-Bildung nach ET-Stimulation in Herz-
praparationen festgestellt. Die Bildung von IP betrug bei den SNX-Ratten (1 uM EX»4456
cpm/1000 mgslices(n=9, CI=332-674 cpm) und bei den SOP-Ratten+8@3pm1000 mgslices

(n=7, C1=284-674 cpm/1000 nsjcey.

Neben dem Einflul? von ET im chronischen Zustand der Erkrankung sollte auch geklart werden, ol
und inwieweit der intrazelluldare Signalweg in frihen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz
verandert ist. Deshalb erfolgte die Bestimmung d&kufnulation von IP nach ET-Stimulation
zusatzlich zwei und vier Wochen nach der 2.0P. In Tabelle 16 b) und c) sind alle ermittelten Dater

nachzulesen. Die Durchfiihrung der Versuche ist identisch mit den vorhergehend beschriebenen.

a) Untersuchungen zur IP-Bildung nach ET-Stimulation
bei SNX-und SOP-Ratten, 7-8 Wochen nach der zweiten OP

Parameter SNX-Ratten p-Wert SOP-Ratten
basale Aktivitat / 20022 n.s. 264+38
cpm/1000 mgslices Cl1=150-250 Cl=172-355
PEGs-Wert 7,94:0,29 n.s. 8,43t0,18
Cl=7,28-8,60 C1=8,0-8,86
Maximale Bildung/ 45654 n.s. 47980
cpm/1000 mgslices Cl=332-674 Cl=284-674

b)

Untersuchungen zur IP-Bildung nach ET-Stimulation

bei SNX- und SOP-Ratten, 2 Wochen nach der zweiten OP

basale Aktivitat / 146+18 n.s. 212+26
cpm/1000 mgslices Cl=100-191 Cl=150-274
PEGs-Wert 10,46:0,39 n.s. 9,74+0,38
Cl=9,52-11,41 Cl1=8,83-10,65
Maximale Bildung 33321 n.s. 473t60
cpm/1000 mgslices Cl1=282-385 Cl=331-615
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c) Untersuchungen zur IP-Bildung nach ET-Stimulation
bei SNX- und SOP-Ratten, 4 Wochen nach der zweiten OP

basale Aktivitat / 149+12 10 n.s. 134+7 8
cpm/1000 mglices Cl=122-176 Cl=117-152
PEGWert 9,94+0,26 10 n.s. 9,48t0,19 8
C1=9,35-10,50 C1=9,04-9,93
Maximale Bildung 412427 10 n.s. 352+21 8
cpm/1000 mgslices Cl=352-472 Cl1=303-402

Tabelle 16 a-c):Darstellung der Versuche zur Quantifizierung der ET-induzierten Bildung

von IP in Herzpréparationen zu verschiedenen Zeitpunkten der chronischen
Niereninsuffizienz. Dargestellt sind jeweils die basalen AktivitatenpHi€&so-Werte sowie

die maximale Stimulation.

ET fuhrte zu einer vermehrten Bildung von IP am Herzen. Diese Bildung war abhéngig von der
eingesetzten Konzentration und erreichte Maximalwerte schon bei 0,1 nM. Im Unterschied zu del
alteren Ratten (Tabelle 16 a) waren bei den jlingeren (Tabelle 16 b, c) niedrigere Konzentratione
von ET ausreichend, um halbmaximale Wirkungen zu erzielen. Digofd#€te unterschieden sich
signifikant. Dies traf auf SNX- und SOP-Ratten zu.

Innerhalb der gleichalten Gruppen ergaben sich keine Unterschiede zwischen den SNX- und SO

Ratten.

3.3.4. Die Wirkung von Endothelin an der Aorta thoracica

3.3.4.1. Die Wirkung von Endothelin auf die glatte Muskulatur der Aorta thoracica

Bei einer kumulativen Konzentrationserhéhung von ET erfolgte die Messung der Kontraktionskraft
unter isometrischen Bedingungen bei spiralférmig geschnittenen Streifen der Aorta thoracica (s

2.3.4.1.). Die Abbildung 22 vergleicht den EinfluR der Uramie auf die Anderung der ET-induzierten

Kontraktionskraft in spiralformig geschnittenen Streifen der Aorta thoracica.
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Abbildung 22: ET-induzierte Anderung der Kontraktionskraft an spiralférmig
geschnittenen Streifen der Aorta thoracica. Die Daten fUSHNi¥-Ratten wurden aus 16
Einzelversuchen (6 Ratten) und die &®P-Ritten durch 20 Einzelversuche (8 Ratten)
ermittelt. Es konnten keine Unterschiede in dep-Y@rten und in der maximal mdglichen

Anderung der Kontraktionskraft bestimmt werden.

Parameter SNX-Ratten (6) n p-Wert SOP-Ratten (8) n

pD.-Wert 8,68t0,09 16 n.s. 8,4#0,09 20
Cl1=8,46-8,91 Cl=8,26-8,68

Max. Anderung d. 8,2+1,6 16 n.s. 9,9+0,6 20
Kontr.-kraft in mN Cl=4,2-12,2 Cl=8,5-11,2

Tabelle 17 Kurvenparameter zu den Konzentrations-Wirkungskurven von ET an
Aortenpraparationen voBNX- und SOP-Rtten. DieSNX hatte keinen Einflu auf die ET-

vermittelte Kontraktionskraft an der Aorta thoracica. Basale Kontraktion: 0 mN.

Nach Erhéhung der ET-Konzentration nahm die Kontraktionskraft stetig und langsam zu. Nach
einigen Minuten stellte sich zu der entsprechenden Konzentration das Maximum ein. Wie Abbildunc

22 zeigt, existiert zwischen SNX- und SOP-Ratten kein Unterschied in der Wirkung von ET auf die
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Kontraktilitat der Aorta thoracica. Sowohl die maximal mégliche Anderung der Kontraktionskraft,
als auch der pPWert unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Alle Parameter der

Konzentrations-Wirkungskurven von SNX- und SOP-Ratten zeigt Tabelle 17.

