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I. Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Bisheriger Kenntnisstand

1.1.1 Erythropoetin
Das Glykoproteidhormon Erythropoetin (EPO) besteht aus 165 Aminosauren

mit vier komplexen Kohlenhydratseitenketten, die ungefahr 40 % der
Molekilmasse von EPO ausmachen (Abb. 1). Die Existenz von EPO ist seit
etwa 100 Jahren bekannt [45]. Dennoch gelang es erst 1977, EPO aus dem
Urin von Patienten mit aplastischer Anamie zu isolieren [249]. 1985
entschlisselten zwei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander die DNA-
Sequenz des EPO-Gens und konnten das Gen erfolgreich in Saugetierzellen
exprimieren [174;222]. EPO ist relativ temperatur- und pH- stabil und hat ein
Molekulargewicht von 34-39 kD. Die Varianz des Molekulargewichts kommt
durch die Heterogenitat der Zuckerketten zustande, die endstandig mit

Neuraminsaurederivaten verknupft sind (Abb. 1).

A\ L-Fucase
mie LEL .
e Y T— N-Acetyl-D-glucasamin
S N-Acetyl-neuraminsgure (Sialinsdure) HOOC NH

() D-Mannose

Abb. 1: Struktur des Erythropoetin-Molekiils [360]
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Diese Neuraminsaurederivate schutzen das Hormon vor einem raschen Abbau
in der Leber [154]. Das EPO-Gen befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 7 (7921-922) und besteht aus 5 Exons und 4 Introns [178].

Die EPO-Synthese findet in der Fetal- und Neonatalphase in den
perisinusoidalen Itozellen und Hepatozyten der Leber statt [77;177], wahrend
spater 80-90% in den peritubularen Fibroblasten der Niere gebildet werden
[239]. Diese Zellen besitzen einen Sensor fur den intrakapillaren
Sauerstoffgehalt. Differenzen zwischen Sauerstoffangebot und Bedarf flihren
zu einer Steigerung der EPO-Synthese mit Anstieg des EPO-Plasmaspiegels,
der normalerweise bei 6-25 U/l liegt (ELISA-Messung) [177]. Dieser kann unter
Hypoxie und bei einigen Anamien bis zu tausendfach ansteigen [177]. Als
Hauptstimulus fur die EPO-Synthese gilt die Gewebehypoxie. Entscheidend ist
dabei der Sauerstoffpartialdruck im Nierengewebe [104;183]. Vorstufen und
Speicherformen des Hormons konnten bislang nicht nachgewiesen werden, so
dass von einer de-novo-Synthese ausgegangen wird [151]. Es sind zirkadiane
Schwankungen des EPO- Spiegels mit einem Maximum um Mitternacht und
einem Tief in den Morgenstunden beschrieben worden [56;363]. Eine Alters-
[56;245] oder Geschlechtsabhangigkeit [56;177;245] der EPO- Konzentration
scheint nicht zu bestehen.

Die Wirkung des Hormons wird durch die Bindung an einen Rezeptor auf der
Oberflache der Zellen des BFU-E (erythroid blast forming units) und CFU-E
(erythroid colony forming units) vermittelt. Die Bindung an den Rezeptor bewirkt
eine Zunahme der RNA Il-Polymerase-Aktivitat, gefolgt von einer Steigerung
der RNA-Synthese. EPO bewirkt im Knochenmark eine Proliferation und
Differenzierung von unreifen BFU-E zu reifen BFU-E und weiter zu CFU-E,
Erythroblasten und Retikulozyten [310;321] (Abb. 2). Das erste Hamoglobin
kann bereits 5 Stunden nach der Bindung von EPO an seinen Rezeptor
nachgewiesen werden. Jelkmann (1992) beschreibt einen Anstieg der
Retikulozyten etwa 3-4 Tage nach einem Anstieg der EPO-Serum-

Konzentration [177].
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Abb. 2: Der erythropoetische Regelkreis, BFU-E (burst forming unit erythroid), CFU-
GEMM (colony forming unit granulocyte erythrocyte monocyte macrophage), CFU-E
(colony forming unit erythroid), EPO (Erythropoietin), FLK (fetal liver kinase), FLT (fms-
like tyrosine kinase), G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)), GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor), IGF (insulin-like growth factor),
Interleukin (IL), MIP (macrophage inflammatory protein), SCF (stem cell factor), TGF
(transforming growth factor)

Extrarenale Bildungsstatten sind beim Erwachsenen neben den Hepatozyten
[77;177], die den Grofteil der extrarenalen EPO-Produktion bereitstellen, die
Kupfferschen Sternzellen der Leber [77], die Makrophagen des
Knochenmarkes [177] und die Astrozyten des ZNS [238]. Geringe Mengen von
EPO-mRNA wurden auch in Milz, Lunge, Hoden und Thymus nachgewiesen
[86;236;339].

Eine unzureichende EPO-Produktion fuhrt zu einer hyporegenerativen,
normozytaren, normochromen Anamie. Die haufigste Ursache des EPO-
Mangels ist die chronische Niereninsuffizienz. Die Anamie wird meistens erst
dann manifest, wenn die glomerulare Filtrationsrate unter 30 ml/min abfallt.
EPO-Uberproduktion fihrt zur Erythrozytose. Ausldsender Faktor ist meist eine
Gewebehypoxie (Beispiele: chronische Hohenkrankheit, Hamoglobinopathien
mit erhdhter Sauerstoffaffinitat des Blutes, gelegentlich respiratorische oder

kardiale Insuffizienz). Erythrozytosen infolge paraneoplastischer EPO-
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Produktion sowie die Posttransplantationserythrozytose nach Nieren-
transplantation wurden ebenfalls beschrieben [153].

Ebenso wie andere Glykoproteine wird EPO relativ langsam aus dem Blut
entfernt. Der Abbau erfolgt Uberwiegend in der Leber [72]. Die
Eliminationshalbwertszeit von intravends verabreichtem homologen EPO
betragt bei Ratten etwa 1.5 bis 3.4 h [83;264;300;329]. Beim Menschen betragt
die a-Halbwertszeit von EPO 54 min, die B-Halbwertszeit 3.4 h [83]. Nach
Hypoxie-Exposition wurde tierexperimentell eine durchschnittliche

Halbwertszeit des endogenen Plasma-EPO von 5.2 h bestimmt [74].

1.1.2 Hypoxie

Zur oxidativen Phosphorylierung, der Hauptquelle der ATP-Erzeugung, aber
auch fur viele andere metabolische Prozesse bendétigt die menschliche Zelle
Sauerstoff. Der Saugetierorganismus hat deshalb eine Vielzahl von
Mechanismen entwickelt, um kurzfristig oder auch langfristig auf eine
Sauerstoffunterversorgung zu reagieren. Hierzu zahlen u.a. eine Erhéhung der
Ventilationsrate, eine Senkung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP)
[270], Veranderungen der Nierenfunktion [113-115] sowie die Induktion
mehrerer Gene:

= EPO[119]

» Transferrin [306]

= Endothelin-1 [43]

» VEGF (vascular endothelial growth factor) [90]

» Glukose-Transporter [245]

» Glykolyse-Enzyme [245]

= Zytokine (Interleukin 1, Interleukin 6, Interleukin 8) [148]

= Hamoxygenase 1 und extrazellulare Matrix (Kollagen-5a.1) [148]

= ADM (Adrenomedullin) [156]

Trotz zunehmender Erkenntnisse Uber die zellularen Reaktionen auf Hypoxie
gibt es verschiedene Hypothesen Uber den genauen Mechanismus, wie Zellen

die Anderungen in der Sauerstoffkonzentration detektieren und diese in eine
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physiologische Antwort umwandeln. Eine Schllsselrolle spielt dabei ein
Proteinkomplex, der als HIF-1 (Hypoxie-induzierbarer-Faktor) bezeichnet wird
[327]. HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Struktur eine heterodimere
Doppelhelix bildet und welcher durch eine reduzierte Sauerstoffspannung
stabilisiert wird [361]. Der HIF-1 Komplex besteht aus zwei Untereinheiten: die
HIF-1B/ARNT-Untereinheit (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) und
eine Isoform der a-Untereinheiten (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a). Die HIF-10-
Untereinheit wird unter normoxischen Bedingungen kontinuierlich synthetisiert
und Uber das Ubiquitin-Proteasom-System wieder abgebaut. Unter Hypoxie
reichert sich die HIF-1a-Untereinheit vermehrt an [309;318]. Hypoxie induziert
die Stabilisation der HIF-1a-Untereinheit, was zu einer Aktivierung der
Transkription oben genannter Zielgene fuhrt [47] (Abb. 3).

Es ist noch nicht abschlieRend geklart, welche molekularen Mechanismen die
Aktivitat von HIF-1 beeinflussen. Unter Verwendung des Hep3B- und HepG2-
Systems postulierten Goldberg et al. (1988), dass es sich bei dem
Sauerstoffsensor um ein spezifisches Hamprotein handelt, das reversibel
Sauerstoff bindet [119]. Versuche, ein Hamprotein mit den Eigenschaften eines
Sauerstoffsensors zu isolieren, blieben jedoch bislang erfolglos. Die neben der
Hamprotein-Hypothese derzeit diskutierten O,-Sensormodelle werden im

Folgenden aufgelistet:

Prolylhydroxylasen-Theorie: Die Arbeitsgruppen von Jaakola et al. (2001)
und Ivan et al. (2001) konnten zeigen, dass bei Erreichen einer kritischen
Sauerstoff- und Eisenkonzentration im Zytosol eine Interaktion zwischen einem
Multiproteinkomplex, dem pVHL, und einer spezifischen Domane der HIF-1a-
Untereinheit ensteht [170;172]. Als VHL (von Hippel-Lindau)-Syndrom wird eine
dominant erbliche Erkrankung mit multiplen Angiomen der Netzhaut und des
Kleinhirns sowie mit Zystenbildung in Pankreas, Nieren und Leber bezeichnet.
lhre Ursache findet die Erkrankung in einer Uberproduktion von Hypoxie-
induzierbaren Genprodukten wie z.B. von VEGF [170]. Das Produkt des VHL-
Tumor-Suppressor-Gens wird als pVHL bezeichnet. Die Interaktion zwischen

pVHL und HIF-1a wird durch ein Enzym reguliert, das die Hydroxilierung eines
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Prolinrestes von HIF-1a katalysiert. [245]. Dieses Enzym wurde von Jaakola et
al. (2001) als HIF-Prolylhydroxylase (HIF-PH) bezeichnet [172]. Diese
Prolylhydroxylase wird als direkter Sauerstoffsensor angesehen.

lonenkanalhypothese: Es konnte eine grolde Vielfalt von Oj-sensitiven
lonenkanalen in verschiedenen Zelltypen (Typ |-Zellen des Glomus caroticum,
PC12-Zellen, glatte Muskelzellen) nachgewiesen werden [41;226;246]. Es gibt
jedoch noch keine Erkenntnis darlber, ob es sich bei den lonenkanalen selbst
um den O,-Sensor handelt, oder ob die Veranderung der lonenstrome als

Reaktion auf einen aulierhalb der lonenkanale liegenden O2-Sensor entsteht.

NADPH-Oxidasen-Hypothese: Aufgrund ihrer Ergebnisse vermuteten Acker
und Xue (1995), dass eine NADPH-Oxidase in der Lage ist, in Abhangigkeit
von der Sauerstoffkonzentration H,O, zu produzieren [4]. Das gebildete H,O»,
diene als Botenstoff und reguliere die Offnungswahrscheinlichkeit von
Kaliumkanalen und die Expression von bestimmten Genen, wie z.B. EPO.
Nach Acker et al. (1989), Cross et al. (1990 und 1995) enthalt die NADPH-
Oxidase ein Cytochrom, das starke Ahnlichkeit mit dem Cytochrom bssg der
NADPH-Oxidase der neutrophilen Granulozyten aufweist [3;58;59].

Mitochondriale ROS-Hypothese: Untersuchungen von Chandel et al. (2000)
weisen daraufhin, dass die Mitochondrien einer Zelle auf Hypoxie mit einer
vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) reagieren. Diese
ROS koénnten zu einer Stabilisation der HIF-1a-Untereinheit fuhren, die

wiederum eine Reihe von Genen (z.B. EPO) aktiviert [48].
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Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der Signaltransduktions-Kaskade, die zur Aktivierung
von HIF-1a und den HIF-1a-regulierten Genen fiihrt [318]

1.1.3 Kohlenmonoxid

Kohlenmonoxid (CO) ist ein farb- und geruchloses Gas, das die gleiche Dichte
wie Luft besitzt und bevorzugt an das Eisenatom in Hamproteinen bindet. Die
Affinitat von CO zu Ham in Lésung ist sehr hoch (25 000fach starker als zu O5).
Durch den Globinanteil im Hamoglobin reduziert sich die Bindungsaffinitat von
CO auf das 200-300fache im Vergleich zu der von O, So reichen bei 21 Vol %
Oz nur 0,07 Vol % CO, um die Halfte des Hamoglobins zu besetzen (berechnet
fur 300fach hdhere Affinitat). Unter Normalbedingungen sind jedoch nur 1% der
Hamoglobinbindungsstellen besetzt.

CO bindet ebenfalls mit hoher Affinitat an Myoglobin (30-40fach hoher als Oy)
und mit geringer Affinitdt an Cytochromoxidasen. Bei einem pO, unter 60
mmHg weist CO eine hdhere Affinitat zum Myoglobin als zum Hamoglobin auf.
Daher ist unter COHb der O»-Partialdruck im Gewebe niedriger als bei reinem
O2-Mangel. Zudem besteht unter CO eine Linksverschiebung der Hamoglobin-
Bindungskurve. D.h., dass der pO, im Gewebe noch weiter absinken muss,

bevor O, aus der Hb-Bindung abgegeben wird. Die CO-Bindung ist reversibel.


luscher11
Rectangle


8 I. Einleitung

Bei Abnahme des pCO oder Zunahme des pO; in der Inspirationsluft nimmt die
Konzentration vom COHb ab. Die Symptomatik einer CO-Intoxikation beruht
auf der Gewebehypoxie und der resultierenden metabolischen Azidose, da
COHb im Gegensatz zum reduzierten Hb keine sauren Valenzen
abtransportiert. CO wird kaum metabolisiert und unverandert abgeatmet, kann
allerdings durch die Reduktion der Cytochrom-c-Oxidase [268] oder anderer
Hamproteine zu CO; oxidiert werden [27]. Als Kompensationsmechanismus auf
die Inhalation von CO kommt es zu einer Steigerung der Katecholamin- und
Kortisol-Konzentrationen im Blut [333], zu einer Steigerung von Herzfrequenz,
kardialer Auswurffraktion und koronarem Blutfluss [5;12].

Beim Menschen wird im vendsen Blut normalerweise ein HbCO-Gehalt von
0.7-1.1 % gemessen. Davon werden ca. 0.5% endogen produziert. Endogenes
CO resultiert aus dem Metabolismus von Hamoglobin zu Eisen und Biliverdin,
katalysiert durch die Hamoxygenase [232] und bewirkt durch die Aktivierung
der Guanylatzyklase in Gefallmuskelzellen eine Vasodilatation [185].

Die akute Kohlenmonoxid-Exposition ist wahrscheinlich der starkste Stimulus
fur die In-vivo-Produktion von Erythropoetin [183;311]. Verglichen mit einer
Phenylhydrazin-induzierten hamolytischen Anamie, verursacht  die
Carboxyhamoglobinamie bei gleichem Sauerstoffgehalt des Blutes einen
20fach hoheren Anstieg der EPO-Serumkonzentration [183]. Der starkere
Effekt von CO wird durch die erhdhte O»-Affinitat des CO-Hamoglobins und der
dadurch erschwerten Oy-Abgabe verursacht. Der Unterschied einer CO-
Hypoxie gegenuber einer hypoxischen Hypoxie liegt vor allem im verzogerten
Abfall der COHb-Konzentration nach Beendigung der CO-Exposition [8].