3.3.4.2. Biochemische Untersuchungen zur intrazellularen Signalkaskade

Bei den Untersuchungen zur quantitativen Erfassung der Bildung von IP nach ET-Stimulation wurde
die Aorta thoracica verwendet (siehe 2.3.4.2.).

Durchgefuhrt wurden acht Versuche mit SNX- und funf mit SOP-Ratten. ET verursachte eine seh
starke Zunahme freier IP in beiden untersuchten Gruppen. Diese Bildung war abhangig von de
eingesetzten Konzentration. Die nachfolgende Tabelle 18 zeigt alle ermittelten GrofRen de

Konzentrations-Wirkungskurven der Aorta thoracica von SNX- und SOP-Ratten.

Parameter SNX-Ratten n | p-Wert SOP-Ratten n
Basalwert / cpm 2872 8 n.s. 201+43 5
Cl1=120-458 Cl1=80-322
PEG,Wert 7,360,23 8 n.s. 7,440,330 5
Cl1=6,82-7,90 Cl=6,62-8,31
Max. Stim. / cpm 1783438 8 n.s. 1282+286 5
Cl=746-2819 Cl1=489-2076

Tabelle 18 Gegeniiberstellung der Me3gréRen zu den Konzentrations-Wirkungskurven von
ET an der Aorta thoracica bei SNX- und SO&4#Bn. Zwischen den beiden Gruppen der
SNX- und der SOP-Ratten besteht kein signifikanter Unterschied.

Bei der Aorta thoracica konnte kein Unterschied zwischen den SNX- (n=8) und den SOP-Rattelr
(n=5) gefunden werden. Der Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurven von ET in Bezug auf die
Akkumulation von IP gleicht sich in beiden Gruppen. Eine Darstellung der zusammengefal3ten

Einzelexperimente gibt die Abbildung 23:
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Abbildung 23: Bildung von IP nach Stimulation von Ringen der Aorta thoracica mit ET bei
SNX- und SOP-Rtten. Zusammengefaldt sind acht Einzelversuche mit Ringen der Aorta
thoracica von SNX-Btten und funf Einzelversuche in d&OP-Kontrollgruppe. Unter
basalen Bedingungen wurde bei den SNa¢tén durch ET 28972 cpm (n=8, CI=120-458
cpm) IP, bei den SOP&Ren 20%43 cpm (n=5, CI=80-322 cpm) IP gebildet.

Kurvenverlauf und Kurvenparameter sind in beiden Gruppen gleich.
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4. Diskussion

4.1. Tiermodell

Diese Arbeit beschéftigte sich mit Veranderungen kardiovaskularer Rezeptoren bei der chronische
Niereninsuffizienz. Zur Untersuchung der gesteliten Fragen wurde ein Tiermodell herangezogen
Dabei erfolgte die experimentelle Induktion der chronischen Niereninsuffizienz an Ratten. Die
Wahl der Rasse fiel auf Wistar-Ratten. Bei den Tieren erfolgte eine Selektion nach mannlichen
Geschlecht mit dem Ziel, mdgliche Abweichungen durch hormonelle Schwankungen, wie diese be
weiblichen Tieren vorkommen, von vornherein auszuschlief3en.

Zwei Methoden haben sich durchgesetzt, um auf experimentellem Weg im Tierversuch eine
primare Niereninsuffizienz herbeizufiihren. Beiden Verfahren gemeinsam ist das Entfernen de
gesamten rechten Niere. Der Unterschied besteht in der Reduktion des funktionsfahigen Geweb:
der verbleibenden linken Niere. Eine Moglichkeit der Durchfiihrung besteht darin, jene Gefal3e, die
die Niere mit Blut versorgen, durch eine Ligatur abzubinden. Im Hilus verzweigt sich die Arteria
renalis in drei Gefal3e, von denen zwei durch eine Ligatur verschlossen werden [167, 168, 16€
170]. Dadurch sinkt der Blutdruck in den Glomeruli und die juxtaglomeruléren Zellen sezernieren
Renin pigh-renin-model).Bei der anderen Methode wird Nierengewebe operativ entfernt (SNX).
Das entfernte Gewebe stammt aus dem Nierenkortex, beinhaltet aber auch Markanteile [132, 17
172]. Bei beiden Methoden ist es wichtig darauf zu achten, da? die Nebenniere unverletzt bleib

und ihre sekretorischen Eigenschaften beibehalt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Modell der SNX gearbeitet. Dieses Modell bietet einige
Vorteile. Mit dem Entfernen von Gewebe des Nierenkortex sinkt auch die Zahl der
funktionsfahigen Glomeruli und damit die Anzahl der Zellen, die Renin produzieremrgnin-

model) Renin ist der Ausgangspunkt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, dem eine grof3«
Bedeutung bei Wachstumsprozessen nachgesagt wird [173]. Des weiteren wurden wenige
Entzindungszellen und damit weniger Entzindungsprozesse in der verbleibenden Nier:
beschrieben [174]. Letztlich sei noch erwahnt, dal SNX-Ratten eher normoton sind [22, 175, 132
176], bzw. nur ein moderater Anstieg des systemischen Blutdruckes beobachtet wird [174, 177]
wahrend das andere beschriebene Modell zur deutlichen Auspragung einer Hypertonie fuhrt [178

Diese Tatsache ermoglicht es, beim Modell der SNX den direkten EinfluR der chronischen
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Niereninsuffizienz zu diskutieren, ohne sekundare Erscheinungen (Bluthochdruck) in den

Vordergrund stellen zu mussen.

Die SNX-Ratten zeigten eine deutliche Haufung harnpflichtiger Substanzen im Plasma, die
Reduktion der Nierenmasse fuhrte zu einer Niereninsuffizienz. Bei Kreatinin war der Anstieg ehel
moderat, wohingegen die Harnstoffkonzentration deutlich erhéht war. Bei der Entnahme del
jeweiligen Organe fir die Versuche war deutlich eine Vergro3erung der Restniere zu erkenner
Obwohl rund 4 der gesamten Masse beider Nieren entfernt wurde, machte die Masse der
verbleibenden Niere 71% der Masse beider gesunder Nieren der SOP-Ratten aus. Diese hypertror
Antwort des verbliebenen Nierengewebes gewahrleistete eine Restfunktion der Niere
(kompensierte Niereninsuffizienz), ein drastischer Anstieg stickstoffhaltiger
Stoffwechselendprodukte blieb daher aus.