In sehr hohen Konzentrationen oder bei langer Expositionsdauer kann durch
CO die Produktion von EPO, VEGF und weiterer Gene gehemmt werden
[119;120;223;255], vermutlich bedingt durch eine Inhibition von HIF-1a [161].
Neuere Studien berichten Uber einen therapeutischen Effekt der CO-Inhalation
in geringer Konzentration bei der Verhinderung eines Ischamie- oder
Reperfusionsschadens nach Lungentransplantation [112]. Dies wird
wahrscheinlich durch eine verringerte Fibrin-Ablagerung an den Gefallwanden

verursacht.
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1.1.4 Teil I: Einfluss des autonomen Nervensystems auf die EPO-
Sekretion

1.1.4.1 Innervation der Niere

Die ersten Hinweise fur eine neurale Kontrolle der Nierenfunktion fand Claude
Bernard (1859) [23]. Die Niere ist in Relation zu ihrer GroRe eines der am
besten innervierten Organe [126;248]. Die Niere wird von Nervenfasern aus
dem Plexus coeliacus, dem thorakolumbalen Grenzstrang und renalen Ganglia
innerviert, die den Wurzelsegmenten Ts bis Lz entspringen [248;328;337]. Die
renalen Nerven erreichen den Hilus zusammen mit den Blutgefallen und
verteilen sich innerhalb der Niere entlang der interlobaren, interlobularen
Arterien und den Aa. arcuatae sowie den afferenten und efferenten Arteriolen.
Bei der Ratte werden am Abgang der Nierenarterie von der Aorta ca. 4-8
Nervenbindel gefunden, die sich auf dem Weg zur Niere aufteilen und an Zahl
zunehmen [15]. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde ein
direkter Kontakt von sympathischen Nervenfasern mit der basolateralen
Membran von tubularen Epithelzellen nachgewiesen [16]. Aufgrund dieser
Beobachtung und weiterer Versuche [20;322] vermutete man, dass die renalen
Nerven die Funktion des proximalen Tubulus direkt beeinflussen. Die Niere ist
nur adrenerg, aber nicht cholinerg innerviert. Man hat in der Niere sowohl a4-,
ay- als auch (1-Rezeptoren nachgewiesen. Die Stimulation aq-adrenerger
Rezeptoren fuhrt zu einer vermehrten Natriumresorption, wahrend die
Natriumausscheidung durch Aktivierung von a,-Rezeptoren gesteigert wird. 34-
Adrenozeptoren sind sowohl an der apikalen als auch an der basolateralen
Zellmembran der proximalen Tubuluszellen sowie an den Glomeruli lokalisiert
[147;215]. Dagegen konnten prasynaptische [(,-Rezeptoren nur in der
Adventitia, nicht aber an den Tubuli gefunden werden [215].

Bisher wurden in der Niere zahlreiche Neurotransmitter nachgewiesen, darunter
Dopamin [126], Neuropeptid Y [299] und Calcitonin Gene Related Peptid [213].
Als ein weiterer wichtiger Neurotransmitter fur das renale sympathische
Nervensystem wurde Noradrenalin beschrieben. Der Noradrenalin-Gehalt in der
Niere sinkt nach experimenteller Denervierung um bis zu 95%. Bello-Reuss et
al. (1975), DiBona et al.,, (1983) und Knight et al. (1989) wiesen in
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perivaskularen Nerven des gesamten Nierenarterienstammes Dopamin-Beta-
Hydroxylase nach, was ein weiterer Hinweis fur die bedeutende Rolle von

Noradrenalin bei der Innervation der Niere ist [20;69;204].

1.1.4.2 Funktionelle Konsequenzen der renalen Denervierung

Bei der Denervierung unterscheidet man zwischen einer akuten oder
chronischen und einer uni- oder bilateralen Denervierung. Sowohl eine akute
als auch eine chronische Denervierung fuhrt bei Ratten zu einer Natriurese und
Diurese [65;305]. Bello-Reuss et al. fanden schon vor langerer Zeit eine
verminderte Natrium-Reabsorption im proximalen Tubulus nach akuter
Denervierung, welche teilweise durch distalere Tubulusabschnitte kompensiert
wurde. Diese Ergebnisse waren unabhangig von hamodynamischen
Veranderungen [20]. Wang und Chan zeigten in ihrer Studie eine herabgesetzte
Bikarbonat-Reabsorption im distalen Tubulus nach Denervierung [359].
Veranderungen des RBF und der GFR konnten dagegen nicht beobachtet
werden [323]. Eine weitere Bestatigung der Bedeutung der renalen Innervation
zeigt der Nachweis eines reno-renalen Reflexes, bei dem die Diurese nach
akuter Denervierung einer Niere zur Antidiurese der kontralateralen innervierten
Niere fuhrt [68]. Jacob et al. (2003) fanden, dass Ratten mit bilateral
denervierten Nierenarterien unabhangig vom Salzgehalt der Nahrung einen
niedrigeren Blutdruck hatten als Kontrolltiere [173]. Dies wirde bedeuten, dass
die renalen Nerven einen basalen Blutdruckwert aufrechterhalten, unabhangig

von der Salzzufuhr.

1.1.4.3 EPO-Sekretion nach renaler Denervierung und f3-adrenerger

Blockade oder Stimulation

Eine elektrische Stimulation des Hypothalamus fuhrte zu einem Anstieg der
EPO-Serumkonzentration bei Kaninchen und Rhesus-Affen [143;247]. Eine
Teilresektion des Hypothalamus senkte die EPO-Serumkonzentration [142].
Dies fuhrte zu der Hypothese, dass sauerstoffsensible Zellen im Hypothalamus

die EPO-Produktion in der Niere Uber humorale und nervale Mechanismen
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beeinflussen. Auch konnte eine Resektion der Karotissinusnerven die EPO-
Serumkonzentration an verschiedenen Tiermodellen steigern [25;26;146;285].
Die Resektion der Nervi splanchnici vermochte die EPO-Serumkonzentration
nicht zu beeinflussen [25;97].

Der Einfluld der peripheren Nerven auf die EPO-Sekretion wird kontrovers
diskutiert. Beynon et al. (1977) fanden nach 6-stindiger Hypoxie-Exposition bei
Ratten eine Woche nach bilateraler renaler Denervierung einen Anstieg der
EPO-Serumkonzentration [25]. Fink und Fisher (1974) beobachteten in einem
ahnlichen Versuchsmodell (5 h Hypoxie-Exposition) eine Senkung der EPO-
Serumkonzentration. Nach 18-stliindiger Hypoxie-Exposition konnte diese
Arbeitsgruppe dagegen keine Beeinflussung der EPO-Sekretion durch die
renale Denervierung feststellen[96]. In einer neueren Studie fand sich
wiederum nach 4-stindiger Hypoxie-Exposition bei Ratten kein Effekt der
unilateralen renalen Denervierung auf die EPO-Produktion [76]. Fink et al.
(1974) demonstrierten, dass der unselektive B-Blocker Propranolol eine durch
18-stiindige Hypoxie induzierte Steigerung der EPO-Produktion hemmen
konnte. Allerdings konnten dieselben Autoren nach 5-stindiger Hypoxie-
Exposition keinen Einfluss der p-Blockade auf die EPO-Sekretion finden. Die
Kombination von B-adrenerger Blockade (Propranolol) mit bilateraler renaler
Denervierung verursachte dagegen eine signifikante Senkung der EPO-
Konzentration im Serum nach 5-stlindiger Hypoxie-Exposition. Nach 18 h
Hypoxie wurde bei gleichem Versuchsaufbau eine signifikante Erhéhung des
EPO-Serumwertes gemessen [96]. In klinischen Studien wurden die EPO-
Serumkonzentrationen durch Gabe von Propranolol nicht verandert [118;135].
Nach Gabe von Sympathomimetika wie Noradrenalin, selektiven B,-Agonisten
und dem unspezifischen Rezeptoragonisten Isoproteronol konnte eine
Steigerung der EPO-Sekretion bzw. der Erythropoese beobachtet werden
[100;118;131;181;212]. Ibrahim et al. (1994) fanden nach Gabe des B.-
Rezeptoragonisten Ritodrine eine Senkung der EPO-Serumkonzentration bei
Rattenfeten [165]. Die Verabreichung des [(,-Agonisten Salbutamol per
inhalationem blieb dagegen ohne Einfluss auf die EPO-Serumkonzentration

[22]. Ebenso scheint eine durch physischen Stress induzierte Aktivierung des
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sympathischen Nervensystems die EPO-Sekretion nicht modulieren zu kénnen
[303;313].

Indirekte Hinweise fur einen Einfluss des sympathischen Nervensystems auf
die EPO-Sekretion erbrachte die Tatsache, dass ACE-Inhibitoren die
Erythrozytose nach Nierentransplantation supprimieren koénnen [287]. ACE-
Inhibitoren blockieren u.a. die Angiotensin llI-vermittelte renale symphatische
Aktivitat und senken die Noradrenalin-Konzentration in der Niere.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Wirkung der renalen Innervation
und die Gabe von beta-adrenergen Rezeptoragonisten und -antagonisten

widerspruchlich beschrieben wird.

1.1.4.4 Renale Wirkungen von Neuropeptid Y
Neuropeptid Y (NPY) ist ein Peptidhormon (36 Aminosauren) und findet sich in

besonders hoher Konzentration in zentralen und peripheren Neuronen von
Saugetieren. NPY wird zusammen mit Noradrenalin in synaptischen Vesikeln
gespeichert und unter Aktivierung des Sympathikus freigesetzt [229-231]. NPY
gehort zu einer Familie von Polypeptiden, die strukturell ahnlich aufgebaut sind.
Dazu gehdren auch Peptid YY (PYY, Gastrointestinaltrakt) und das
pankreatische Polypeptid (PP) [216]. Es wird vermutet, dass NPY, PP und PYY
eine gemeinsame dreidimensionale Struktur (,PP-fold*) aufweisen und deshalb

an die gleichen Rezeptoren binden kdnnen [243].

Die NPY-Rezeptoren gehdéren zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren [243]. Diese bestehen aus sieben hydrophoben Transmembran-
Helices mit jeweils 20 bis 25 Aminosaureresten und agieren bevorzugt Uber
Pertussis-Toxin-sensitive G-Proteine der Go-und Gs-Familie (Abb. 4) [278].
Uber diese wird dann eine Adenylatzyklase inhibiert. Zusatzlich kann NPY in
manchen Zellen Ca**-Kanale aktivieren und hemmen, die Phospholipase C und
moglicherweise auch Phospholipase A, stimulieren oder Ca'™ aus

intrazellularen Speichern freisetzen [243].
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Saugetiere scheinen 4 bis 6 verschiedene NPY-Rezeptorsubtypen zu besitzen
(Y1-Ys), die als Y-Rezeptoren bezeichnet werden. Diese unterscheiden sich in

ihrer anatomischen Lage und Funktion [243].

In der Niere wurden bisher vor allem Y4, Y2 und Ys-Rezeptoren nachgewiesen,
die an der Regulation der Nierendurchblutung beteiligt sind [31]. NPY wird in
fast allen renalen sympathischen Neuronen gefunden, hauptsachlich aber in
der Umgebung der Tubuli und in geringerer Menge perivaskular [51;133;205].
Die Stimulierung renaler Nerven bewirkt die Abgabe von NPY zusammen mit
Noradrenalin und ATP [229;230] aus den sympathischen Nervenendigungen,
wobei Noradrenalin (Uber a-Rezeptoren) und NPY selbst Gber einen positiven
Feedbackmechanismus die NPY-Ausschuttung regulieren [251;276]. NPY
verursacht sowohl in vitro als auch in vivo eine renale Vasokonstriktion tUber
den Y4-Rezeptor ohne Beeinflussung der GFR [29;30;32]. Dies wird
wahrscheinlich durch eine groRere Wirkung von NPY auf das Vas efferens als
auf das Vas afferens verursacht[70;272]. Unter physiologischen Bedingungen
scheint NPY nur ein schwacher renaler Vasokonstriktor zu sein. Es kann aber
eine durch Noradrenalin und ATP ausgelOste renale Vasokonstriktion um ein
Vielfaches verstarken [275]. Weiterhin senkt NPY Uber den Y4-Rezeptor die
basale Reninabgabe und inhibiert die durch p-adrenerge Stimulation
ausgeldste Erhdhung der Reninsekretion [10;29;138]. Durch den Y>-Rezeptor
kann die Na'/K*-ATPase im proximalen Tubulus aktiviert werden [278;279].
Ebenso konnen die Wirkungen von Vasopressin auf isolierte Sammelrohre uber
den Yz-Rezeptor durch NPY antagonisiert und die Noradrenalin-Abgabe
prasynaptisch inhibiert werden [71]. Die systemische Gabe von NPY bewirkt
eine Diurese, Calciurese und Natriurese bei unveranderter Kreatinin-Clearance
und Kalium-Ausscheidung [32]. Dies wird vermutlich Uber Ys-Rezeptoren
vermittelt und kann auch durch PYY aktiviert werden [29;30;324]. NPY-
Antagonisten erhéhen den basalen RBF, verandern aber nicht die basale
Diurese und Natriurese. Dies lasst vermuten, dass zwar renovaskulare, nicht

aber tubulare NPY-Rezeptoren durch endogenes NPY tonisch aktiviert werden.
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Abb. 4: Struktur des Neuropeptid Y-Rezeptors

1.1.5 Teil ll: Einfluss der Reduktion des Nierengewebes auf die EPO-

Sekretion

1.1.5.1 Einseitige und subtotale (5/6) Nephrektomie und deren

physiologische und morphologische Auswirkungen

Patienten mit solitdren oder bilateralen Nierentumoren verlieren bei der
chirurgischen Therapie oftmals mehr als 50% ihrer Nierenmasse. Bei diesen
Patienten erhdht sich das Risiko, eine Proteinurie, eine Glomerulopathie oder
sogar ein progressives Nierenversagen zu entwickeln [274]. Die experimentelle
unilaterale bzw. subtotale Nephrektomie an Tieren ist ein Modell, um die
pathophysiologischen Veranderungen zu studieren, die mit einer Verringerung
der renalen Masse einhergehen und wurde bereits vielfach angewendet
[9;130;160;214;293;319]. Bei Ratten fuhrt die subtotale Nephrektomie zur
Uramie, zur Organhyperthrophie, zur fokalen Sklerosierung in den verbliebenen
Glomeruli und zu einer progressiven Niereninsuffizienz [291;339] Die
verbleibende Restniere kann durch eine kompensatorische Hypertrophie der
Tubuli den Funktionsausfall teilweise kompensieren. Biochemische Messungen
zeigten eine Zunahme des zellularen Protein- und mMRNA-Gehaltes, eine
Zunahme des Groflenverhaltnisses von Mitochondrien und Zellkern und eine
Steigerung der Na®, K*-ATPase-Aktivitat [91;92]. Eine einseitige Nephrektomie



I. Einleitung 15

ist mit ahnlichen Adaptatiosmechanismen der verbleibenden Niere assoziiert,
darunter Hyperthrophie, Veranderungen der glomerularen Hamodynamik und

verstarkte Reabsorption im proximalen Tubulus [63;150;187;290].

1.1.5.2 Auswirkung von vermindertem Nierengewebe auf die EPO-

Sekretion

Nach experimenteller Reduktion des Nierengewebes im Tierversuch konnten
bereits mehrfach Veranderungen der EPO-Serumkonzentration, der EPO-
MRNA und des Hamatokrits beobachtet werden [19;221;291;339]. So konnten
Rosenberger et al. (2003) nachweisen, dass infarziertes Nierengewebe
innerhalb einer Stunde nach Ligatur eines Nierenarterienhauptstammes die
HIF-1a-Expression zu steigern vermochte [307]. HIF-1 wiederum fuhrt zur
vermehrten Expression der Hypoxie-regulierten Gene (s.o.). Im Vergleich zu
Kontrolltieren ist die Steigerung jedoch abgeschwacht [339]. Eine Steigerung
der EPO-Serumkonzentration wurde auch bei chronisch niereninsuffizienten
Patienten beobachtet, wenn rezidivierende Infektionen zur Hypoxie geflhrt
hatten [49;357].

Der wichtigste Regulator fur die EPO-Produktion ist der Sauerstoffpartialdruck.
Allerdings ist noch unklar, wie sich eine Reduzierung des funktionstichtigen

Nierengewebes auf die Sauerstoffspannung auswirkt.

1.1.6 Teil lll: Einfluss der renalen Durchblutung auf die EPO-Sekretion

1.1.6.1 Auswirkung der Ureterokklusion auf die Nierenfunktion

Ureterstenosen sind ein in der Urologie haufig anzutreffendes Krankheitsbild.
Sie  verursachen neben  Druckatrophien mit Rarefizierung des
Nierenparenchyms ca. 10% der akuten Nierenversagen. Als Leitsymptom nach
Ureterokklusion findet sich eine Hydronephrose mit einer Aufweitung des
Nierenbeckenkelchsystems. Dadurch bedingt kommt es zu einer Druckatrophie
des Nierenparenchyms und einer chronischen interstitiellen Fibrose [168;190].

Bei akuter Harnstauung wird die Gréllenzunahme der Niere hauptsachlich
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durch ein Odem des Nierenparenchyms verursacht [252]. Der
Pathomechanismus, insbesondere die Pathophysiologie der hamodynamischen
Veranderungen bei akuten Ureterokklusionen, st trotz zahlreicher
Forschungsarbeiten bisher weitgehend ungeklart.

Zwei Phasen charakterisieren die hamodynamische Antwort der Niere auf
Ureterokklusion: Initial eine Dilatation der Gefalle mit Erhdhung des renalen
Blutflusses (RBF), welche ca. 5 bis 8 Stunden spater in eine anhaltende
Vasokonstriktion mit Reduzierung der renalen Durchblutung Udbergeht
[253;365]. Hierbei bestehen allerdings spezies-spezifische Unterschiede. An
Schweinen konnte der initiale Anstieg des renalen Blutflusses nicht bewiesen
werden [106;164]. Einige Forschungsarbeiten fanden deutliche Beweise fur
eine wichtige Rolle von vasodilatierenden Prostaglandinen (PGE;) bei den
initialen hamodynamischen Veranderungen der Niere nach Ureterokklusion
[108;335]. Fur die spatere Abnahme der Nierendurchblutung werden ebenfalls
Prostaglandine, speziell Thromboxan A2, verantwortlich gemacht
[257;353;366]. Auch eine Beteiligung von Angiotensin Il [80;81;107;108;365]
und Adenosin [282;298] als intrarenale Vasokonstriktoren sowie Leukotrienen,
antidiuretischem Hormon [302] wund Endothelin  [88;194;261] als
pathogenetische Faktoren an den hamodynamischen Veranderungen der

hydronephrotischen Niere werden diskutiert.