Zur weiteren Charakterisierung des verwendeten Modells, dienten der systolische Blutdruck
und die Konzentrationen von NA und Adrenalin im Plasma nach SNX. In Ubereinstimmung mit
anderen Autoren [22, 175, 132, 176] konnte keine signifikante Erhdhung des systolischer
Blutdrucks festgestellt werden. Auch die Plasmakonzentration von Adrenalin war in der Gruppe de
SNX-Ratten nicht erhéht. Im Gegensatz dazu stieg die Konzentration von NA nach SNX signifikant
an (s. 3.1.4.). Eine ahnliche Erh6hung wurde auch durch Rascher et al. gefunden [22].

Durch Angleichung der Futtermenge der SOP-Ratten an die der SNX-Ratten gab es kein
Unterschiede zwischen den Kopergewichten der Tiere. Demgegeniber wogen die Herzen d
Ratten mit einer kompensierten Niereninsuffizienz signifikant mehr. Diese Gewichtszunahme [af3
sich auf eine VergroRerung des linken Ventrikels zurtckfihren. Eine Hypertrophie wurde auch vor
anderen Autoren beschrieben [175, 177], wobei sich diese auch auf den rechten Ventrike

ausweiten kann [177].

Fallt man diese Daten zusammen, so stellt sich das untersuchte Modell einer chronische
Niereninsuffizienz wie folgt dar:

Durch Entfernen von ca®s der gesamten Nierenmasse wurde eine Funktionseinschrankung des
Organs erreicht, obwohl dieses mit einer sehr starken Hypertrophie antwortete. Die
Plasmakonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff stiegen deutlich gegeniiber denen von SOF
Ratten an. Dabei machte sich die Erhdhung der Harnstoffkonzentration starker bemerkbar
Weiterhin waren 7-8 Wochen nach der Reduktion der Nierenmasse erhfhte Konzentrationen vo

NA nachweisbar. Die Adrenalinkonzentration wurde hingegen nicht beeinfluRt. Dartber hinaus
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flhrte die SNX zu einer deutlichen Hypertrophie des linken Ventrikels. Diese Charakteristik
entsprach im wesentlichen der anderer Arbeitsgruppen [22, 132, 174] und zeigte gute
Ubereinstimmung mit humanen Befunden [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 24, 34, 25, 26, 27, 28].

4.2.B3-adrenerge Rezeptoren am Herzen von SNX-Ratten

Die SNX fuhrte zu einer klaren Hypertrophie des Herzens, die sich vornehmlich auf den linken
Ventrikel beschrankt. Kommt es durch dieses hypertrophierte Gewebe zu Veréanderungen de
kontraktilen Eigenschaften des Herzmuskels?
Die durch B-AR vermittelte Kontraktion besitzt die grofRte Bedeutung fur die Funktion des
Herzmuskels. Am Anfang der Untersuchungen sollte daher die @#A&R vermittelte positiv
inotrope Wirkung bestimmt werden. Ein Mal3 fur die Inotropie stellt die Kontraktionskraft dar. Als
geeignete Methode zur Bestimmung der Kontraktionskraft wird die Messung der Kraftentwicklung
von Ventrikelpraparaten unter isometrischen Bedingungen angesehen.
Um die Funktion vorf3-AR isoliert betrachten zu kénnen, wurde der exogene Agonist Isoprenalin
eingesetzt. Mit den gewéhlten Konzentrationen sollte die volle Reaktionsbreite des Praparate
erfa3t werden. Die Ventrikelstreifen befanden sich in einem begasten, temperierten Organbac
Isoprenalin gelangte somit auf dem Diffusionsweg an seine Zielzellen. Resultierend aus der Dick
des Gewebes kommt es zur Ausbildung eines Konzentrationsgradienten von lIsoprenalin. Die
Kontraktionsantwort mufl3 daher als eine mittlere Antwort des gesamten isolierten Gewebes gelten.
Die maximal mogliche Anderung der Kontraktionskraft war im hypertrophierten Herzgewebe der
SNX-Ratten deutlich abgeschwacht (s.3.2.1.), was auf einen Defekt beim Signalw@gARn
schlie3en laf3t, da die positiv inotrope Wirkung ¥WAR bei der Ratte tberwiegend durch diesen
Rezeptorsubtyp vermittelt wird [Ergebnisse von Versuchen aus unserem Labor, s. Anhang, Dhein ¢
al.]. Diese am Modell der kompensierten Niereninsuffizienz erhobenen Befunde sind vergleichbal
mit denen, die man am Menschen gemacht hat. Auch bei Hamodialysepatienten ist der Effekt vo
Isoprenalin auf die Schlagfrequenz und auf die Verkirzung der &thode zur Bestimmung der
Inotropiein vivo [179]) abgeschwdacht [Ergebnisse von Versuchen aus unserem Labor, s. Anhang
Dhein et al.].
Dieser Befund konnte durch verschiedene Mechanismen zustande kommen:
1) Im Verlaufe der kompensierten Niereninsuffizienz kommt es zu diown-regulationdes3-

AR.
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2) Das an den Rezeptor gekoppelte-Reotein ist in seiner Funktion abgeschwécht oder das
hemmende &Protein ist in seiner Wirkung verstarkt.

3) Die Bildung von c-AMP nach Stimulation v@RAR ist infolge einer gesenkten Aktivitat der
AZ vermindert.

4) Uramische Toxine hemmen die Bindung von Agonisten an [HAR oder verandern die

Proteinstruktur deB-AR, so dafl3 dieser nicht effektiv an dasF3otein koppeln kann.

Die Konzentration von NA im Plasma von SNX-Ratten war erhoht, dies kdnnte zudeiner
regulationder B-AR fiihren [180]. Aufschlul® dartber, ob und inwieweit eAR am Wirkverlust

von Isoprenalin beteiligt ist, kbnnen Rezeptorstudien geben.

Ausgangsmaterial fur die Radioligand-Bindungsstudien war Ventrikelgewebe, d.h., dal3 die darau
hergesteliten Rohmembranfraktionen neben Kardiomyozyten, die den Hauptanteil ausmachter
weiterhin Fibrozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und glatte Muskelzellen enthielten. Durch diese
nicht-kardiomyozytaren Zellen waren in den Rohmembranfraktionen auch Rezeptoren vorhander
die normalerweise nicht (oder nur zu einem geringen Anteil) auf Kardiomyozyten vorkommen, wie
der B,-AR [181, 182, 183]. Zur Vergleichbarkeit der gefundenen Ergebnisse mit denen anderer
Arbeitsgruppen, wird Ublicherweise die Anzahl freier Bindungsstellen auf die Menge eingesetzter
Proteins bezogen.

Mittels Radioligand-Bindungsstudien konnte am Herzen gezeigt werden, dal3 die Anzahl der freiel
Bindungsstellen fir den Radioliganden bei SNX- und SOP-Ratten gleich war. Auch dessen Affinitét
zum Rezeptor war in beiden Gruppen gleich. Mann et al. [14] fanden &hnliche Wertg,fund

Kp. Bei diesen Autoren lagen die Anzahl freier Bindungsstellen und ghévég¢te etwas hdher.
Allerdings ist anzumerken, daf die untersuchten Tiere bei diesen Autoren jliinger waren und ein
andere Membranpraparation durchgefiihrt wurde. Aus diesen Befunden und der Tatsache, daf3 d
Verhaltnis vonP;- zu 3,-AR gleich bleibt, la3t sich ableiten, dal3 es in dem untersuchten Modell zu

keinerdown-regulatiorder3-AR kam.

Die abgeschwéachte kardiale Wirkung von Isoprenalin konnte ihre Ursache in einer verminderter
Bildung von second messeng®ftolekillen bzw. Defekten in der Ubertragung des Signals vom
Rezeptor auf den Effektor haben. Die Bildung von c-AMP nach StimulatiofsAAR ist an das
Enzym AZ gebunden. Zur Bestimmung der Aktivitdt der AZ gibt es verschiedene Methoden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung an Rohmembranpraparationen durchgefiihrt. Der

Vorteil bei der Verwendung von Rohmembranen liegt in einer besser reproduzierbaren Praparatio
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sowie in einer genaueren Bestimmung. Diffusonswege durch das Gewebe falen weg und die
Trennung des Reatkonsprodukiesvom Ausgangsgoff veranfadit sch, da Extraktionssdiritte nicht
notig sind. Durch einen schonenden Zellaufschlul3 und Sedimentation bei kleinen g-Zahlen werden
grolRe Zellmembranfragmente gewonnen. Diese gewéhrleisten einen intakten Signalweg, da sich
alle Komponenten, die zur Bildung von c-AMP nétig sind, in der Zellmembran befinden.

Es wurde @ Bildung von c-AMP durdy GTP, N&, Mn™, Forskolin und Isoprenalin bestimmt.
Isoprenalin  setzt zur Bildung von c-AMP die Funktionsfahigkeit aller Komponenten voraus
(Bildung des ligand-Rezepor-Gs-Komplexes, das Abdisziieren der Gy-Untereinheit sowie de
katalytisthe Fahigket der AZ). Forskolin wirkt haugsadilich au die kaalytische Einheit der AZ
[184], involviert aber zT. audh Gs-Protein. Mn™ wirkt an der katalytischen Untereinheit des
Enzyms. Im Gegensatz zu Forskolin ist bei der Stimulation der Bildung von c-AMP durch Mn"™ die
Gso-Untereinheit nicht beteiligt [148, 149, 150, 151]. Denetimulierende Wirkung kann durch den
Einsatz von NaF separat bestimmt werden [1446].

Als Ergebnis der Uitersutiungen zum intrazdlularen Signaweg nach B-AR-Stimulation wurden
keine Veraderwngen bei der Wirkung von NaF und GTP gdunden. Darausfolgt, daldwederbeim
Gs- noch beim Gi-Protein die Ursabe fur de verminderte Wirkung von Isoprenalin am Herzen zu
suden ist. Dartber hinausliegt aut kein Defekt bei der kaalytischen Einheit desZielenzyms der
B-adrenergen Signaltransdukion vor, was aus deVersuden mit Forskolin und Mn™ hervorgeht.
Es konnte allerdngs gezegt werden, dal’ de Bldung von c-AMP nach Stimulation der -AR mit
Isoprenalin bel dlen eingesézten Konzentrationen sgnifikant abgesdwadt war, wahrend keine
Unterschiede in der basalen Aktivitdt des Enzyms gefunden wurden. All diese Daten implizieren
keine Veraderungen in der Funktion der AZ. Weder de kdalytische Einheit noch deren
Aktivierung durdh das G-Protein wird durd die dronische Nereninsufizienz beenflufdt. Da
Isoprenalin  bei voller Funktionsfahigkeit aler anderen Komponenten dennoch in  seiner
biochemischen Wirkung abgestwadt ist, muf3 de Ursabe in ener veréndeiten Rezepporstruktur

liegen.