1.1.6.2 Stenosierung der Nierenarterie

Die Nieren gehoren zu den Organen des menschlichen Kdérpers mit der besten
Durchblutung. Ungefahr 20% des Herzzeitvolumens durchstrémen in Ruhe die
Nieren, die nur etwa 0,5% der Gesamtkdrpermasse ausmachen. Mit einer
Perfusionsrate von 400ml/100g Gewebe pro Minute uUbersteigt die
Durchblutung der Niere bei weitem die Werte, die in anderen gut durchbluteten
Organen wie Leber, Herz oder Gehirn erreicht werden. Pro Tag durchstromen
etwa 1500 Liter Blut die Nieren.

Die experimentelle unilaterale Stenosierung der Nierenarterie und deren
Auswirkung auf Nierenhistologie und Hamodynamik wurden bereits vielfach

untersucht. Besondere Aufmerksamkeit galt der durch die Stenosierung
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ausgelosten renalen Hypertonie. Dabei wird durch den poststenotischen
Druckabfall im juxtaglomerularen Apparat die Sekretion von Renin stark erhoht.
Renin erzeugt Uber die Angiotensin-Aldosteron-Bildung eine Hypertonie
(Goldblatt-Mechanismus) [121;122]. Fur die volle Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems durch eine Nierenarterienstenose ist eine intakte renale
Innervation Voraussetzung [356]. In der Niere befinden sich zahlreiche
vasoaktive und inflammatorische Mediatoren. Durch die Senkung des renalen
Perfusionsdruckes kommt es zur Aktivierung und zu komplexen Interaktionen
dieser Substanzen. Unter anderem wird die Nitrid-Oxid(NO)-Produktion
gesenkt, dagegen sind die Konzentrationen von Endothelin, Renin, Angiotensin
Il, Prostaglandin E;, Prostacyclin |, Thromboxan A, und TGF-B erhoht
(Abb. 5).

’ Critical renal artery stenosis ’
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Abb. 5: Hamodynamische und morphologische Auswirkungen der Nierenarterien-
stenosierung [219]
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1.1.6.3 EPO-Produktion nach Ureterokklusion und Nierenarterien-

stenosierung

Die experimentelle Ureterligatur und die Stenosierung der Nierenarterie fihren
zur Verminderung des renalen Sauerstoffverbrauches [64]. Abhangig von Dauer
und Schweregrad der Ureterobstruktion verringert sich die glomerulare Filtration
und folglich auch die Transportarbeit der Tubuli. Bei der Verminderung des
renalen Perfusionsdruck unter 80 mmHg durch eine Nierenarterienstenose wird
ebenfalls die GFR und die Reabsorptionsarbeit der Tubuluszellen auf minimale
Werte abgesenkt, so dass auch unter diesen Bedingungen der
Sauerstoffverbrauch der Niere stark abfallt. [271]. Da die EPO-Sekretion durch
Verminderung des 0, Partialdruckes stimuliert wird, musste durch eine nahezu
vollstandige Senkung der tubularen Elektrolytreabsorption durch Ureterligatur
und Stenose der Nierenarterie der O, Partialdruck auf arteriellem Niveau
bleiben.

Es ist moglich, dass der veranderte Sauerstoffverbrauch der Niere nach
Ureterligatur oder Stenose der Nierenarterie Einflul auf die EPO-Sekretion hat.
In alteren Studien konnte solch ein Einfluss jedoch nicht bewiesen werden
[301]. Spater demonstrierten Jelkmann et al. (1988) eine unveranderte Hypoxie-
induzierte EPO-Produktion in der gestauten Niere nach 4 Tagen, dagegen eine
Senkung der EPO-Produktion nach dreimonatiger Ureterligatur [182]. Maxwell
et al. (1997) zeigten, dass 5 bis 9 Tage nach Ligatur des Ureters die Hypoxie-
induzierte EPO-Genexpression eindeutig abgeschwacht war [239]. 1 bis 2 Tage
nach unilateraler Ureterligatur fanden NecCas et al (1998) einen signifikant
erniedrigten EPO-mRNA-Gehalt der Nieren. Dieser Unterschied bestand jedoch
nicht mehr nach 4 Tagen. Die gleiche Arbeitsgruppe beobachtete eine
Erhdhung der Ham-Oxygenase-mRNA in der gestauten Niere [267].
Mdglicherweise desensibilisiert das durch die Oxygenase freigesetzte Ham-
Eisen die EPO-produzierenden Zellen. Eine Beteiligung von Eisen an der
Regulation der EPO-Produktion wurde bereits schon friher diskutiert [87;155].
Ein genauer Mechanismus fir die transiente Supprimierung der EPO-

Produktion nach Ureterligatur wurde jedoch noch nicht gefunden.
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Erhéhte EPO-Plasmakonzentrationen konnten bei Tieren gemessen werden,
deren RBF entweder mechanisch [101;132;260;262;283;284;336] oder
pharmakologisch durch Applikation von Angiotensin Il [99;128], Noradrenalin,
5-Hydroxytryptamin [99;228] oder Bombesin [241] gesenkt worden war. Ein
Shunt zwischen rechtem Herzvorhof und Nierenarterie vermochte die EPO-
Produktion bei Hunden in 50% der Falle ebenfalls zu steigern [286]. Eine
leichte, jedoch signifikante Erhohung der EPO-Produktion bzw. der
Erythropoese wurde ebenso bei Patienten mit Nierenarterienstenose gefunden
[37;355]. In einigen Fallen wurde sogar eine Erythrozytose oder Polyzythamie
beobachtet [13;37;162;342]. Verglichen mit einer Anamie wirkt sich die
Reduktion des renalen Blutflusses jedoch nur schwach auf die Erhdhung der
EPO-Produktion aus [283]. Eine Reduktion des RBF von mindestens 50%
scheint fur eine Auswirkung auf die EPO-Produktion Voraussetzung zu sein
[101;283]. Widerspruchlich zu obigen Daten sind einige altere Studien. Diese
Arbeitsgruppen konnten nach partieller bzw. vollstandiger Ligatur der
Nierenarterie unter Verwendung von Golblatt-Clips keine Veranderung der
EPO-Produktion im Vergleich zu Kontrolltieren sehen [54;57;247]. Maxwell et
al. (1997) demonstrierten sogar, dass die peritubularen Fibroblasten bei
Ischamie der Niere das EPO-Gen vermindert exprimieren [239]. In der post-
ischamischen Niere konnten eine Stunde nach experimentellem Verschluss der
Nierenarterie EPO-mRNA Werte gemessen werden, die 50-67% niedriger

waren als in der kontralateralen Niere [340].

1.1.7 Teil IV: EPO-Produktion in der Leber

1.1.7.1 EPO-Produktion in der fetalen und adulten Leber

Beim Foetus ist im Gegensatz zum adulten Organismus die Leber die
Hauptquelle der EPO-Produktion [256]. Ein Wechsel der Erythropoese von der
Leber zum Knochenmark und der Erythropoetinproduktion von der Leber zu
den Nieren findet erst im Neugeborenenalter statt. Zeitpunkt und Dauer dieses
Wechsels sind Spezies-spezifisch [109;288;367;368;370]. Die fetale Leber
exprimiert bis zu 95% der Gesamt-EPO-mRNA [60;277]. Innerhalb der Leber
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produzieren offensichtlich Hepatozyten als auch nichtparenchymatése
perisinusoidale Zellen EPO [209;240;316]. Nach dem Wechsel zur renalen
EPO-Produktion produziert die Leber unter Normoxie nur noch 10-20% der
gesamten EPO-Serumkonzentration [315;339;358] und ist nicht mehr in der
Lage einen Verlust der renalen EPO-Produktion, z.B. beim chronischen
Nierenversagen, zu kompensieren [50].

Sowohl renale als auch hepatische EPO-Produktion konnen durch Hypoxie
induziert werden. Tierexperimentelle Studien zeigten, dass die Leber unter
hypoxischen Bedingungen zwischen 15 und 50 % zur Gesamt-mRNA
Produktion beitragen kann [34;86;339]. Allerdings reagiert die Leber weniger
empfindlich auf hypoxische Stimulation als die Niere [338].

Obwonhl die fetalen Leberlappen nach Untersuchungen von Rudolph et al.
(1985) unterschiedlich stark durchblutet werden, fand sich beim Menschen und
bei Ratten kein Unterschied in der Verteilung der EPO-mRNA-Expression
innerhalb der fetalen Leber [60;297;308]. Bislang wurde noch nicht geklart, ob
EPO plazentagangig ist oder nicht. Es besteht allerdings keine Korrelation
zwischen maternalen und fetalen EPO-Konzentrationen beim Menschen [218].
Neben EPO-mRNA wurde in der Leber auch HIF-1 nachgewiesen. HIF-1 spielt
eine wichtige Rolle bei der Regulation der EPO-Genexpression. In der Leber
werden alle a-Untereinheiten der HIF’'s exprimiert. HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a-
cDNA wird dabei hauptsachlich im perivenésen Bereich des Leberazinus
exprimiert [195]. Dort ist der pO, im Vergleich zum Periportalgebiet (65mmHg)
stark erniedrigt (35mmHg) [188].

1.1.7.2 Durchblutung der Leber im Fetalkreislauf
Mit durchschnittlich 1500 g ist die Leber das grof3te Organ des Menschen und

beansprucht ca. 25 % des Herzzeitvolumens. Bezogen auf die Lebermasse
entspricht dies einem Blutflud von etwa 100 ml/min/100g Lebergewebe [163].
Der portalvendse ZufluR® betragt hiervon etwa zwei Drittel, der Zustrom Uber die
A. hepatica ein Drittel. Bei erhdhtem Sauerstoffoedarf kann der Zufluld aus der
A. hepatica verdoppelt werden. Der fetale Blutkreislauf unterscheidet sich durch

drei Kurzschlussverbindungen vom adulten Blutkreislauf. Arterialisiertes Blut tritt



I. Einleitung 21

uber die Plazenta durch die Nabelvene in den fetalen Blutkreislauf ein und flie3t
zum Teil, mit wenig Pfortaderblut vermischt, zur Leber, zum Teil durch den
Ductus venosus Arantii an der Leber vorbei in die untere Hohlvene (mischt sich
mit vendsem Blut der unteren Korperhalfte) und gelangt Uber den rechten und
via Foramen ovale linken Vorhof und Ventrikel in den grof3en Kreislauf. Das Blut
aus der oberen Hohlvene gelangt tUber die rechte Herzhalfte, den Stamm der
Arteria pulmonalis und den Ductus arteriosus Botalli (d.h. ebenfalls an den noch
nicht funktionierenden Lungen vorbei) in die Aorta descendens. Aus der Aorta
flie3t das vendse Blut zum Stoffaustausch durch die Nabelschnurarterien in die
Plazenta. Das zu etwa 60% mit Sauerstoff gesattigte Blut der Umbilikalarterien
wird dort wieder mit Sauerstoff beladen, wobei aber nur eine Sattigung von 80%
erreicht wird. Der Foetus lebt demnach in relativem Sauerstoffmangel [123].
Nach der Geburt, mit Eintreten der Lungenatmung und Fortfall des
Plazentakreislaufs, erfolgt durch die Funktionsaufnahme des Lungenkreislaufs
der Ventilverschluss des Foramen ovale und der Kollaps (und Verddung) des
Ductus arteriosus. Dadurch kommt es zu einer Trennung der Pumpleistung
beider Herzhalften. Ebenso kollabieren und veréden Nabelvene und Ductus
VEenosus.

Der Ductus venosus ist eine Kurzschlussverbindung zwischen zwei grofl3en
Venen: der Umbilikalvene und der Vena cava inferior. Obwohl zahlreiche
Studien postulierten, dass nahezu 50% des sauerstoffreichen Blutes aus der
Umbilikalvene durch den Ductus venosus flie3en und damit die Leber umgehen
[18;79;289], zeigen neuere dopplersonographische Untersuchungen, dass das
Shuntvolumen unter physiologischen Bedingungen viel geringer ist [21;201].
Der Blutfluss durch den Ductus venosus betragt demnach durchschnittlich nur
40-60 ml/min/kg in der 20. SSW und weniger als 20 ml/min/kg bei der Geburt
[201]. Der groRere Teil (70 bis 80 %) des oxygenierten Umbilikalvenenblutes
flieBt durch die fetale Leber. In Extremsituationen scheint die Leber sogar

zusatzlich durch den Truncus coeliacus versorgt zu werden [197].
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Abb. 6: Schema des fetalen Kreislaufs [1]

Die Blutversorgung von rechtem und linkem Leberlappen unterscheidet sich
sowohl unter Kontrollbedingungen als auch nach Hamorrhagie. Der linke
Leberlappen wird fast ausschliel3lich mit oxygeniertem Blut aus der Plazenta
versorgt. Der rechte Leberlappen erhalt dagegen sauerstoffarmes Blut aus der
Pfortader [308]. Ebenso bestehen funktionelle Unterschiede zwischen den
beiden Leberlappen. Beispielsweise enthalt der rechte Leberlappen beim Foétus
mehr Eisen, der linke Leberlappen hingegen mehr Fett [82].

Der Sauerstoffverbrauch in der fetalen Leber ist sehr gering. Die
Sauerstoffsattigung des Blutes wird bei der Passage durch die Leber lediglich
um 15 % reduziert [39]. Der Blutfluss durch den Ductus venosus bzw. durch die
Leber kann durch mehrere Parameter verandert werden. Erhoht sich der
Hamatokrit und somit auch die Viskositat des Blutes findet eine Umverteilung
zugunsten des Ductus venosus statt [202]. Unter Hypoxie oder Hypovolamie
vergroRert sich ebenfalls das Shuntvolumen durch den Ductus venosus, so
dass eine groRere Menge oxygenierten Blutes direkt zum Herz flief3t.
[184;200;344]. Reduziert sich der Blutdruck in der Umbilikalvene verringert sich
der Blutfluss durch die Leber starker als durch den Ductus venosus [202].

Besonders betroffen ist hiervon der rechte Leberlappen [78]. Weiterhin scheint
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Asphyxie eine starkere Degeneration der rechten Leberhalfte zu verursachen
[136]. Im Ductus venosus besteht ein adrenerg kontrollierter Ruhetonus, der
sich unter dem Einfluss von NO [200], Prostaglandinen [53;254] und unter
Hypoxie [200] verringert und somit eine Erweiterung des Gefalles verursacht.
Der Ductus venosus obliteriert bei 75 % der Neugeborenen innerhalb einer
Woche postpartem. Bei den restlichen 25 % verschliel3t sich der Ductus in den
nachsten 10 bis 14 Tagen [110;224;225]. Bei Fruhgeborenen bleibt der Ductus

venosus langer geodffnet [111;225].

1.1.8 Teil V: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und EPO-
Synthese

1.1.8.1 Grundlagen

Das Renin-Angiotensin-System (Abb. 7) ist neben dem sympathischen Einfluss
wichtig zur Regulation des Blutdrucks. Zusatzlich spielt es die entscheidende
Rolle bei der Homdostase des Salz- und Wasserhaushalts des Menschen.
Angiotensin Il stellt dabei den eigentlichen biologischen Effektor des Systems
dar. Es wirkt vasokonstriktorisch durch direkte Kontraktion der glatten
Gefalmuskulatur und erhoht die Aktivitdt des Symphatikus sowie die Na'-
Ruckresorption in den Nierentubuli. Ferner inhibiert Angiotensin |l die
Reninsekretion und stimuliert in der Nebennierenrinde die Ausschuttung und
Synthese des Steroidhormons Aldosteron. Aldosteron fuhrt letztlich im distalen
Nierentubulus zu einer verstarkten RUckresorption von Na® und Wasser und
erhoht dadurch das Blutvolumen und den Blutdruck [139]. Das RAAS wird im
Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus reguliert, d.h. sowohl ein
erhohter Blutdruck als auch eine erhohte Kochsalzkonzentration hemmen die
Reninfreisetzung und Reninsynthese. Auch Angiotensin Il Ubt, wie unten

aufgefuhrt, einen direkt hemmenden Effekt auf die Reninsekretion aus [139].
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Abb. 7: Ubersicht iiber die Signalkaskade des Renin-Angiotesin-Aldosteronsystems

Die Auswirkungen von Sauerstoffmangel auf die Renin-Sekretion sind noch
weitgehend unklar. Bisherige Forschungsarbeiten sind widerspruchlich und
Daten Uber die Renin-Genexpression unter Hypoxie sind rar. Dass eine
Hypoxie-Exposition einen Anstieg der PRA bzw. der Renin-Genexpression in
vivo nach sich zieht, konnten Neylon et al. (1996) nach 20minatiger Hypoxie-
Exposition (12 % 02) sowie Kramer et al. (1998) nach 6-stundiger Hypoxie-
Exposition (8 % O, oder 0,1 % CO) und Fletcher et al. (1999) nach 35-tagiger
Hypoxie-Exposition (7 h/d) an Ratten nachweisen [102;210;270]. Bei bilateral
an der Nierenarterie denervierten Tieren blieb diese Erhdhung aus [102]. Diese
Ergebnisse konnten in vitro nicht reproduziert werden. Kramer et al. (1998) und
Ritthaler et al. (1997) konnten an Kulturen mit juxtaglomerularen Zellen keine
Veranderung der Plasmareninsekretion nachweisen [210;304]. Auch beim
Menschen hatte hypobare Hypoxie keine Einfluss auf die Renin-Sekretion [206].
Messungen von Schweda et al. (2000) hingegen ergaben, dass chronische
Hypoxie-Exposition zu einer Supprimierung der Renin-Genexpression fuhrt

[317]. Zusammenfassend lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass die
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Wirkungen von Hypoxie auf die Renin-Sekretion von Dauer und Hohe des
hypoxischen  Stimulus, von der renalen Innervierung und vom

Natriumgleichgewicht abhangig zu sein scheinen [192;331;351].