4.3. M-Cholinozeptoren am Herzen von SNX-Ratten

M-Ch stellen den physiologischen Gegenspieler von B-AR dar (G-Protein). Mdglicherweise ist
dadurd dieses Rezeaprsystem mit der vemminderten Wirkung von Isoprenain am Herzen von
SNX-Ratten verknipft.
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Die Vorgehensweise bei der Untersuchung des muskarinergen Systems am Herzen glich der, n
der dasp-adrenerge System charakterisiert wurde. Zur Stimulation von M-Ch am Herzen fand
Carbachol Anwendung, da diese Substanz nicht durch Cholinesterasen abgebaut wird und son
stabil ist. Die inhibierende Wirkung von Carbachol auf die Kontraktionskraft kann im Ventrikel nur
nachgewiesen werden, wenn die verwendeten Praparate durch geeignete Substanzen, die c-Al
erhohen, bereits kontrahieren [152]. Dies wird Ublicherweise durch die Anwendung von Isoprenalin
realisiert. Von dieser Substanz wurde bereits eine abgeschwachte Kontraktionskraft be
Ventrikelpraparaten von SNX-Ratten nachgewiesen. Um eine gleiche Ausgangssituation zi
schaffen, wurde bei den mit Carbachol durchgefuhrten Versuchen deshalb anstelle von Isoprenal
Forskolin in einer submaximalen Konzentration angewendet.

Die Untersuchung der Beeinflussung der Kontraktionskraft des Herzmuskels durch Carbachol legt
keine Unterschiede zwischen den SNX- und SOP-Ratten offen. Unterlegt wurde dieser Befun
durch Radioligand-Bindungsstudien am M-Ch und durch die Aktivitdtsbestimmung der AZ. Sowohl
die Anzahl freier Bindungsstellen fiir den radioaktiv markierten LigariteNMS als auch die
Affinitat dieser Verbindung zum Rezeptor war bei den SNX- und SOP-Ratten gleich. Die Zahl der
gefundenen freien Bindungsstellen fili-NMS, liegt etwas niedriger als die, die von anderen
Autoren am gesunden Rattenherzen beschrieben wurde [185]. Zuriickzufiihren ist dies auf di
unterschiedlichen Versuchskonzeptionen (Alter, Rasse, Haltung). Aus den durchgefiihrter
Versuchen zum muskarinergen System geht deutlich hervor, da3 dieses Rezeptorsystem von c
SNX unbeeinfluldt bleibt. Auch beim Menschen wurden keine Veranderungen am kardialen M-Ch
von Hamodialysepatienten gefunden [Ergebnisse von Versuchen aus unserem Labor, s. Anhan

Dhein et al.].

Nimmt man die Ergebnisse der UntersuchungerB-adrenergen und M-cholinergen Rezeptoren
zusammen, erscheint es am wabhrscheinlichsten, dafd uramische Toxine ffradiienerge
Fehlfunktion verantwortlich sind. Solche Substanzen kénnten die Bindungseigenschaften bzw. di
Kopplung des Rezeptors an das-F3otein beeinflussen. Verschiedene Autoren beschreiben eine

inhibitorische Wirkung von uramischem Plasma auf die Bindung von Ligand@rAdRn[186, 58].

4.4.a;-Adrenozeptoren am Herzen von SNX-Ratten

Die Untersuchung von;-AR und ET-R, zwei Rezeptoren, die ag:&Protein koppeln, wurde auf

die Frage fokussiert, ob mdglicherweise auch andere Rezeptoren, die eine positiv inotrope Wirkun
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vermitteln, in ihrer Funktion verandert sind. Darlber hinaus waren diese Rezeptoren von Interess
weil deren Stimulation zu einer mitogenen Antwort [124, 125, 126, 127] der Kardiomyozyten fihrt.
Sie kénnten zur Ausbildung der Herzhypertrophie und somit zur Verschlechterung der ventrikularer
Funktion beitragen.

SNX-Ratten wiesen erhthte Konzentrationen von NA im Plasma auf. Welche Konsequenzen sicl
daraus fir diea;-AR ergeben, soliten Kontraktionsmessungen, Radioligand-Bindungsstudien und
Bestimmungen des gebildeten intrazellularen Botenstoffs im Herzen ans Licht bringen.

Die Konzentrations-Wirkungskurve fur die Kontraktion von Ventrikelstreifen durch NA unterschied
sich weder quantitativn. noch qualitativn zwischen den SNX- und SOP-Ratten.
Konzentrationsabhangig erhdohte NA die Kontraktionskraft der Ventrikelstreifen in beiden Gruppen
langsam und langanhaltend.

Bei den Radioligand-Bindungsstudien amAR traten zwischen den beiden untersuchten Gruppen
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich.B Ko und Verlauf der Sattigungskurve auf. Es
wurden relativ. wenig freie Bindungsstellen fiir ®H[-Prazosin gefunden. Da die
Kontraktionsversuche keine Unterschiede in der physiologischen Antwort des Herzmuskels auf di
Stimulation mit NA zeigten, wurde davon abgesehen eine Klassifizierung der SubtypepAfRs
vorzunehmen. Im Rattenherzen konnten bisher drei Subtypen nachgewiesen werdenydie als
015~ bzw. a;p-AR bezeichnet werden [91]. Flr das Herz ist noch nicht genau geklart, wie sich diese
Subtypen Uber ihre Bindungseigenschaften hinaus unterscheiden und welche Bedeutung bzv
physiologische Funktion ihnen zukommt.

In Ubereinstimmung mit diesen Befunden zeigtdices des Herzgewebes von SNX-Ratten im
Vergleich zu den SOP-Ratten keinen Unterschied in der Bildung von IP. Es konnte nur eine gering
Bildung von IP nach Stimulation mit NA nachgewiesen werden, wobei allerdings auch nur wenig
Rezeptoren gefunden wurden waren.

Zusammenfassend laR3t sich sagen, da@daR keinen Veranderungen in der Uramie unterliegt.