Mehrfach wurde nachgewiesen, dass sowohl Renin als auch Angiotensin Il die
renale und extrarenale EPO-Sekretion stimulieren kénnen [7;99;105;127;128].
Ebenso bewirkt die Gabe von ACE-Inhibitoren eine Senkung der EPO-
Sekretion [117;189]. Die meisten Autoren verneinen jedoch einen direkten
Zusammenhang zwischen der Renin-Sekretion und der EPO-Synthese
[2;73;157;244;369]. Es wird angenommen, dass ein gleichzeitiger Anstieg von
PRA und EPO-Produktion ein indirekter Effekt ist und einen evtl. darunter
liegenden stimulatorischen Effekt Uberdeckt. Ob allerdings die Stimulierung der
EPO-Sekretion durch eine Reduktion des RBF und folglich eine ischamische
Hypoxie oder durch andere Mechanismen ausgelost wird, muss noch genauer

untersucht werden.

1.2 Eigene Fragestellung

Es ist bekannt, dass Erythropoetin unter Hypoxie durch Hypoxie-induzierbare-
Faktoren (HIF) hochreguliert wird. Bis heute ist aber nicht geklart, ob andere
Mechanismen eine Rolle bei der renalen EPO-Produktion und -Sekretion unter

Hypoxie spielen.

() Es wird in der Literatur kontrovers diskutiert, inwieweit das autonome
Nervensystem und seine Transmitter, die Gewebemenge oder die
Durchblutung der Niere die renale EPO-Sekretion regulieren. Im ersten Teil der
Arbeit wurden die EPO-Konzentration im Serum und die renale EPO-mRNA
nach renaler Denervierung und Gabe von Propranolol, Isoproterenaol,
Neuropeptid Y und dem Neuropeptid Y-Antagonist nachCO-Exposition

untersucht.
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(1) Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einflu der renalen Gewebemenge und
der Durchblutung auf die EPO-Produktion untersucht. Die Tiere wurden vor

CO-Exposition unilateral oder subtotal nephrektomiert.

() Die Durchblutung der Niere wurde vor CO-Exposition durch arterielle

Stenosierung oder akute und chronische Ureterligatur verandert.

(IV) Im vierten Teil der Arbeit wurde gepruft, ob durch Arterialisierung der Leber
Uber einen porto-renalen Shunt die EPO-mRNA-Expression in der Leber

verandert werden kann.

(V) Der funfte Teil der Arbeit befasst sich mit den Auswirkungen von Hypoxie

auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System.
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2 Material und Methodik

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Bei allen Versuchen wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
Gewicht von 280-320 g (Charles River GmbH, Sulzfeld) verwendet. In der
Tierhaltung herrschte ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus von 12/12 h. Die
Raumtemperatur betrug 21°C, die Luftfeuchtigkeit 60%g/m>. Die Tiere hatten
freien Zugang zu pelletrierter Standard-Nahrung der Fa. Altromin (Altromin,
Haltung, C1324, Altromin GmbH, Lage) und zu Leitungswasser.

2.2 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden 7 Tage bzw. 14 Tage vor CO-Exposition operiert.
Medikation wurde 30 min. vor CO-Exposition intraperitoneal injiziert oder Uber
Alzet®-Pumpen intravends infundiert, welche 12 Stunden vor der CO-Exposition
implantiert wurden. Um die Versuchsgruppen miteinander vergleichen zu
konnen, erhielten Tiere mit intraperitonealer Medikation zusatzlich 0,85 % NaCl
intravends verabreicht (Alzet®-Pumpe) und umgekehrt Tiere mit intravendser
Medikation Uiber Alzet®-Pumpen eine intraperitoneale Injektion von 0,85 %
NaCl.

Die Tiere wurden in einem speziell angefertigten Hypoxie-Kasten mit CO
begast (0-0,12 Vol % CO). AnschlieRend wurde uber die Vena cava Blut
entnommen, sowie beide Nieren und die Leber explantiert.

Folgende Parameter wurden nach 4-stundiger CO-Exposition untersucht:

e EPO-Serumkonzentration

e EPO-mRNA in Leber-und Nierengewebe

e Noradrenalin- und Adrenalingehalt im Nierengewebe
e Plasma-Renin-Aktivitat (PRA)
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Die Versuchsgruppen im ersten bis vierten Teil der Arbeit stellen sich wie folgt

dar:

Teil I:

Einfluss des autonomen Nervensystems auf die CO-stimulierte
EPO-Sekretion

DNX:

renale Denervierung beidseits (n=39)

INN:

Kontrollgruppe zur renalen Denervierung und zu Teil Il (NX, NXX),
(n=58)

V-DNX:

renale Denervierung und Kontrollgruppe zur Applikation von
Substanzen uber eine Alzet-Pumpe und i.p. Injektionen (n=7)

I-DNX:

renale Denervierung beidseits und Gabe von Isoproterenol (0,3
Hg/min/kg) tber eine Alzet®-Pumpe (n=5)

N-DNX:

renale Denervierung beidseits und Gabe von NPY (0,3 pg/min/kg)
liber eine Alzet®-Pumpe (n=6)

V-INN:

Kontrollgruppe zur renalen Denervierung und zur Applikation von
Substanzen Uber eine Alzet-Pumpe und i.p. Injektionen (n=8)

P-INN:

Kontrollgruppe zur renalen Denervierung und Gabe von Propranolol
(4mg/kg i.p.) (n=6)

NA-INN:

Kontrollen zur renalen Denervierung und Gabe von Neuropeptid Y-

Antagonist (0,5ug/min/kg, Alzet®-Pumpe) (n=5)
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Teil Il

Teil 111

Teil IV:

Einfluss der renalen Gewebemenge auf die CO-stimulierte EPO-
Sekretion

NX:

Nephrektomie der rechten Niere (NX), Kontrollen zu NXX und allen
Gruppen des Teil lll (n=20)

NXX:

2/3-Nephrektomie der linken Niere und Nephrektomie der rechten

Niere am 7. postoperativen Tag (n=15)

Einfluss der renalen Durchblutung auf die CO-stimulierte EPO-
Sekretion

ULO,5:

Nephrektomie der rechten Niere, 30 Minuten vor CO-Exposition
Ligatur des linkenUreters und i.v. Gabe des Osmodiuretikums
Mannitol (n=4).

UL24:

Nephrektomie der rechten Niere, 24 Stunden vor CO-Exposition
Ligatur des linken Ureters (n=6).

ST:

Nephrektomie der rechten Niere und Stenosierung der linken

Nierenarterie am 7. postoperativen Tag (n=10).

Einfluss der Leber-Arterialisierung auf die CO-stimulierte
hepatische EPO-Sekretion

INN (Niere):

Messung der EPO-mRNA in der Niere nicht operierten Tieren (n=35).
INN (Leber):

Messung der EPO-mRNA in der Leber bei nicht operierten Tieren
(n=22).

ART:

Arterialisierung der Leber uber reno-portalen Shunt und

Nephrektomie der rechten Niere (n=23)
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4. K-ART:
Kontrollen zur Gruppe ART mit Nephrektomie der rechten Niere und

Ligatur des Zuflusses der V. gastrica sinistra zur V. portae (n=7)

2.3 Versuchsablauf
2.3.1 Narkosen

2.3.1.1 Ketamin/Rompun-Narkose

Alle Versuche wurden mit nicht nlchternen Versuchstieren durchgefihrt.
Ketamin (Ketamin Curamed, CuraMED Pharma GmbH Karlsruhe) wurde in
einer Dosis von 70 mg/kg Koérpergewicht und Xylazin (Rompun 2%, Bayer Vital,

Leverkusen) mit 15 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert.

2.3.1.2 Diethylether-Narkose

Der Boden eines GlasgefalRes wurde mit mehreren Tupfern (Tupfer, Zelletten,
Lohmann) ausgelegt und mit einigen Tropfen Diethylether (Merck, Darmstadt).
benetzt. Das Tier wurde dann in das Glasgefall gesetzt. Bereits nach wenigen
Sekunden setzte die sedierende Wirkung des Diethylethers ein. Da die
narkotisierende Wirkung des Ethers sehr schnell nachlasst, wurde zur
Aufrechterhaltung der Narkose bis zum Versuchsende eine Spritze (Plas.tipak®
Spritzen, 10ml, Becken Dickinson S.A., Spanien), die mit
diethylethergetrankten Tupfern geflllt war, in Hohe der Schneidezahne des

Tieres platziert.

2.3.2 Teil I: Praparationen und zeitlicher Verschsablauf

2.3.2.1 Denervierung

Die Tiere wurden auf einem geheizten Praparationstisch gelagert (Typ: RT,
Effenberger, = medizinisch-technischer = Geratebau, Pfaffing/Attel). Die

Korpertemperatur der Tiere wurde konstant bei 37,2°C gehalten, kontrolliert
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durch eine rektale Temperatursonde (Effenberger, medizinisch-technischer
Geratebau, Pfaffing/ Attel). Nach einem abdominellen Medianschnitt und
Fixierung der Bauchwand wurden Magen und Darmkonvolut mobilisiert, zur
Seite gedrangt und mit einem angefeuchteten Tupfer (0,85 % NaCl) und
Parafilm gegen Austrocknung geschitzt. Die Nierenarterie wurde unter
stereomikroskopischer Sicht (Leica Stereomikroskop MZ 9-5, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim) stumpf freiprapariert und von
Bindegewebe und Nerven befreit. Um die restlichen Nervenfasern zu
inaktivieren wurde die Arterie dreimal mit zehnprozentiger Phenol-Lésung in
Ethanol betupftt Das Operationsgebiet wurde anschlieBend mit
Natriumchloridlosung gespult, um die Phenol-Wirkung auf die Nervenfasern zu
beschranken. Nun wurde die rechte Niere auf die gleiche Weise freigelegt und
denerviert. Nach erfolgreicher Denervierung wurden die Baucheingeweide
reponiert und die Operationswunden verschlossen. Die gesamte
Bauchmuskulatur mit Faszien und Peritoneum wurde durch eine fortlaufende
Naht mit einem resorbierbaren Faden (Vicryl violett geflochten 4/0, EthilNN,
Norderstedt) verschlossen. Die Haut wurde ebenfalls durch eine fortlaufende
Naht (Faden: Vicryl ungefarbt geflochten 3/0, EthiINN, Norderstedt) zugenaht.
Die Praparationszeit betrug insgesamt 45 min.

An scheinoperierten Tieren wurden unter gleicher Narkose und mit gleicher
Praparationsdauer alle Eingriffe auRer der manuellen und pharmakologischen

Zerstorung der renalen Nervenfasern durchgefihrt.

2.3.2.2 Implantation von osmotischen Mikropumpen

Zur kontinuierlichen Applikation von definierten Mengen an Testsubstanz Uber
mehrere Stunden wurden osmotische Alzet®-Pumpen (Modell 1003D, DURECT
Corporation, Cupertino, CA) 12 Stunden vor Versuchsbeginn subkutan
implantiert. Unter einer Diethylether-Narkose wurde ein 2 bis 3 cm langer
suprasternaler links-paramedianer Hautschnitt gesetzt und mit einer Schere
stumpf nach lateral zu einer subkutanen Hauttasche erweitert, welche die 1,5 x

0,6 cm grof3e Pumpe aufnehmen konnte.
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Die Pumpen waren zuvor entsprechend der Gebrauchsanweisung steril mit der
Testlosung gefillt und die exakte Flllung anschlieRend Uberprift worden. Auf
die Alzet®>-Pumpe wurde dann ein Polyethylen (PE)-Katheter mit einem
Innendurchmesser von 0,58 mm und einer Lange von ca. 3 cm aufgesetzt. Die
Pumpe wurde daraufhin fur mindestens 6 h bei 37 °C in ein Gefal® mit steriler
0,85 %iger NaCl-Lésung gestellt, um vor der Implantation eine Pumprate von
1.0 pl/h sicherzustellen.

Nach Praparation der Vena jugularis externa wurde der PE-Katheter (0,58 x
0,96mm) auf der Alzet®-Pumpe ca. 1,5 cm herzwarts in die Vene
vorgeschoben. Nach sorgfaltigem Einbinden des Katheters kaudal der
Inzisionsstelle (Faden: Silk Seide, AUT: 798, S.M.l. AG, Hunningen, Belgien)
wurde die Wunde verschlossen (Faden: Vicryl ungefarbt geflochten 3/0,

EthiINN, Norderstedt). Die Praparationsdauer betrug 3-5 min.

Es folgt zur Verdeutlichung der zeitliche Ablauf des Versuchs:

DNX/Schein Erholungs- Verum/Placebo CO-Exposition BE
OP phase i.p. (30 min. vor (0,00-0,14 Vol %) /
CO-Exposition) OE
oder
Alzet ® (12 h
vor CO-
Exposition)
A/ R
Tag 7 12 h/ 30 min. 4h 2 min.
vor CO-Exposition vor CO-Exposition Zeitachse

Abb. 8: Zeitlicher Versuchsablauf Teil I: 7 Tage vor CO-Exposition beidseitige renale
Denervierung, bzw. Schein-Operation, 12 h/30 min vor CO-Exposition Implantation von
AIzet®-Pumpen bzw. i.p. Gabe von Verum oder Palcebo, CO-Exposition je nach
Versuchsgruppe bei 0,00-0,12 Vol % CO; BE, Blutentnahme; OE, Organentnahme; DNX,
bds. Denervierung der Nierenarterie
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2.3.3 Teil ll: Praparation und zeitlicher Versuchsablauf

2.3.3.1 Einseitige Nephrektomie

Die Tiere erhielten eine Ketamin/Rompun-Narkose. Die rechte Niere wurde
freigelegt und unter Schonung der Nebenniere nach Ligatur des Ureters und
der Gefalke entnommen. Die Baucheingeweide wurden reponiert und die
Operationswunde verschlossen. Das Tier blieb bis zum Nachlassen der
Narkose auf dem geheizten Praparationstisch. Die Operationsdauer betrug

insgesamt 15 min.

2.3.3.2 Subtotale (5/6) Nephrektomie

Die subtotale Nephrektomie wurde in zwei Operationsschritten im Abstand von
sieben Tagen durchgefuhrt: Zunachst wurden zwei Drittel der linken Niere 14
Tage vor CO Exposition unter Ketamin/Rompun Narkose durch die Ligatur von
1 bis 3 Asten der Nierenarterie von der Durchblutung abgeschlossen. Dafir
wurde der Nierenhilus mit den Hauptverzweigungen der Arteria renalis
freiprapariert. Mit einer Gefallklemme wurden zunéchst einzelne Aste fiir 3 bis
5 Sekunden abgeklemmt, um die Grolle des Infarktgebietes abschatzen zu
konnen. Dieses wurde durch eine Weildfarbung des Nierengewebes deutlich
erkennbar. Dann wurden entsprechenden Nierenarterienaste mit einem Faden
angeschlungen und ligiert (Silk Seide, AUT: 798, S.M.l. AG, Hunningen,
Belgien). Die Praparationszeit betrug insgesamt 30 min.