4.5. Endothelinrezeptoren am Herzen von SNX-Ratten

ET-R ist ein weiterer Rezeptor, dessen Wirkung Uhbgnr-Brotein vermittelt wird. ET zeigt eine
dem NA ahnliche Wirkqualitdt, was den gleichen Mechanismus zur Steigerung der
Kontraktionskraft vermuten laRt. Die Konzentrations-Wirkungskurve fir die Anderung der

Kontraktionskraft unterschied sich in keinem Parameter zwischen den SNX- und SOP-Ratten.
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Die Charakterisierung des ET-R erfolgte durch Radioligand-Bindungsstudien. Dazu wurden
ebenfalls Rohmembranfraktionen verwendet. Von Bedeutung fir den ET-R ist die Tatsache, dal
sequestrierte Rezeptoren bei der Basiung ebenfalls erfal3t und als solche nicht erkannt werden.
Sieben bis acht Wochen nach SNX erhdhte sich signifikant die Zahl der freien Bindungsstellen (s
3.3.3.2.). Dabei blieb die Affinitat des Rezeptors zum Liganden unverédndert. Die Menge an ET-R
ist vergleichbar mit der, die von anderen Arbeitsgruppen bei der gesunden Ratte beschrieben wurc
[187]. Welche Bedeutung der Erhéhung der Anzahl freier Bindungsstellen fir ET zukommt, ist
unklar, da sie keine Auswirkung auf die ET-vermittelte Erh6hung der Kontraktionskraft am
Ventrikelstreifen hat.

Die Untersuchung der intrazellularen Signaltransduktion konnte auch keine naheren Aufschliiss
geben. In Herdices erfolgte die Bestimmung derkkumulation von IP bei unterschiedlichen ET-
Konzentrationen. Zwischen den beiden untersuchten Kollektiven waren keine Unterschiede
feststellbar. Die Frage, welche physiologische Bedeutung der Erhéhung der ET-R-Zahl nach SNX
zukommt, bleibt offen. Mdglicherweise kénnte dies zum Zellwachstum und damit zur Hypertrophie
des Herzens beitragen. Uber Diazylglyzerin wird nach Rezeptorstimulation die Aktivitat der PKC
erhoht. Diese Proteinkinase fordert Wachstumsprozesse und kénnte zur hypertrophen Antwort de
Herzgewebes bei der chronischen Niereninsuffizienz fuhren. Diese Vermutung muf3 allerdings
durch spezielle Versuche noch bestatigt werden.

Die Plasmakonzentration von ET wurde in der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt. Verschiedene
Autoren beschreiben eine erhdhte Produktion des Peptides im Verlauf einer Uramie [168, 178]
wobei auch die Bildung durch endogene Stimuli, wie z.B. Thrombin bei SNX-Ratten erhodht ist
[168, 178]. Dieser Umstand fuhrt allerdings nicht zum Anstieg der Konzentration im Kreislauf.
Zum einen ist die renale Ausscheidung von ET bei chronischer Niereninsuffizienz im Tiermodell
erhoht [188, 178] und zum anderen kénnen ET-RgjEdurch Bindung die Konzentration von
freiem ET im Plasma erniedrigen [189]. Diese Eigenschaft von ET-R kénnte eine Erklarung dafir
sein, dal3 in dem untersuchten Modell eine erhdhte Anzahl von ET-R gefunden wurde, was abe
keinen Einflu auf die physiologische Kontraktionswirkung und die Bildung von IP im Herzen hat.
Moglicherweise stellt die vermehrte Produktion des Peptides in diesem Modell einen Reiz zur
Expression des Rezeptors dar, der dann als ET-Fanger fungiert und die Konzentration de
zirkulierenden Verbindung normalisiert. Wenn dieser Rezeptor-Agonist-Komplex dann
internalisiert wird, ist die Signalkaskade unterbrochen und damit keine verstarkte physiologische

Wirkung sichtbar.
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4.6.0a;-Adrenozeptoren und Endothelinrezeptoren an der Aorta

Nachdem gezeigt werden konnte, daly@ekoppelte Rezeptoren am Herzen keinen
Veranderungen unterliegen, solite geklart werden, ob diese Rezeptoren lber ihre Vermittlung vo
GefalRkontraktionen einen Einflul3 auf das kardiovaskulare System austben.

Die Kontraktionsversuche mit NA an Aortenpraparaten zeigten eine Linksverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve von SNX-Ratten, wahrend die maximal mogliche Anderung der
Kontraktionskraft in beiden untersuchten Gruppen unverandert ist. DienBestg der durch NA-
induzierten Akkumulation von IP brachte keinen Unterschied in denmpetsn Parametern
(maximale Bildung der IP, Bg und basal absolute Bildung von IP) der Konzentrations-
Wirkungskurve.

Die Ergebnisse widersprechen z.T. den von Rascher et al. [22] gefundenen. Bei diesen Autore
wurde ein unterschiedliches Verhalten von groB3en GefaRen (Aorta) und Widerstandsgefalle
gefunden. Die Kontraktionscharakteristik der Aorta in der vorliegenden Arbeit entspricht der
Charakteristik, die von dieser Arbeitsgruppe an WiderstandsgefaRen gefunden wurde. Kritisch se
an dieser Stelle angefihrt, daf? bei den von Rascher et al. dokumentierten Versuchen anstelle ¢
EGso-Wertes der Eg-Werte angegeben wurde, so dal3 kein direkter Vergleich vorgenommen

werden kann.

Die in den vorliegenden Versuchen gefundene Linksverschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve von NA an Aortenpraparaten ist unabhangig von der IP-Bildung. Vielmehr sprechen
die Ergebnisse fur einen Transmitter-selektiven Effekt. NeloeAR haben aucha,-AR eine
Wirkung auf das Kontraktionsverhalten der Gefal3e. An glatten GefaBmuskelzellen vermitteln sie
eine Vasokonstriktion, an intakten Endothelzellen kannodeXR die Bildung von NO bewirken,
welches zu einer GefaRdilatation fuhrt. Zirkulierende Uramietoxine kdnnten einerseits die Funktion
des Endothels beeintrachtigen, so dald NA (ber endotheliaheR keine Dilatation bewirkt,
sondern direkt die glatte Muskelzelle kontrahiert und andererseits konnte-A& durch diese
Toxine desensibilisiert und/odedlown-reguliert sein. Denkbar ware dartber hinaus, daf3 der
Katecholamingehalt des Gewebes erhdht ist. Im Verlauf der Aufnahme der Konzentrations-
Wirkungskurve konnten dann Speicher entleert werden, was die Konzentrations-Wirkungskurve

nach links verschieben wirde.
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Die Untersuchung der vasokonstriktorischen Eigenschaften von ET an der Aorta ergaben kein
pathophysiologischen Veranderungen nach Induktion der chronischen Niereninsuffizienz. Streifer
der Aorta thoracica reagierten mit einer starken Kontraktionsantwort, was die hohe
vasokonstriktorische Potenz der Verbindung belegt. Bei keiner der untersuchten Konzentratione
von ET ergaben sich Unterschiede zwischen SNX- und SOP-Ratten. Zu diesem Ergebnis fiihrte

auch die Versuche zur intrazellularen Signaltransduktion.

4.7. Die kardiale Wirkung von SNAP und 8-Bromo-c-GMP nach SNX

Letztlich wurde noch die Wirkung von SNAP und 8-Br-c-GMP auf die Beeinflussung der
Kontraktionskraft untersucht. Beide Substanzen greifen in das System NO/l6sliche
Guanylylzyklase/Proteinkinase G ein. SNAP zerféllt spontan im walrigen Milieu und setzt NO frei
(NO-Donor). Dieses stimuliert die Guanylylzyklase zur Bildung von c-GMP. Im Organismus kann
NO durch die NO-Synthase gebildet werden, es stellt einen endogenen Mediator dar. Das von de
Guanylylzyklase gebildete c-GMP fungiert alscond messengand aktiviert die Proteinkinase G,

die durch Enzymphosphorylierung zellulare Reaktionen vermittelt.

SNAP war bei den SOP-Ratten in der Lage, die Isoprenalin-vermittelte Konzentrations-
Wirkungskurve fur die Kontraktion von Ventrikelstreifen signifikant nach rechts zu verschieben.
Dal3 diese Verschiebung konzentrationsabhangig ist, zeigen vorangegangene Versuche aus unsel
Labor an Wistar-Ratten [s. Anhang, Kotchi Kotchi et al.], bei denen héhere Konzentrationen von
SNAP zu einer starkeren Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve fuhrten.

Im Gegensatz zu den SOP-Ratten zeigte sich bei den SNX-Ratten keine Verschiebung (s. 3.2.3
SNAP reduzierte signifikant die basale Kontraktionskraft bei den SOP-Ratten, nicht aber bei der
SNX-Ratten. Die Charakteristik der Kontraktionsbeeinflussung unter NO bei SOP-Ratten steht in
gutem Einvernehmen zu Angaben in der Literatur, wo ebenfalls von einer Rechtsverschiebung de
Isoprenalin-vermittelten  Konzentrations-Wirkungskurve und einer Senkung der basalen
Kontraktionskraft berichtet wird [190, 191].

Ist die Ursache fur das Ausbleiben der Wirkung von NO am Herzmuskel auf den Mediator selbst
(schnellerer enzymatischer Abbau, verminderte Freisetzung durch den Donor) oder auf eine
defekten Signalweg zurtickzufiihren? Die Beantwortung dieser Frage sollte der Einsatz eine
Substanz bringen, die ein membrangangiges Analogon zum durch NO gelslelsded messenger
darstellt: 8-Br-c-GMP.
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8-Br-c-GMP fihrte bei den SOP-Ratten zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der
Konzentrations-Wirkungskurve von Isoprenalin, bei den SNX-Ratten hingegen nicht (s. 3.4.2.).
AulRerdem war unter 8-Br-c-GMP nur bei den SOP-Ratten eine Senkung der absoluten basale
Kontraktionskraft festzustellen. Die Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve durch 8-Br-c-
GMP war nicht so grof3, wie bei SNAP. Dieser Unterschied ist damit zu erklaren, dafl3 die
Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve konzentrationsabhéngig ist [Ergebnisse vor
Versuchen aus unserem Labor, s. Anhang, Kotchi Kotchi et al.].
Aus diesen Versuchen kann abgeleitet werden, dal3 die Wirkung von NO auf die Kontraktionskratft
von Ventrikelstreifen an die Bildung von c-GMP gebunden ist. Das zyklische Nukleotid ist in der
Lage, die Sensibilitat fir Isoprenalin zu senken. Nach SNX verschwindet dieser Effekt von c-GMP
vollig. SNAP und 8-Br-c-GMP verlieren ihre Fahigkeit, die Isoprenalin-vermittelte Erhéhung der
Kontraktionskraft zu héheren Konzentrationen zu verschieben.
Der negativ inotrope Effekt von NO an Kardiomyozyten ist Proteinkinase G abhangig [192, 193,
194]. Zwei Erklarungen fur die negativ inotropen Effekte von NO wurden bisher gefunden. Zum
einen kann ¢c-GMP den CaEinstrom hemmen [194, 195, 196] (Phosphorylierung des L-Typs
[194]) und zum anderen fand man heraus, dal3 unter dem Einflud von NO und c-GMP del
intrazellulare pH-Wert sinkt [192]. Uber die Senkung der intrazellularéiKzmzentration liegen
kontroverse Befunde vor. So konnten Sumii et &P4] eine Senkung des basalen und des
stimulierten C&™-Einstroms zeigen, wahrend Ito et al. [192] keine Beeinflussung der intrazellularen
Ca’-Konzentration fanden. Diese Autoren machten hingegen die Senkung des intrazellularen pH
Werts und damit die Senkung der Empfindlichkeit des kontraktilen Apparates gegeniiber Ca
priméar fur die negativ inotrope Wirkung verantwortlich. Ito et al. [192] fanden heraus, dal3 die
negativ inotrope Wirkung von NO an hypertrophierten Kardiomyozyten (hervorgerufen durch
Druckuberlastung des Ventrikels nach Verengung der Aorta) verloren geht. Dald dies auch auf de
Modell der kompensierten Niereninsuffizienz zutrifft, konnten die durchgefuhrten Versuche zeigen.
Auf der anderen Seite scheint die von Vallance et al. [137] gefundene Akkumulation einer
Substanz, die die Bildung von NO hemmt, fir diesen Befund nicht von Bedeutung zu sein.
Unter einem anderen Gesichtspunkt sind die gefundenen Ergebnisse zum Verlust der Wirkung vo
NO am Ventrikel von SNX-Ratten von aulerordentlicher Bedeutung. Die NO-vermittelte
Signalkaskade beeinfluRt auch Prozesse des Zellwachstums. In Versuchen an neonatal
Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dal3 der atriale natriuretische Faktor zul
zellspezifischen Apoptose fiihrt und dal? diese Hemmung des Zellwachstums abhéngig war von ¢
GMP und der Proteinkinase G, zweier Zielenzyme von NO [197]. Fur verschiedene Zellen ist ein
91
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direkter Einflu3 von NO auf apoptotische Prozesse beschrieben [198]. Dies wurde kirzlich auch fi
Kardiomyozyten gezeigt [199]. Somit kénnte NO eine Rolle bei der Ausbildung einer Links-
Herzhypertrophie bei der chronischen Niereninsuffizienz zukommen, indem die Hemmung von

Wachstumsprozessen durch NO bei dieser Erkrankung vermindert sein konnte.