In einem zweiten chirurgischen Eingriff nach sieben Tagen unter
Ketamin/Rompun Narkose wurde die rechte Niere unter Schonung der

Nebenniere entfernt.
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Es folgt zur Verdeutlichung der zeitliche Ablauf des Versuchs:

2/3-NX links Erholungs- NX rechts Erholungs- CO-Exposition BE
phase phase (0,00-0,12 /
Vol %) OE
// s
4
Tag 14 Tag 7 4h 2 min.
vor CO-Exposition vor CO-Exposition Zeitachse

Abb. 9: Zeitlicher Versuchsablauf Teil ll: 14 Tage vor CO-Exposition 2/3-Nephrektomie
links, 7 Tage vor CO-Exposition Nephrektomie rechts, CO-Exposition bei 0,04-0,12 Vol %
CO; BE, Blutentnahme; OE, Organentnahme; NX, Nephrektomie

2.3.4 Teil lll: Praparationen und zeitlicher Versuchsablauf

2.3.4.1 Ureterligatur

Zunachst wurde unter Ketamin/Rompun-Narkose eine einseitige Nephrektomie
der rechten Niere durchgefihrt (s.u. 2.3.3.1). Am siebten (bzw. sechsten)
postoperativen Tag wurde 30 min. oder 24 Stunden vor CO-Exposition unter
Diethylethernarkose (beschrieben unter 2.3.1.2) der linke Ureter ligiert. Nach
vorsichtiger, stumpfer Praparation des Nierenhilus wurde der Ureter
aufgesucht, freiprapariert und auf einer Strecke von ca. 1 cm dargestellt. Der
Ureter wurde dann ca. 50 mm distal des Nierenbeckens angeschlungen und
ligiert (Faden: Silk Seide, AUT: 798, S.M.I. AG, Hunningen, Belgien). Nach dem
Reponieren  der Baucheingeweide und dem  VerschlieBen der
Operationswunden wurden 1 ml Mannitol (Mannit-Lésung 20%, Serag-
Wiessner GmbH&Co0.KG, Bayern) uUber die Schwanzvene injiziert. Die mit
Diethylether gefullte Spritze wurde dann entfernt und die Tiere verblieben auf
dem Warmetisch, bis die Narkose nachlie® (ca. 2 bis 4 min. nach Entfernen

des Diethylethers). Die Praparationsdauer betrug etwa 5 bis 7 min.
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2.3.4.2 Stenosierung und Flowmessung an der Nierenarterie

Die Tiere erhielten eine Ketamin/Rompun-Narkose. Nach vorsichtiger stumpfer
Praparation des Nierenhilus wurde die Niere, um sie zu fixieren, in einer
Nierenschale gelagert. Dann wurde ein Flowkopf (Blutflussmesskopf, Modell
EP 102.5, Schlag GmbH, Bergisch Gladbach) mit 1.2 bis 1.4 mm
Innendurchmesser um die Nierenarterie gelegt und mit einem
elektromagnetischen Blutflussmessgerat (Electromagnetic Flowmeter, Modell
FM 501, Carolina Medical Electronics, U.S.A.) zur renalen Blutflussmessung
(RBF) verbunden (Abb. 11). Das elektromagnetische Blutflussmessgerat leitete
die Blutflussregistrierungen weiter zum Schreibgerat (WeKa graph, Modell WK-
280R, WKK, CH-Kattbrunn, CH), auf dem kontinuierlich die renalen
Blutflussmessungen aufgezeichnet wurden. Zur Erdung wurde eine kleine
Klemme am Musculus rectalis befestigt und mit dem elektromagnetischen
Blutflussmessgerat verbunden. Die Eichung des Null-Flusses wurde durch
Abklemmen der Nierenarterie mit einer GefalRklemme bestimmt.

Nach Abschluss der Praparation folgte eine 20-minttige Aquilibrierungsphase.
Dabei wurde die Bauchhohle mit feuchten Tupfern und Parafilm abgedeckt, um
Flussigkeitsverluste zu vermeiden. Nachdem sich der renale Blutfluss
stabilisiert hatte, folgte die Stenosierung der Nierenarterie: Proximal des
Flowkopfes wurde an der Nierenarterie eine selbst hergestellte Metallklemme
angebracht. Diese bestand aus einem Aluminiumstreifen (Lange 3 mm, Breite 1
mm), der in der Mitte durchgebogen wurde. Daraufhin wurden unter standiger
Beobachtung des renalen Blutflusses die beiden Enden der Metallklemme
mittels einer Pinzette einander angenahert. Dadurch verringerte sich der
Durchmesser von Metallklemme und Arterie. Dieser Vorgang wurde gestoppt,
sobald das Blutflussmessgerat eine Verringerung des Blutflusses auf 30% des
Ausgangswertes verzeichnete. Dann wurde der Flowkopf entfernt, die
Baucheingeweide reponiert und die Operationswunden verschlossen. Die Tiere
verblieben auf dem Warmetisch, bis die Narkose nachlie. Die
Praparationsdauer betrug insgesamt 90 min. 7 Tage nach Abschluss der
Stenosierung wurde bei diesen Tieren eine Nephrektomie der rechten Niere

durchgefuhrt. Diese Praparation wurde bereits unter 2.3.3.1 beschrieben.
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Es folgt zur Verdeutlichung der zeitliche Ablauf des Versuchs:

NX rechts Erholungs NX rechts. bei Erholungs Ureter- CO- BE
bei ST phase ULO0,5/UL24; phase ligatur Expo- /
Nierenarterien- links und sition OE
stenose links Mannitol (0-0,12
bei ST i.v. bei Vol %)
ULO0,5/
uL24
i //// //// >
Tag 14 Tag 7 30 min./1h/24h 4h 2min.
vor CO-Exposition vor CO-Exposition vor CO-Exposition Zeitachse

Abb. 10: Zeitlicher Versuchsablauf Teil Ill: 14 Tage vor CO-Exposition Nephrektomie
rechts bei ST-Gruppe, 7 Tage vor CO-Exposition Nephrektomie rechts bei UL-Gruppen,
30 min/24 h Ureterligatur links bei UL-Gruppen, CO-Exposition bei 0,04-0,12 Vol % CO;
BE, Blutentnahme; OE, Organentnahme; UL 0,5, akute Ureterligatur; UL24, chronische
Ureterligatur; ST, Nierenarterienstenose; NX, Nephrektomie

Left Renal
Artery

Left
Kidney

Abb. 11: Schematische Darstellung der elektromagnetischen Blutflussmessung mit dem
Blutflussmesskopf um die linke Nierenarterie
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2.3.5 Teil IV: Praparation und zeitlicher Versuchsablauf

2.3.5.1 Arterialisierung der Leber

Die Oxygenierung des sauerstoffarmen und nahrstoffreichen Pfortaderblutes
wurde nach der von Shimizu et al. (2000) beschriebenen Methode durchgefihrt
[320] (Abb. 13). Die Tiere wurden gewogen, narkotisiert (Ketamin/Rompun
Narkose) und auf einem beheizten Praparationstisch (Effenberger, medizinisch-
technischer Geratebau, Pfaffing/Attel) gelagert. Das Fell wurde mit Paraffindl
geglattet und die Bauchdecke eréffnet. Dann wurde das Darmkonvolut zur
Seite gedrangt und die rechte Niere freigelegt.

Diese wurde mit stumpfer Praparation unter Schonung der Gefalde und der
Nebenniere von prarenalem Fettgewebe und bindegewebigen Verwachsungen
befreit und mobilisiert. Es folgte die Darstellung von Arteria renalis, Vena
renalis und Ureter. Dieser wurde stumpf prapariert und auf einer Strecke von
ca. 1 cm dargestellt. Nachdem das distale Ende des Ureters ligiert worden war
(Faden: Silk Seide, AUT: 798, S.M.l. AG, Hunningen, Belgien), folgte der
Ligatur die Durchtrennung.

Die Nierenarterie wurde weit distal ligiert, die Vene dagegen proximal.
Nachdem die Nierengefalde durchtrennt worden waren, konnte die Niere
entnommen werden. Die linke Nierenarterie wurde nun in ihrem gesamten
Verlauf bis zu ihrem Ursprung aus der Aorta abdominalis dargestellt und
mobilisiert. Dann wurde der Gefallstumpf der Arteria renalis proximal mit einer
GefalRklemme abgeklemmt und die zuvor gesetzte distale Ligatur entfernt, so
dass ein Polyethylen-Katheter (Polythene Tubing, 0,58 mm ID, 0,96 mm OD,
SIMS Portex Ltd, UK) in die Vene eingebracht werden konnte. Die
Gefallklemme wurde zunachst belassen. Dann wurde die Vena portae am
dorsalen Rand des Ligamentum hepatoduodenale aufgesucht und etwa 2 cm
vor ihrem Eintritt in die Leberpforte von Arteria hepatica und Ductus
choledochus getrennt. Es wurde die Mundung der Vena gastrica sinistra in die
Vena portae freiprapariert. Die Vena gastrica sinistra wurde distal ligiert und
proximal angeschlungen. Proximal des angeschlungenen Fadens wurde die
Vene mit einer GefalRklemme abgeklemmt und konnte so inzidiert werden. Es

wurde nun das andere Ende des Polyethylen-Katheters in die Vene
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eingebracht. Die GefalRklemme wurde geldést und der Katheter unter
mikroskopischer Sicht 1 cm vorgeschoben und anschlieliend durch Zuziehen
des angeschlungenen Fadens fixiert.

Die Gefalsklemme auf der Arteria renalis wurde nun geldst und das oxygenierte
Blut aus der Arteria renalis konnte Uber die Polyethylen-Kanule und die Vena
gastrica sinistra in die Vena portae und in die Leber stromen.

Zum  Schluss wurden die Baucheingeweide reponiert und die
Operationswunden verschlossen. Die Tiere verblieben auf dem Warmetisch,
bis die Narkose nachlief3. Die Praparationsdauer betrug insgesamt 45 min. Am

siebten postoperativen Tag erfolgte die CO-Exposition.

Es folgt zur Verdeutlichung der zeitliche Ablauf des Versuchs:

ART/K-ART Erholungs- CO-Exposition BE
phase 0,06 Vol % /
OE
77 >
Tag 7 4h 2 min.
vor CO-Exposition Zeitachse

Abb. 12: Zeitlicher Versuchsablauf Teil IV: 7 Tage vor CO-Exposition Pfortaderarteriali-
sierung bzw. Schein-OP, CO-Exposition bei 0,06 Vol % CO; BE, Blutentnhahme; OE,
Organentnahme; ART, Pfortaderarterialisierung; K-ART, Kontrollgruppe
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Abb. 13: Schematische Darstellung des reno-portalen Shunts. Der Katheter dient als
Verbindung zwischen Nierenarterienstumpf und Pfortaderast (modifiziert nach Shimizu et
al., 1999)

2.3.6 Probengewinnung

Unmittelbar nach CO-Exposition erhielten die Tiere eine Diethylether-Narkose.
Blutprobe wurden Uber die Vena cava entnommen Danach wurden die Tiere
durch Ausbluten getdtet. Die Blutprobe wurde sofort in ein auf Eis vorgekuhltes
Eppendorf-Gefall (2 ml, Eppendorf, Hamburg) uberfuhrt, bei 4000 U/min
zentrifugiert und bei -80°C tiefgefroren.

Nach der Blutabnahme und dem Entbluten des Tieres wurden die Niere und
Teile der Leber entnommen, um die EPO-mRNA-Expression in Leber- und
Nierengewebe untersuchen zu konnen. Die Nieren wurden halbiert. Dabei
wurde jeweils eine Halfte in Einbettkassetten (Universal, gelb, R. Langenbrinck,
Emmendingen) dberfilhrt und in Roti®Histofix (Formaldehydidsung 4,5%,
saurefrei, pH 7, Carl Roth, Karlsruhe) gelagert, um im Pathologischen Institut
der Universitat Tubingen in Paraffin eingebettet zu werden. Die andere Halfte
wurde in PP-Réhrchen (Cryo, S., PP-Rdhrchen, 2 ml, 12.5/38 mm, Greiner,
Frickenhausen) uberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

tiefgefrorenen Gewebe wurden bei —80 °C bis zur weiteren Untersuchung (EPO
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mRNA, Noradrenalingehalt) gelagert. Ebenso wurde mit dem Lebergewebe
verfahren.

2.3.7 Hypoxiekasten

1 2 3 4 5

Abb. 14: Hypoxiekasten fiir Versuche in funktioneller Hypoxie. Die Tiere sind durch
gefensterteTrennwédnde in Gruppen zu je zwei Tieren geteilt. Das CO-Luft-Gemisch wird

durch hochgelegene Gaseinlasse in den Kasten geleitet und durch tiefgelegene Auslasse
abgeleitet.

1=Trennwand mit Bohrungen, 2=Gaseinlass (insges. 3 Gaseinlasse), 3=Mischdiise,
4=Einlass fiir Ratten, 5=CO-Messgerat
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Abzug
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Abb. 15: Schematische Zeichnung des Hypoxiekastens und der zugehodrigen
Gasleitungen.

Die Versuche an wachen Ratten in funktioneller Hypoxie wurden in einem
Hypoxiekasten durchgefuhrt. Der Hypoxiekasten wurde wahrend des Versuchs
mit einem Gasgemisch, bestehend aus Atemluft und unterschiedlichen
Konzentrationen Kohlenmonoxid (0,00-0,14 Vol %), durchstromt. Die
Abbildungen 14 und 15 zeigen den typischen Versuchsaufbau fur eine 4-
stindige CO-Exposition. Wahrend der CO-Exposition wurde die CO-
Konzentration im Hypoxiekasten anhand eines Messgerates
(Rauchgasmessgerat testo 300 M, Testo GmbH & Co, Lenzkirch) in 15-
minutigem Zeitabstand kontrolliert und aufgezeichnet (Tischdrucker, Testo
GmbH & Co, Lenzkirch). Abbildung 16 verdeutlicht Details in einer
Konstruktionszeichnung. Die Zeichnung gibt den Kasten in drei Hauptansichten

wieder sowie Detaildarstellungen einiger wichtiger Ventile.
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Hypoxiekasten zur CO-Exposition von Ratten
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Abb. 16: Konstruktionszeichnung des Hypoxiekastens und Detaildarstellung der
wichtigsten Ventile
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2.4 Messmethodik

Bei den Versuchen wurden folgende Parameter bestimmt, wobei Punkt 4 und 5

vor bzw. wahrend des Versuchs, die anderen Parameter spater bestimmt

wurden:

1) EPO-Serumkonzentration (mU/ml)

2) Plasmareninaktivitat (ng ANG)

3) EPO-mRNA

4) MAP (diastol.RR+(systol.RR-diastol.RR)/3)

5) Renaler Blutfluss (ml/min), nur bei stenosierten Tieren
6) Katecholamingehalt der Nieren (ng/ml)

2.4.1 Elektromagnetische Blutflussmessung

Das Prinzip der elektromagnetischen Blutflussmessung beruht auf einer
Spannungsanderung in einem magnetischen Feld, sobald geladene Teilchen
durch dieses Feld flie3en.

Der Messkopf, der um das Gefald gelegt wird, enthalt eine Spule, an die eine
Spannung angelegt wird. Die Bewegung geladener Teilchen, in diesem Fall
lonen (Na*, K*, CI, HCO3’, H") des intravasalen Blutvolumens, induziert eine
Spannungsanderung, die proportional zur Flussgeschwindigkeit ist. Durch die
Wahl eines entsprechenden Blutflussmesskopfes (Innendurchmesser des
Flowkopfes, der das Gefal® umschliel3t, bei der Nierenarterie von Sprague-
Dawley Ratten: 1,2 bis 1.4 mm) ist die Querschnittsflache des Blutgefalles
festgelegt. Die Flussmenge (ml/min) kann so in Abhangigkeit von der Zeit und
der proportional zur lonenkonzentration ansteigenden Spannungsanderung im
Magnetfeld gemessen werden.

Da die Spannungsanderung im Magnetfeld von der Ladungsmenge der
durchflieRenden Teilchen abhéngig ist, erzeugen Erythrozyten keine
Spannungsanderung. Die Blutflussmessung ist daher vom Hamatokrit des

Blutes abhangig.
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Bei jedem Experiment wurde der Nullfluss des RBF durch Abklemmen der
Nierenarterie bestimmt. Die Messgenauigkeit wird vom Hersteller auf 5%

angegeben.

2.4.2 Plasmareninbestimmung

Das Blut wurde zu 200ul der folgenden vorgekuhlten Losung zugegeben:
Hepes-Tris- Puffer + 2 mg/ml Na,EDTA (pH 7,4). Anschliel3end wurde bei

10 000 U/min (Hettich Zentrifugen Mikro 12—24, Tuttlingen) 1 min. zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein vorgekiihltes Eppendorf-GefaR (1,5 ml, Eppendorf,
Hamburg) Uberfuhrt und bis zur weiteren Analyse bei —80°C eingefroren. Die
Reninaktivitat wurde mit einem spezifischen Radioimmunoassay bestimmt, der
auf der Fahigkeit des Renins zur Angiotensin | - Bildung beruht. Als
Reninsubstrat wurde Angiotensinogen aus Plasma von bilateral
nephrektomierten Ratten verwendet. Jede Probe wurde zu einer bestimmten
Menge Ratten-Angiotensinogen gegeben und 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde dann im Eisbad gestoppt.

Danach wurde '®I- Angiotensin | und Angiotensin | - Antikérper pipettiert und
bei 4 °C 18 h aquilibriert. Die Trennung des gebundenen von freien Angio-
tensin | erfolgte mit Aktivkohlesuspension, die mit Gamma-Globulin (Cohn
Faktor |-V, vom Rind, Sigma) beschichtet war. Die Proben wurden 10 min gut
geschiittelt, bei 2800 rpm zentrifugiert und der Uberstand im Gamma-Zahler

(Cobra Auto-Gamma R, Groningen, Niederlande) gemessen.

243 Reversed Phase HPLC
Die HPLC (high pressure liquid chromatography) diente der quantitativen

Katecholaminbestimmung in der Niere von denervierten Ratten. Die Tiere
galten als hinreichend denerviert, wenn der Katecholamingehalt der beiden

Nieren jeweils unter 15 % des Ausgangswertes lag.

Probenvorbereitung: Die bei —80°C eingefrorenen Proben wurden am Tag der

Messung aufgetaut und in mit 2 ml eisgekuhlter Sulfosalicylsaure gefullte
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Reagenzglaser gegeben. Mit Hilfe eines Ultra-Turrax (Ultra-Turrax T 25, Janke
& Kunkel, Staufen im Br.) wurden die Proben homogenisiert. Dem Homogenat
wurde der interne Standard DHBA (Dihydroxy-benzylamin) in einer
Konzentration von 100 ng/g Nierengewicht zugegeben. Die Proben wurden fur
1 h auf Eis gekuhlt gelagert. Danach wurde die Losung gemischt, zentrifugiert,
der Uberstand abpippetiert und dem Uberstand 1 ml Tris-Puffer zugegeben.
Der pH- Wert wurde mit einem pH-Meter (Heidolph MR 80) bestimmt und mit
Hilfe von 2 M NaOH Lésung auf pH 8,6 eingestellt. Dann wurden 70 mg
Aluminiumoxid (Al,O3) zugegeben, an das die Katecholamine adsorbiert
werden.

Die Proben wurden fur 10 bis 15 min in einem Rotationsmischer
(Rotationsmischer 3300, Eppendorf, Hamburg) geschittelt, anschlieRend
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Das Aluminiumoxid wurde dann mit Hilfe von zweimal je 500 ml Aqua bidest. in
Filtrationssaulen dberfuhrt. Hierauf wurde das Gemisch im Schuttler
durchmischt und in der Zentrifuge (Hettich Rotanta, Hettich, Tuttlingen) fur 10
min bei ca. 3000 U/min zentrifugiert.

Nach diesem zweiten Waschschritt blieb nur das Al,O3 mit den daran
gebundenen Katecholaminen zurick. Die Katecholamine wurden vom
Aluminiumoxid durch Zugabe von 300 ul Phosphorsaure (H3PO4) eluiert. Die
jetzt in der flussigen Phase vorliegenden Katecholamine wurden durch erneute
Zentrifugation bei 2400U/min in spezielle HPLC-Vials uUberfuhrt. Die Proben
konnten ohne Verluste bis zu einem Tag im Kuhlschrank aufbewahrt werden,
bevor sie mit der HPLC analysiert wurden [259].

2.4.4 Bestimmung von Erythropoetin im Enzymimmunoassay (ELISA)

Die Bestimmung der EPO-Serumkonzentration wurde mit dem kommerziellen
Enzymimmunoassay der Firma medac (medac, Gesellschaft fur klinische

Spezialpraparate mbH, Wedel) durchgefuhrt.

Prinzip: Im EPO-ELISA wurden zwei monoklonale Antikorper (aus Mausen) zur

Bestimmung der EPO-Serumkonzentration (mU/ml) eingesetzt. Ein Antikérper
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ist auf der Mikrotiterplatte fixiert und bindet im ersten Reaktionsschritt das im
Serum vorliegende EPO. Im zweiten Reaktionsschritt wird ein mit alkalischer
Phosphatase konjugierter Antikorper zugegeben und bindet an den bereits
vorhandenen EPO-Antikorper—-Komplex. Die Phosphataseaktivitat des
gebundenen Konjugats modifiziert das Substrat p—Nitrophenylphosphat zu einer
intensiv gelb gefarbten p-Nitrophenol-Losung. Die Extinktion wird bei 405 nm
bestimmt und folgt dem Lambert-Beerschen Gesetz: E = "%log lo/l =€ x ¢ x d

Die EPO-AKktivitat im Serum wird in mU/ml angegeben.

2.45 Bestimmung von Erythropoetin-mRNA

2.4.5.1 Gesamt-RNA Isolierung aus Leber- und Nierengewebe mittels

RNA-pure System

Zur Isolierung der Gesamt-RNA, Amplifikation und Sequenzierung wurde durch
ubliche Vorsichtsmallnahmen (Handschuhe, Verwendung von Wasser flr
Injektionszwecke, usw.) darauf geachtet, Kontaminationen jeglicher Art zu
vermeiden. Die Gewebeproben wurden gewogen und anschlieliend daraus die
Gesamt-RNA isoliert, wobei 100 mg Gewebe mit 1 ml peqGold RNA-Pure
(PeqLab, Erlangen) versetzt und im Potter homogenisiert wurden. Das
Homogenat wurde fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurden
200 pl Chloroform zu 1 ml Homogenat hinzugegeben. Durch kraftiges Schutteln
wurden die Phasen durchmischt und fur 5 Minuten bei 12 000xg* (4°C)
zentrifugiert. Die obere RNA-haltige, flissige Phase wurde abpipettiert und
vorsichtig in ein neues Eppendorf Uberflhrt. Zur Fallung der RNA wurde pro ml
Uberstand 0,5 ml Isopropanol hinzugegeben und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend erfolgte eine zehnminutige
Zentrifugation bei 12000xg* (4°C). Der Uberstand wurde dekantiert und das
entstandene Pellet mit je 1 ml 75 % Alkohol durch Schitteln und
anschlieRendes Zentrifugieren (10 Minuten; 12000xg*; 4°C) zweimal
gewaschen. Die hieraus gewonnene RNA wurde in 200 yl DEPC-Wasser
aufgenommen und im Wasserbad bei 60°C fur 10 Minuten erhitzt. Die

Lagerung der RNA-L6sung erfolgte bei -80°C.
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2.4.5.2 Quantifizierung der RNA

Die Konzentration der RNA-L6sung wurde photometrisch bestimmt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde 1 ul RNA-Losung in 79 ul Aqua destilata
pipettiert und die optische Dichte der Losung bei 260 nm in Quarzkuvetten

bestimmt. Die Konzentration wurde wie folgt berechnet:

Konzentration RNA [mg/ml] = Extinktion,sonm* 0,04 mg/mlxVerdiinnungsfaktor

2.4.5.3 Multiplex RT-PCR

Der Ausdruck Multiplex steht fur die Anwendung mehrerer Primerpaare in
einem Probenansatz wahrend einer PCR. Es werden daher mehrere cDNA-
Sequenzen gleichzeitig amplifiziert. Der Ausdruck Duplex/Triplex usf. steht
dabei fur die Anzahl der benutzten Primerpaare. Bei der Quantifizierung mittels
Duplex RT-PCR wird im Allgemeinen mit der zu untersuchenden Ziel-mRNA
ein sogenannter interner Standard mitgefuhrt. Die Menge der amplifizierten
Ziel-DNA wird dann zur Menge des internen Standards in Relation gesetzt. Als
interner Standard kann ein so genanntes ,housekeeping gene“ eingesetzt
werden. In dieser Arbeit wurde hierfir Cyclophyllin verwendet. Die Sequenz
des ,housekeeping gene“ wird mit der Zielsequenz koamplifiziert. Eine
Voraussetzung fur den Gebrauch des endogenen ,housekeeping gene® ist
naturlich  die  Nichtbeeinflussung der Expressionsrate durch die

Versuchsbedingungen.

2.4.5.4 Reverse Transkription

Mittels der reversen Transkriptase wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Fur
die Reaktion wurden Random-Primer eingesetzt, die je nach Sequenz an die
MRNA hybridisieren, so dass alle mRNA-Bereiche in der cDNA vorhanden
waren. Alle Pipettierschritte wurden bei 4°C auf Eis durchgeflhrt.

Die fir die Reaktion bendtigte Menge an Gesamt-RNA betrug 0,5 ug. Pro
Eppendorfgefall wurde 5 mM MgCl,, 0,5 U RNAse Inhibitor RNAsin (Promega,
Mannheim), 0,25 pg Oligo-dTs-Primer und 0,25 pg Random (N)s-Primer
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hinzupipettiert. Durch Zentrifgation wurde der Gesamtinhalt gesammelt, der
RT-Mix (1x GeneAmp PCR Buffer Il, Applied Biosystems, Darmstadt) und 1
mM dNTP (deoxynucleotide triphosphate) hinzugegeben und anschlieend auf
ein Volumen von 20 pl eingestellt. Die Komponenten wurden durch vorsichtiges
Auf- und Abziehen der Pipette durchmischt. 12.5 U der AMV-RT-DNA (Avian
Myeloblastosis Reverse Transkriptase, PeqglLab, Erlangen) wurden pro
Eppendorf hinzugegeben und ebenfalls durch leichtes Auf- und Abziehen der
Pipette durchmischt. Nun wurden die Proben im Wasserbad bei 42 °C fur 60
Minuten inkubiert. Durch anschlieRendes Erhitzen auf 70 °C fur 15 Minuten

wurde die Reverse Transkriptase denaturiert, wodurch die Reaktion stoppte.

2.4.5.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (Quantitative real-time RT-PCR)

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Erythropoetin- und Cyclophilin-A-
(Peptidyl-Prolyl-lsomerase A, PPIA) Primer wurden von der Firma MWG-
Biotech, Minchen bezogen. Cyclophilin A diente bei der Quantifizierung als
interner Standard. Die Expressionsrate des Zielgenes Erythropoetin wurde mit
Hilfe des PCR-Analysierungsprogrammens berechnet. Alle Ergebnisse sind als
Quotient von EPO-mRNA-Kopien zu 1000 Cyclophilin-A-Kopien angegeben.

Die PCR-Primer hatten eine Lange von 18-20 Basen und besal3en einen Anteil
von 60-70% Cytosin und Guanidin (C und G). Folgende Primerpaare wurden

fur die PCR verwendet:

Primerpaar S/AS Sequenz Basenldnge
Erythropoetin Sense 5-CACGAAGCCATGAAGACAGA-3 20
Erythropoetin Antisense 5-GGCTGTTGCCAGTGGTATTT-3’ 20
Cyclophilin-A Sense 5-GGGGAGAAAGGATTTGGCTA-3 20
Cyclophilin-A Antisense 5-ACATGCTTGCCATCCAGCC-3’ 19

Alle Substanzen waren vorgekuhlt und wurden auf Eis pipettiert. Die PCR
wurde in einem Gesamtvolumen von 20 i durchgefuhrt. Als

Ausgangstemplatemenge wurden je 50 ng cDNA-LOsung vorgelegt. Diese
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wurde mit einem entsprechenden Reaktionsmix (FastSart DNA Master SYBR

Green | kit, Roche, Mannheim) versetzt. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCl, und

jeweils 0,5 ul sense/antisense Primer hinzupipettiert. Die Komponenten wurden

vorsichtig gemischt und anschliel3end zentrifugiert. Nun folgte die Amplifikation

im PCR-Cycler nach folgendem Protokoll:

Zielsequenz | Vorinkubation | Denaturierung | Annealing | Elongation Letzte Zyklenzahl
Elongation
o 95°C 95°C 68°C 72°C
EPO 94°C 10 min 10s 10 16's 45
0 95°C 68-58°C 72°C
PPIA 94°C 10 min 10s 16's 45

2.5 Verwendete Materialien und Reagenzien

25.1 Testsubstanzen

Propranolol (-Hydrochlorid)

Wirkung:
Applikation:

Summenformel:
Mol. Gewicht:

Dosierung:

Losungsmittel:

Praparation:

Bezug:

B1-und B2-Rezeptoren blockierende Substanz
intraperitoneal
C18H21N02(HC|) OH

|
295,8 OCH,CHCH,NHCH(CH),
4 mg/kg KG

0,85% NaCL OO

fest, weild

Sigma
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Isoproterenol

Wirkung: B4-und B2-Rezeptoren stimulierende Substanz
Applikation: intravends (Alzet®-Pumpe)

Summenformel: C411H47NO3 OH

Mol. Gewicht: 556,6 - CLCHZNHCH(CHz)Z
Dosierung: 3 ug/h/kg

Ldsungsmittel: 0,85% NaCL o

Bezug: Sigma

[Pro34]-substituiertes Peptid YY (PYY)

Wirkung:
Applikation:

Primarstruktur:

Dosierung:
Ldsungsmittel:

Bezug:

Neurotransmitter

intravends (Alzet®-Pumpe)
Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu-lle-Thr-Arg-GIn-Arg-
Tyr-NHz

0,3 pg/min/kg

0,85 % NaCl

Sigma

Neuropeptid Y-Rezeptorantagonist

Wirkung:
Applikation:
Primarstruktur:
Dosierung:
Losungsmittel:

Bezug:

spezifischer Antagonist am Neuropeptid Y- und Ys-Rezeptor
intravends (Alzet®-Pumpe)
lle-Glu-Pro-Dapa-Tyr-Arg-Leu-Arg-Tyr-NH;

0,5 ug/min/kg

0,85 % NaCl

Sigma
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2.6 Statistische Auswertung

Alle Daten werden in Form von Mittelwert + Standardfehler (SEM) prasentiert.
Als signifikant wurde in allen Versuchen ein p<0,05 betrachtet. Fur die
Gruppenvergleiche wurden die Mittelwerte der Versuchsgruppe gegen die
jeweilige Kontrollgruppe mittels ungepaartem t-test und Varianzanalyse
(ANOVA) auf Unterschiede gepriift. Hierfiir wurde das Statistikprogramm JMP®
4.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Teil l: Einfluss des autonomen Nervensystems auf die CO-stimulierte
EPO-Sekretion

3.1.1 Kontrollgruppen

Eine mogliche Auswirkung des experimentellen Stresses durch Narkose und
chirurgische Praparation auf die EPO-Sekretion wurde anhand von
scheinoperierten Tieren (SH) untersucht. Nach hypoxischem Stimulus (0,00 bis
0,12 Vol % CO) unterschied sich die EPO-Serumkonzentration der
scheinoperierten Tiere (SH) nicht signifikant von der EPO-Sekretion
unbehandelter Tiere (INN) (Abb. 17, Tab. 1). Dies zeigte sich auch anhand der
EPO-mRNA-Expression in den Nieren (Abb. 18). Der ECso-Wert lag bei
scheinoperierten Tieren (SH) etwas niedriger als bei der INN-Gruppe (Abb. 17).
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EPO-mRNA in der Niere

£ZZ1 Nicht-operiert, INN (n=16)
o Nicht-operiert, INN (n=54), ECSO-Wert: 0,11 £ 0,009 I Schein-operiert, SH (n=18)
= Schein-operiert, SH (n=24), ECSO-Wert: 0,085 + 0,003

EPO-Serumkonzentration
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Abb. 17: Dosis-Wirkungskurve der EPO-Spiegel in Abhéngigkeit Abb. 18: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf Cyclophilin in
von der CO-Konzentration (0,00 bis 0,12 Vol % CO iiber 4 Abhéngigkeit von der CO-Konzentration (0,06, 0,10 und 0,12 Vol %
Stunden), scheinoperierte Ratten (SH) vs. Kontroliratten (INN), CO iiber 4 Stunden); scheinoperierte Ratten (SH) vs. Kontrollratten (INN)

EC50'Werte
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Tab. 1: EPO-Serumkonzentrationen und EPO-mRNA Gehalt in der Niere bei scheinoperierten Ratten (SH) vs. Kontrollratten
(INN) in Abhédngigkeit von der CO-Konzentration, dargestellt sind die Mittelwerte * SEM

Nicht operierte Kontrolitiere (INN) Scheinoperierte Kontrolltiere (SH)
CcoO
(Vol %) EPO im Serum EPO im Serum
n EPO-mRNA n EPO-mRNA n
(mU/ml) (mU/ml)
0,00 8,1+0,2 5 17,823 2
0,02 354+28 4 17,5+£3,5 2
0,04 65,8 £ 10,1 5 33,5+6,5 2
0,06 250,5 + 27,3 9 40,6 + 6,9 249,2 + 31,8 6 62,6 £ 16,9 1
0,08 1103 £ 123,3 8 789 + 88,8 3
0,10 1218,8 + 67,3 10 285,1 £ 46,7 1058,8 + 75,1 5 238,8 £ 16,2
0,12 2157 £ 154,8 13 161,9+42,8 1588 + 40 4 192,8 + 2,7
Gewicht
302,1 £ 3,5 293,4 £ 3,2
(9)
n 54 16 24 18
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3.1.2 Dosiswirkungskurve nach beidseitiger = Denervierung der

Nierenarterien

Die Dosiswirkungskurve nach bilateraler Denervierung der Nierenarterie (DNX)
zeigte  eine Linksverschiebung mit  signifkant  hoheren EPO-
Serumkonzentrationen nach Exposition von 0,06 Vol % CO (p<0,05) verglichen
mit innervierten Kontrolltieren (INN, Abb. 19 und Tab. 2). Der ECso-Wert lag bei
denervierten Tieren niedriger als bei der Kontrollgruppe (Abb. 19). Bei hdheren
(0,08-0,12 Vol %) und niedrigeren (0,00-0,04 Vol %) CO-Konzentrationen
konnte kein signifikanter Unterschied in der EPO-Produktion festgestellt werden
(Abb. 19 und Tab. 2). Die renale EPOmMRNA war nach Exposition von 0,06 Vol
% CO signifikant héher im Vergleich zu innervierten Kontrolltieren (INN,
p<0,05, Abb. 20 und Tab. 2). Ratten nach renaler Denervierung uberlebten
eine CO-Exposition nicht, wenn diese 0,12 Vol % uberschritt. Die PRA der
denervierten Tiere (DNX) unterschied sich nicht signifikant von der PRA der
Kontrollgruppe (INN). Der Noradrenalin-Gehalt in den denervierten Nieren war