4.8. Weiterfuhrende Gedanken

Mit dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse zur Aufklarung von Ursachen der Verschlechterung
der Herzfunktion in der Uramie gewonnen werden. Als ein Faktor, der wesentlich zu einer
Minderung der Herzfunktion beitragt, wurde hier eine verminderte Kontraktionsantwort des
Herzmuskel auf3-adrenerge Stimulation gefunden. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 der Defekt
bei der Signalkaskade afRAR liegen mul3. Mdglicherweise schranken uramische Toxine dessen
Funktion ein. Vor diesem Hintergrund muRten weitere Versuche durchgefiihrt werden, die
detalillierte Einblicke in die zugrunde liegenden Ursachen geben. Dadurch kdénnten Wege zu
Pravention gefunden bzw. Therapiestrategien entwickelt werden, die zur Senkung des
kardiovaskularen Risikos bei der chronischen Niereninsuffizienz fihren.

Andere Rezeptoren, die Uber G-Proteing- (@d Gy1-Protein) Einflu auf die Kontraktion des
Herzmuskels ausiben, werden in ihrer Funktion durch die Uramie nicht beeinflut. Sie trager
demnach nicht zur Minderung der Herzleistung bei und sind nicht in der Lage, die vermgiderte
adrenerge Wirkung zu kompensieren. Der in dieser Arbeit gefundene Anstieg von ET-R im
Herzgewebe hatte keinen EinfluR auf die Beeinflussung der Kontraktionskraft durch ET.

Der Verlust der Wirkung von NO auf die Isoprenalin-vermittelte Kontraktion des Herzmuskels in
der Uramie kdnnte von Bedeutung bei der Betrachtung der Herz-Kreislauf-Funktion sein. Mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnten Ansatzpunkte fur weiterfiihrende Untersuchungen zu diesel
Sachverhalt gegeben werden.

Eine Frage wird durch diese Arbeit aufgeworfen, deren Untersuchung interessante Aspekte Ube
Mechanismen zur Einschréankung kardialer Funktionen aufweisen konnte. Obwohl bei dem
verwendeten Modell keine Erhéhung des systolischen Blutdrucks auftrat, kam es zu einer deutliche
VergroRerung des Herzens, speziell des linken Ventrikels. Ob die Ursache dafir in einer
Volumenbelastung des Herzens oder in der Wirkung von humoralen Faktoren zu suchen ist, misst

zukinftige Untersuchungen zeigen.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von kardiovaskuldaren Rezeptoren in der chronischer
Uramie. Als Modell wurde die subtotal () nephrektomierte Ratte (SNX) verwendet,
scheinoperierte Ratten (SOP) dienten als Kontrolle. Untersucht wurden kardiale und vaskulare
(Aorta thoracica) Rezeptoren.

Zunachst wurde diB-adrenerge Signaltransduktion charakterisiert. Die Rezeptoranzahl ergab keine
Unterschiede zwischen SNX- und SOP-Ratten. Messungen der Kontraktionskraft hingegen zeigtel
dalR bei SNX-Ratten di@-adrenerge Erhéhung der Kontraktionskraft abgeschwéacht war. Dies
wurde begleitet von einer verringertgiradrenergen Stimulation der Adenylylzyklase (AZ),
wahrend die katalytische Untereinheit der AZ und die Aktivierung der G-ProteinendcG bei

SNX- und SOP-Ratten unverandert war. Dartber hinaus waren auch die Anzahl, der negatt
inotrope Effekt und die Hemmung der AZ durch kardiale M-Cholinozeptoren bei SNX- und SOP-
Ratten nicht unterschiedlich. Diese Befunde lassen den Schlul3 zu, daf} es in der chronische
Uramie zu einer selektiven Beeintrachtigung Aeadrenergen Signaltransduktion kommt, was auf

im uramischen Plasma kumulierende Toxine zuriickzufihren sein konnte, die zu struktureller
Veréanderungen des Rezeptors fuhren.

Untersuchungen Uber kardiale Endothelinrezeptoren uapeAdrenozeptoren ergaben keine
signifikanten Unterschiede zwischen SNX- und SOP-Ratten, weder fiir positiv inotrope Effekte,
noch fir Stimulation von Inositolphosphat, deegond messengerdieser Rezeptoren. Es kann
daher ausgeschlossen werden, dal3 kardigd&lrenozeptoren und Endothelin-Rezeptoren durch
,Cross talk* aufp-adrenerge Rezeptoren im Herzen wirken.

Auf der anderen Seite war der hemmende Einfluld von Stickstoffmonoxid als-atieenerge
Zunahme der Kontraktionskraft bei SNX-Ratten abgeschwacht; dies kénnte zur Entwicklung der
Links-Herzhypertrophie bei SNX-Ratten beitragen, da Stickstoffmonoxid eine antihypertrophe
Wirkung am Herzen hat.

SchlieZlich konnte gezeigt werden, dald sich auch fiur vaskujahdrenozeptoren und Endothelin-
Rezeptoren (gemessen in der Aorta thoracica) keine signifikanten Unterschiede in ihrer

funktionellen Ansprechbarkeit zwischen SNX- und SOP-Ratten fanden.
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