<15 % verglichen mit den innervierten Nieren der Kontrolltiere (Tab. 2).
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EPO-Serumkonzentration
0 Denervierung, DNX (n=39), EC_ -Wert: 0,084 + 0,001 EPO-mRNA in der Niere
= Kontrollen, INN (n=58), EC Wert: 0,10+ 0,036 B Denervierung, DNX (n=14)

| I Kontrollen, INN (n=17)
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Abb. 19: Dosis-Wirkungskurve der EPO-Spiegel in Abhédngigkeit Abb. 20: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf
von der CO-Konzentration (0,00 bis 0,14 Vol % CO iiber 4 Cyclophilin in Abhingigkeit von der CO-Konzentration
Stunden), denervierte Ratten (DNX) vs. Kontroliratten (INN), ECs,- (0,00, 0,04, 0,06 und 0,12 Vol % CO iiber 4 Stunden);
Werte, *= p<0,05 vs. INN denervierte Ratten (DNX) vs. Kontrollratten (INN), *=p<0,05

vs. INN
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Tab. 2: EPO-Serumkonzentrationen, EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, Gewicht und Noradrenalin-Gehalt des Nierengewebes bei
denervierten Ratten (DNX) vs. Kontrollratten (INN) in Abhéngigkeit von der CO-Konzentration, dargestellt sind die Mittelwerte *

SEM,*=p<0,05 vs. INN

Kontrollgruppe (INN) Bilaterale Denervierung (DNX)
(o{0)
EPO im Serum EPO im Serum
(Vol %) n | EPO-mRNA n | EPO-mRNA
(mU/ml) (mU/ml)
0,00 8,1+0,2 5 0,9+0,1 12,7+1,6 3 1,0+0,3
0,02 354+28 4 39,4+7,5 6
0,04 65,8 + 10,1 5 25,4 +12,2 184,6 + 74,3 6 11,9+0,4
0,06 250,5 + 27,3 9 40,6 +6,9 487,8 + 51,6 8 701 + 4 4*
0,08 1103,0+123,3 | 8 965,4 + 153,3 6
0,10 1218,8 + 67,3 10 1820,6 + 382,9 6
0,12 2157 £+ 154,8 13 | 161,9+42,8 1875 + 485,4 4 1946 + 39,2
0,14 2123,3+142,8 | 4
Gewicht (g) 311,5+6,4 301,3+5,2
Noradrenalin/Niere
201,6 +21,0 19,8 + 1,8*
(ng/ml)
n 58 17 39 14
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3.1.3 Einfluss von Isoproterenol, Neuropeptid Y, Propranolol und
Neuropeptid Y-Antagonist auf die CO-stimulierte EPO-Sekretion

Um zu prufen, ob ein nervaler Transmitter die signifikant héheren EPO-
Serumkonzentrationen bei denervierten Tieren nach Exposition von 0,06 Vol %
CO vermittelt, wurde denervierten Tieren Neuropeptid Y (0,3 pg/min/kg, N-
DNX), Isoprenalin (3 pg/h/kg, I-DNX) oder 0,85 % NaCl (1,0 yl/h) als Vehikel
(V-DNX) verabreicht. Die scheinoperierten Tiere (INN) mit intakter renaler
Innervation erhielten Neuropeptid Y-Antagonist (0,5 pg/min/kg, NA-INN),
Propranolol (4 mg, P-INN) oder 0,85 % NaCl (1,0 ul/h) als Vehikel (V-INN).

Die Gabe von Neuropeptid Y flhrte bei denervierten Tieren (N-DNX) zu
signifikant niedrigeren EPO-Serumkonzentrationen (p<0,05), wahrend die Gabe
von Isoprenalin nur eine geringe Reduktion der EPO-Serumkonzentration nach
Exposition von 0,06 Vol % CO im Vergleich zur Vehikel-Gruppe (V-DNX)
bewirkte (Abb. 21 und Tab. 3). Dieses Ergebnis zeigte sich auch anhand der
EPO-mRNA in der Niere (Abb. 22). Nach Gabe von einem Neuropeptid Y
Antagonisten (NA-INN) und nach Gabe von Propranolol (P-INN) wurden die
EPO-Serumkonzentrationen scheinoperierter Tiere im Vergleich zu den
Kontrollen (V-INN) nur leicht erhdht nach Exposition von 0,06 Vol % CO (Abb.
21 und Tab.3). Auch die EPO-mRNA-Menge in den Nieren war nicht
verschieden nach Applikation der beiden Testsubstanzen im Vergleich zur
Vehikel-Gruppe (Abb. 22 und Tab. 3). Der Noradrenalin-Gehalt im
Nierengewebe lag bei allen denervierten Tieren unter 15 % vs. den
Kontrolltieren (INN) (Tab. 3).
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[ ]Vehikel, V-DNX (n=7) [ 1Vehikel, V-INN (n=8)
2% |soprenalin, I-DNX (n=5) 7722 Propranolol, P-INN (n=6)
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Abb. 21: EPO-Serumkonzentrationen im Vergleich; denervierte Tiere unter Gabe von Isoproterenol
(I-DNX), Neuropeptid Y (N-DNX) oder 0,85 %NaCl (V-DNX) und scheinoperierte Tiere unter Gabe von
Propranolol (P-INN), Neuropeptid Y-Antagonist (NA-INN) oder 0,85 % NaCl (V-INN), CO-Exposition bei
0,06 Vol % uiber 4 Stunden, *=p<0,05 vs. V-INN, +=p<0,05 vs. V-DNX
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Abb. 22: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf Cyclophilin; denervierte Tiere unter Gabe von
Isoproterenol (I-DNX), Neuropeptid Y (N-DNX) oder 0,85 %NaCl (V-DNX) und scheinoperierte Tiere
unter Gabe von Propranolol (P-INN), Neuropeptid Y-Antagonist (NA-NN) oder 0,85 % NaCL (V-NN), CO-
Exposition bei 0,06 Vol % iliber 4 Stunden, *=p<0,05 vs. V-INN
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Tab. 3: EPO-Serumkonzentrationen, EPO-mRNA Gehalt der Nieren, Kérpergewicht und renaler Noradrenalin-Gehalt bei
denervierten Tieren nach Gabe von Isoproterenol (I-DNX), Neuropeptid Y (N-DNX) oder 0,85 %NaCl (V-DNX) sowie bei
scheinoperierten Tieren (INN) nach Gabe von Propranolol (P-INN), Neuropeptid Y-Antagonist (NA-INN) oder 0,85 % NaCL
(V-INN) nach Exposition von 0,06 Vol % CO, I-DNX und N-DNX vs. V-DNX, P-INN und NA-INN vs. V-INN. Mittelwerte * SEM,

*p<0,05 vs. V-INN, **p<0,05 vs. V-DNX

Versuchsgruppen Gewicht (g) EPO-Serum n EPO-mRNA | n | Noradrenalin/Niere
(0,06Vol % CO) (mU/ml) (ng/ml)
V-DNX 295+8 509,6 + 43,6* 7 43,1+6,00 |6 23,1+3,9
I-DNX 290 + 10 363 + 65,6 5 39,2+26 5 21,3+2,2
N-DNX 310+5,8 319,2+41,6™ | 6 27 £ 1,7 6 26,2+4,0
V-INN 297 + 16,5 251,5+249* | 8 195+21* |8 -
P-INN 315+ 11,1 3429+41.3 6 228+28 5 -
NA-INN 3250 349,1+70,9 5 228+1,5 5 -
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3.2 Teil II: Einfluss der Reduktion des Nierengewebes auf die CO-
stimulierte EPO-Sekretion

3.2.1 Einseitige und subtotale Nephrektomie

Die Dosiswirkungskurven von einseitig nephrektomierten Ratten (NX), subtotal
nephrektomierten Ratten (NXX) und der Kontrollgruppe (INN) zeigen bis 0,08
Vol % CO den gleichen Verlauf. Ab 0,08 Vol % CO verlauft die
Dosiswirkungskurve der einseitig und der subtotal nephrektomierten Tiere
horizontal, die Dosiswirkungskurve der Kontrollgruppe steigt dagegen weiter
an. Die unter hohem hypoxischem Stimulus (0,10 und 0,12 Vol % CO)
gemessene EPO-Serumkonzentration der NX-Gruppe ist um 56% bzw. um
66% (signifikant) niedriger als die Werte der Kontrollgruppe. Nach subtotaler
(5/6) Nephrektomie (NXX) betragt die bei maximalem Stimulus (0,10 und 0,12
Vol % CO) gemessene EPO-Serumkonzentration 36% bzw. 17% des EPO-
Serumgehaltes der Kontrollgruppe und ist somit signifikant niedriger (Abb. 23
und Tab.4). Der ECso-Wert liegt bei subtotal und einseitig nephrektomierten
Tieren (NXX/NX) niedriger als bei der Kontrollgruppe (INN) (Abb. 23). Auch
anhand der EPO-mRNA-Menge in der Restniere konnte sowohl bei einseitig als
auch bei subtotal nephrektomierten Tieren unter hohem hypoxischem Stimulus
(0,10 und 0,12 Vol % CO) ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe
gemessen werden (Abb. 24 und Tab. 4).
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EPO-Serumkonzentration
® unilaterale Nephrektomie, NX (n=20), EC, -Wert: 0,064 + 0,003
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2500+

2000

EPO [mU/mI]

T T — T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
CO Vol %]

Abb. 23: Dosis-Wirkungskurve der EPO-Spiegel in Abhdngigkeit
von der CO-Konzentration (0,00 bis 0,12 Vol % CO iiber 4
Stunden), Ratten mit unilateraler Nephrektomie (NX) und 5/6-
Nephrektomie (NXX) vs. Kontroligruppe (INN), ECs,-Werte, *=
p<0,05 vs. INN

EPO-mRNA

[ subtotale Nephrektomie, NXX (n=10)
I unilaterale Nephrektomie, NX (n=15)
2221 Kontrollen, INN (n=18)

250
200

1 *
150 4

*
*

il

0,10 0,12
CO [Vol%]

350 —

w

o

s
1

100 4

EPO-mRNA bezogen auf Cyclophilin
o
o
1

o

Abb. 24: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf
Cyclophilin in Abhédngigkeit von der CO-Konzentration (0,00,
0,06 und 0,12 Vol % CO uber 4 Stunden), einseitig
nephrektomierte Ratten (NX) und subtotal (5/6)
nephrektomierte Ratten (NXX) vs. Kontrollgruppe (INN) ,
*=p<0,05 vs. INN
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Tab. 4: EPO-Serumkonzentration, EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, Korpergewicht und PRA bei einseitig nephrektomierten Ratten (NX) und
subtotal (5/6) nephrektomierten Ratten (NXX) vs. Kontrollgruppe (INN) in Abhangigkeit von der CO-Konzentration, dargestellt sind die
Mittelwerte * SEM, *=p<0,05 vs. INN

Unilaterale Nephrektomie (NX) Subtotale Nephrektomie (NXX) Kontrolltiere (INN)
co EPO im EPO im EPO im
(Vol %) Serum n | EPO-mRNA | n Serum n | EPO-mRNA |n Serum n EPO-mRNA | n
(mU/ml) (mU/ml) (mU/ml)
0,00 9,9+0,9 2 12,5+8 2 8,1+0,2 5
0,04 57,3+12,4 2 38,4 £ 19,7 2 65,8 £ 10,1 4
0,06 215,0+61,2 |4 | 46,23+14,64 | 4 2266 +359 |4 | 293+104 |2 | 2505+27,3 5 40,6 £6,9 5
0,08 863,8 + 59,1 4 | 1232+23,7 (2| 5745+1089 |2 67,4 + 8,1 2| 1103+123,3 9 | 260,8+77,3 |2
0,10 543,7 +116,8* |3 | 99,14 +36,7* |4 | 448,4+34,6* |2 25,6 + 9* 2| 1218,8+67,3 9 | 2851+46,7 |7
0,12 743,3+129,5* |5 | 53,1+13,6* |5 | 3757+138,9* |3 | 416+11,8* |4 | 2157+ 1548 9 161,9+428 |4
n 20 15 15 10 41 18
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3.3 Teil lll: Einfluss der renalen Durchblutung auf die CO-stimulierte
EPO- Sekretion

3.3.1 Vorversuche und Prufung des experimentellen Modells

3.3.1.1 Initiale Vasodilatation nach unilateraler Ureterligatur

In Vorversuchen an drei Ratten wurden nach rechtsseitiger Nephrektomie und
vollstandiger Ligatur des linken Ureters unter Normoxie der RBF mittels
elektromagnetischer Blutflussmessung aufgezeichnet. Der MAP wurde
kontinuierlich durch blutige Blutdruckmessung Uber die A. femoralis bestimmt.
Der RBF erhohte sich innerhalb der ersten 15 min nach Ureterligatur um 74%
und verdoppelte sich innerhalb der ersten 60 min. Auf diesem Niveau blieb der
RBF fur mindestens 4 Stunden konstant. Es zeigte sich keine Veranderung des
MAP. Abbildung 25 zeigt RBF und MAP in Abhangigkeit vom Zeitpunkt nach
Ureterligatur. Damit ist die experimentelle Bedingung einer stark erhohten

Durchblutung der Niere etabliert.

Zeitabhangigkeit von MAP und RBF nach Ureterligatur (n=3)
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Abb. 25: Verdanderung von MAP und RBF in Abhangigkeit vom Zeitpunkt nach Ligatur
des linken Ureters (0-240min)
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3.3.2 Einfluss der akuten und chronischen Ureterligatur auf die CO-
stimulierte EPO-Sekretion

Nach akuter Ligatur (30 min. vor CO-Exposition, UL0,5) des linken Ureters
konnte nach 4-stundiger CO-Exposition bei 0,06 Vol % CO eine signifikante
Erhdhung von EPO-Serumkonzentration und EPO-mRNA-Gehalt in der linken
Niere im Vergleich zur Kontrollgruppe (einseitig nephrektomierte Ratten, NX)
gemessen werden (Tab. 5, Abb. 26 und 27).

Nach chronischer Ligatur (24 Stunden vor CO-Exposition, UL24) des linken
Ureters zeigte sich eine signifikante Verringerung der EPO-Serumkonzentration
und des EPO-mRNA-Gehaltes der linken Niere im Vergleich zu Tieren mit
akuter (30 min. vor CO-Exposition, UL0,5) Ligatur des linken Ureters und zur
Kontrollgruppe (einseitig nephrektomiert, NX) (Tab. 5, Abb. 26 und Abb. 27).
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Ureterligatur 0,5h, UL0,5 (n=4)
[ Kontrolle, NX (n=4)

700

600 - 7

AN

MO

500

NN

400

300

EPO [mU/ml]

200

100

0,06 Vol% CO

Abb. 26: EPO-Serumkonzentration im Vergleich; Ratten mit
akuter Ureterligatur (ULO0,5) vs. Ratten mit chronischer
Ureterligatur (UL24), einseitig nephrektomierte Ratten (NX) als
Kontroligruppe, CO-Exposition bei 0,06 Vol % liber 4 Stunden,
*= p<0,05 vs. UL24, += p<0,05 vs. NX und UL24
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Abb. 27: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf
Cyclophilin im Vergleich; Ratten mit akuter Ureterligatur
(ULO,5) vs. Ratten mit chronischer Ureterligatur (UL24),
einseitig nephrektomierte Ratten (NX) als Kontrollgruppe, CO-
Exposition bei 0,06 Vol % iiber 4 Stunden, *= p<0,05 vs. UL24,
+= p<0,05 vs. NX und UL24
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Tab. 5: EPO-Serumkonzentrationen, EPO-mRNA-Gehalt in der Niere und Koérpergewicht bei
Ratten mit 30-miniitiger (UL0,5) und 24-stiindiger (UL24) Ureterligatur vs.
nephrektomierte Ratten (NX) in Abhéangigkeit von der CO-Konzentration, dargestellt sind die

Mittelwerte £ SEM, *=p<0,05 vs. UL24, **=p<0,05 vs. NX und UL24

einseitig

Versuchsgruppen Gewicht EPO-Serum
EPO-mRNA
(0,06Vol % CO) (9) (mU/mil)

einseitige Ureterligatur 0,5 h

297,5+8,8 | 632,8 +125,1** 95,9 +10,6**
(ULo,5)
einseitige Nephrektomie
300 + 14 215+ 61,2* 46,2 + 14,6*
(NX)
einseitige Ureterligatur 24 h
295+ 12 48,5 + 16,6 13,4+1,6

(UL24)
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3.3.3 Einfluss der Nierenarterienstenosierung auf die CO-stimulierte
EPO-Sekretion

Um eine ca. 70%ige Stenosierung der Nierenarterie zu bewirken, wurde deren
Lumen durch das Aufsetzen eines Metallclips verengt. Wahrend der
Praparation wurde der renale Blutfluss kontinuierlich mit einem
elektromagnetischen Blutflussmessgerat aufgezeichnet. Abbildung 28 zeigt die
Originalregistrierung des RBF vor, wahrend und nach Stenosierung der

Nierenarterie. Tab. 6 enthalt den RBF vor und nach Stenosierung (n=12).

Stenosierung der A.renalis

|

4

3
RBF )
[mI/min]

1

0

1 min

Abb. 28: Originalregistrierung des RBF (ml/min) vor und nach Stenosierung der linken
Arteria renalis einer Ratte, Laufgeschwindigkeit 50mm/min.

Tab. 6: Vergleich des RBF vor und nach Stenosierung der A. renalis, dargestellt als
Mittelwert * SEM, RBF-Reduktion absolut und prozentual

RBFor stenosierung (MI/min) 44+0,3
RBFach stenosierung (Ml/min) 1,3+0,5
ARBF (ml/min) 3,1+0,8
ARBF (%) 71,1+6,8

n 12
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Nach Stenosierung der linken Nierenarterie wurde unter verschiedenen
hypoxischen Stimuli eine Erhéhung von EPO-Serumkonzentration und EPO-
MRNA-Gehalt in der linken Niere gemessen werden, die jedoch im Vergleich
zur Kontrollgruppe (einseitig nephrektomierte Ratten, NX) nicht signifikant war.
(Tab. 7, Abb. 29 und 30). Die 4-stundige CO-Exposition erfolgte bei 0,00, 0,04 ,
0,06, 0,08 und 0,12 Vol % CO.
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Abb. 29: Dosis-Wirkungskurve der EPO-Spiegel in Abhingig-
keit von der CO-Konzentration (0,00 bis 0,12 Vol % CO iiber 4
Stunden), Ratten mit Stenosierung der A. renalis (ST) vs.
einseitig nephrektomierte Ratten (NX), ECs,-Werte

EPO-mRNA
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Abb. 30: EPO-mRNA-Gehalt in der Niere, bezogen auf
Cyclophilin in Abhéangigkeit von der CO-Konzentration
(0,08 und 0,12 Vol % CO iiber 4 Stunden); Ratten mit
Stenosierung der A. renalis (ST) vs. einseitig
nephrektomierte Ratten (NX)
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Tab. 7: EPO-Serumkonzentrationen EPO-mRNA-Gehalt in der Niere und Korpergewicht bei Ratten mit Stenosierung der A.
renalis (ST) vs. einseitig nephrektomierte Ratten (NX) in Abhédngigkeit von der CO-Konzentration, dargestellt sind die

Mittelwerte £ SEM

co Unilaterale Stenosierung der A. renalis (ST) Unilaterale Nephrektomie (NX)
(Vol %) EPO im Serum EPO im Serum
n EPO-mRNA n n EPO-mRNA n
(mU/ml) (mU/ml)

0,00 129+04 2 99+0,9 2

0,04 52,7+8 2 57,3+12,4 2

0,06 170,9 £ 19,7 2 215+ 61,2 4

0,08 601,2 + 32,8 2 153,7 + 26,4 863,8 + 59,1 4 | 123,2+23,7
0,12 887,8 +114,3 2 93,1274 743,3 +£129,5 5 53,1+ 13,6

Gewicht (g) 287,8+2,8 299,8 + 3,3
n 10 4 17 7
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3.4 Teil IV: Rolle der Leber bei der EPO-Produktion

3.4.1 EPO-mRNA-Expression in der Leber
Der hepatische EPO-mRNA-Gehalt betrug bei nicht operierten Tieren unter

Normoxie etwa 30% der renalen EPO-mRNA. Nach milder hypoxischer
Stimulation (0,05 Vol % CO Uber 4 Stunden) lag der EPO-mRNA-Gehalt in der
Leber bei 4% des renalen EPO-mRNA-Gehaltes nach starker hypoxischer
Stimulation (0,09 Vol % CO Uber 4 Stunden) bei 7% (Abb. 31 und Tab. 8).

300 [___JEPO mRNA in der Niere (n=35)
c NXJ EPO mRNA in der Leber (n=22) w
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Abb. 31: EPO-mRNA-Gehalt in Leber und Niere in Abhidngigkeit von der CO-
Konzentration (0,00 bis 0,09 Vol % CO liber 4 Stunden); EPO-mRNA-Gehalt in der Niere
vs. EPO-mRNA-Gehalt in der Leber, *=p<0,05 vs. EPO-mRNA in der Niere
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Tab. 8: Vergleich der EPO-mRNA-Gehalt in Niere und Leber in Abhangigkeit von der CO-
Konzentration, EPO-mRNA-Gehalt der Niere vs. EPO-mRNA-Gehalt der Leber, dargestelit
sind die Mittelwerte * SEM, *=p<0,05 vs. EPO-mRNA (Niere)

CO (Vol %) EPO-mRNA (Niere) n EPO-mRNA (Leber) n
0,00 0,9+0,1 16 0,4+0,1* 5
0,01 1,1+£0,2 5 0,6 £0,1 2
0,03 7,3+0,9 4 1,4 +0,9* 3
0,05 236+1,8 5 1+0,2* 5
0,07 67,6 + 16,6 2 8,6 +0,7* 3
0,09 221,4 £ 59,5 3 10 +1,2* 4

Gewicht (g) 290 + 12 297+ 8

n (gesamt) 35 22
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3.4.2 EPO-mRNA-Expression in der Leber nach Arterialisierung der
Pfortader

Der hepatische EPO-mRNA-Gehalt zeigte nach Arterialisierung der V. portae
(ART) keine signifikante Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe (K-ART)
(Abb. 32 und Tab.9). Die 4-stindige CO-Exposition erfolgte bei 0,00, 0,06 und
0,10 Vol % CO.

EPO-mRNA in der Leber

X Arterialisierung der V.porta, ART (n=23)
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Abb. 32: EPO-mRNA-Gehalt in der Leber bezogen auf Cyclophilin in
Abhéangigkeit von der CO-Konzentration (0,06 und 0,10Vol % CO iiber 4
Stunden); Ratten mit Arterialisierung der V. porta (ART) vs. scheinoperierte
Ratten (K-ART)

Tab. 9: EPO-mRNA-Gehalt in der Leber und Korpergewicht bei Ratten mit Arterialisierung
der V. porta (ART) vs. Kontrolltiere (K-ART); dargestellt sind die Mittelwerte * SEM,
*=p<0,05 vs. K-ART

CO (Vol %) EPO-mRNA (ART) n | EPO-mRNA (K-ART) | n
0,00 0,2%0,1 3 0,1%0,1 2
0,06 48+14 11 1,715 2
0,10 16,2+ 3,7 9 282+1,8 3

Gewicht (g) 296,8 + 3,5 302,16

n 23 7
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3.5 Teil V: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und EPO-
Synthese

Unter Hypoxie (0,02-0,12 Vol % CO) wurde bei Ratten eine signifikant
niedrigere PRA nach subtotaler Nephrektomie (NXX) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (INN) und zu einseitig nephrektomierten Ratten gemessen (NX)
(Abb. 33 und Tab.10). Signifikante Unterschiede der PRA scheinoperierter
Tiere mit Gabe von 0,85 % NaCl (V-INN), Propranolol (P-INN) oder NPY-
Antagonist (NA-INN) wurden nicht gesehen. Auch konnte nach bilateraler
Nierenarteriendenervierung mit Gabe von 0,85 % NaCl (V-DNX), Isoproterenol
(I-DNX) oder Neuropeptid Y (N-DNX) keine Veranderung der PRA im Vergleich
zur Kontrollgruppe (V-INN) beobachtet werden. Ebenso zeigte sich nach akuter
Ureterligatur (ULO0,5), nach Nierenarterienstenosierung (ST) und nach
Arterialisierung der Pfortader (ART) keine Veranderung der PRA im Vergleich
zur Kontrollgruppe (NX bzw. K-ART).
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Abb. 33: PRA von Kontrolitieren (INN), scheinoperierten Kontrollen (SH) mit Gabe von
0,85 % NaCl (V-INN), Propranolol (P-INN), NPY-Antagonist (NA-INN), an der Nierenarterie
denervierten Tieren (DNX) mit Gabe von 0,85 % NaCl (V-DNX), Isoproterenol (I-DNX),
Neuropeptid Y (N-DNX), unilateral nephrektomierten Tiere (NX), subtotal
nephrektomierten Tieren (NXX), nach akuter Ureterligatur (ULO,5), nach
Nierenarterienstenosierung (ST), nach Pfortaderarterialisierung (K-ART) in Abhangigkeit
von CO-Konzentrationen zwischen 0,02-0,12 Vol % CO, *=p<0,05 vs. NX
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Tab. 10: PRA von Kontrolltieren (INN), scheinoperierten Kontrollen (SH) mit
Gabe von 0,85 % NaCl (V-INN), Propranolol (P-INN), NPY-Antagonist (NA-INN),
an der Nierenarterie denervierten Tieren (DNX) mit Gabe von 0,85 % NaCl (V-
DNX), Isoproterenol (I-DNX), Neuropeptid Y (N-DNX), unilateral
nephrektomierten Tiere (NX), subtotal nephrektomierten Tieren (NXX), nach
akuter Ureterligatur (ULO,5), nach Nierenarterienstenosierung (ST), nach
Pfortaderarterialisierung (K-ART) in Abhéangigkeit von CO-Konzentrationen
zwischen 0,02-0,12 Vol % CO, dargestellt sind die Mittelwerte * SEM, *=p<0,05
vs. NX und INN

Versuchsgruppen PRA
(0,02- 0,14 Vol % CO) (ngAngl/ml/h) "

INN (nicht operierte Kontrollen) 35,0+4,3 23
SH (scheinoperierte Kontrollen) 243+12,6 5
DNX (Nierenarteriendenervierung) 27.4+30 6
V-DNX (Vehikel, denerviert) 27,3+6,4 3
I-DNX (Isoproterenol, denerviert) 40,355 6
N-DNX (Neuropeptid Y, denerviert) 27,3 +6,1 7
V-INN (Vehikel, scheinoperiert) 246+7,6 2
P-INN (Propranolol, scheinoperiert) 184+24 2
NA-INN (NPY-Antagonist, scheinoperiert) 294 +5,6 7
NX (unilaterale Nephrektomie) 37,6 +96 8
NXX (subtotale Nephrektomie) 15,0+ 3,2° 10
ULO0,5 (akute Ureterligatur) 68,4 £20,8 5
ST (Nierenarterienstenosierung) 455+ 14,4 5
ART (Pfortaderarterialisierung) 285+25 3
K-ART (Kontroligruppe ART) 31,4+8,3 3

95

77
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4 Diskussion
4,1 Diskussion der Methode

4.1.1 Teil I-V: Kontrollgruppen

Eine mogliche Auswirkung des experimentellen Stress durch Narkose und
chirurgische Praparation auf die EPO-Sekretion wurde Uberprift, indem
scheinoperierte Kontrolltiere sieben Tage nach der Operation unterschiedlichen
CO-Konzentrationen ausgesetzt wurden. Die Dosiswirkungskurve dieser Tiere
unterschied sich nicht signifikant von der Dosiswirkungskurve nicht operierter
Tiere. Die Ergebnisse bestatigen die zuvor schon von Beynon et al (1977)
erhobenen Daten. Diese Arbeitsgruppe konnte zwar 48 Stunden postoperativ
einen Anstieg der EPO-Serumkonzentration bei scheinoperierten Tieren
beobachten, nach einer Woche hatten sich die EPO-Serumkonzentrationen
allerdings wieder normalisiert [25].

Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit Uberprift, inwiefern die Infusion des
Lésungsmittels (NaCl 0,85 %) die EPO-Sekretion beeinflusst. Auch hier
unterschied sich die EPO-Serumkonzentration der Vehikel-Gruppe weder von
scheinoperierten Tieren noch von nicht operierten Tieren. Folglich kann eine
Beteiligung des postoperativen Stresses oder des Vehikels an den

beschriebenen Effekten bei 0.g.Versuchsbedingungen ausgeschlossen werden.

4.1.2 Teil I: Nierendenervierung

Die Nierendenervierung wurde nach der von Bello-Reuss (1975) erstmals
beschriebenen Methode durchgefuhrt [20]. Im Gegensatz zu vielen friheren
Forschungsarbeiten wurde eine bilaterale Denervierung durchgefuhrt, um
eventuell vorhandene Kompensationsmechanismen der kontralateralen Niere
auszugleichen und den reno-renalen Reflexbogen auszuschalten [68]. Der
Nachweis der erfolgreichen Denervierung wurde im vorliegenden Experiment
durch die Bestimmung des Noradrenalingehaltes der beiden Nieren bestatigt.
Ein Noradrenalin-Gehalt von unter 15% des Gehaltes bei innervierten Nieren

wurde dabei als Mal3stab angelegt. Muhlbauer und Osswald (1994) fanden
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einen ahnlichen Abfall der Noradrenalinkonzentration innerhalb von 18 Stunden
[258]. Weiterhin ist bekannt, dass die renale Reinnervation erst nach 14 bis 24
Tagen auftritt [203]. Um eine Reinnervation zu vermeiden, wurden die
Experimente am siebten postoperativen Tag durchgeflhrt.

Auch bei dieser Versuchsgruppe wurde Uberprift, inwiefern die Infusion des
Vehikels (NaCl 0,85 %) die EPO-Sekretion beeinflusst. Hierbei unterschieden
sich EPO-Serumkonzentration und EPO-mRNA der Vehikel-Gruppe nicht von
den Messwerten bilateral denervierter Tiere ohne Vehikel. Die zuvor erzielten
Ergebnisse der DNX-Gruppe konnten mit der Vehikel-Gruppe gut reproduziert
werden. Eine Beteiligung des Vehikels an den beschriebenen Effekten kann

somit ausgeschlossen werden.

4.1.3 Teil lll: Ureterligatur

In Vorversuchen konnte anhand der elektromagnetischen Blutflussmessung
gezeigt werden, dass die auf die Ureterligatur folgende, initiale Vasodilatation
der Nierenarterie mindestens 5 Stunden anhalt (s.Abb. 11). Dies entspricht
auch den Angaben in der Literatur [253;298;365]. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass bei einer Versuchsdauer von 4 h und einer
Ureterokklusion 30 min vor Versuchsbeginn die Erhéhung des RBF wahrend

des gesamten Versuchs bestand.

4.1.4 Teil lll: Stenosierung der Arteria renalis

Sinkt der renale Perfusionsdruck unter 50 mmHg kommt es zu einem raschen
Abfall der GFR und damit auch zur Stérung der tubularen Ruckresorption.
Aufgrund des geringeren ATP-Bedarfs sinkt der Sauerstoffbedarf der
Tubuluszellen. Der renale Vo, ist in dieser Situation sehr gering und die
arterielle O»-Sattigung annahernd der vendsen gleich. Allerdings ergaben
Messungen des vendsen pO; nach Stenosierung der Nierenarterie, dass dieser
deutlich abfallt, wenn der RBF unter 60% sinkt. Auch scheint eine Reduktion
des RBF von mindestens 50% fur eine Auswirkung auf die EPO-Produktion

Voraussetzung zu sein [101;283]. Aus diesem Grund wurde bei der
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vorliegenden Arbeit eine 70%ige Stenosierung der Nierenarterie durchgefuhrt.
Die Reduktion des RBF wurde anhand eines elektrischen Flowmeters

Uberprift.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Teil I: Einfluss des autonomen Nervensystem auf die CO-stimulierte
EPO-Sekretion

Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass das autonome Nervensystem
an der Regulation der EPO-Sekretion in der Niere beteiligt ist
[25;94;95;96;100;141]. Unklarheit besteht jedoch, ob die renalen Nerven die
EPO-Synthese im Sinne einer Supprimierung oder Stimulation regulieren.
Neuere Studien verneinen sogar einen direkten Zusammenhang zwischen
renaler Innervierung und EPO-Synthese [76]. Auch erschweren Unterschiede in
Studiendesign und Messmethodik den Vergleich und die Interpretation dieser
Forschungsarbeiten. Untersuchungen zu bilateraler renaler Denervierung sowie
zu Dosiswirkungsbeziehungen von hypoxischem Stimulus und EPO-Sekretion
wurden bisher nicht publiziert. Eindeutige wissenschaftliche Ergebnisse liegen
somit nicht vor. Aus diesem Grund untersucht die vorliegende Studie, ob eine
beidseitige renale Denervierung die CO-stimulierte EPO-Sekretion bei Ratten
beeinflusst. Die Experimente wurden an wachen Sprague-Dawley-Ratten unter
normoxischen und unterschiedlich starken hypoxischen Bedingungen
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine  Dosiswirkungskurve der EPO-
Serumkonzentration in Abhangigkeit von CO-Konzentrationen zwischen 0,00
und 0,12 Vol % CO erstellt, sowie der ECso-Wert berechnet. Weiterhin wurde
gepruft, ob die EPO-Sekretion durch die Neurotransmitter Neuropeptid Y und

Noradrenalin verandert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Ratten nach bilateraler renaler
Denervierung eine signifikant erhohte EPO-Serumkonzentration nach 4-
stundiger CO-Exposition von 0,06 Vol % CO in der Einatmungsluft im Vergleich

zu innervierten Kontrolltieren gemessen. Der signifikante Unterschied der EPO-
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Serumkonzentrationen zwischen denervierten Tieren und Kontrollgruppe zeigte
sich auch im EPO-mRNA-Gehalt der Niere. Bei hdheren (0,08-0,12 Vol %) und
niedrigeren (0,00-0,04 Vol %) CO-Konzentrationen unterschieden sich die EPO-
Serumkonzentrationen und der renale EPO-mRNA-Gehalt der denervierten
Tiere nicht von der Kontrollgruppe. Ratten nach renaler Denervierung
verstarben vor Versuchsende, wenn die CO-Exposition 0,12 Vol % Uberschritt.
Die Dosiswirkungskurve nach bilateraler renaler Denervierung zeigte eine
Linksverschiebung. Der ECso-Wert lag bei denervierten Tieren niedriger als bei
der Kontrollgruppe. Die PRA der denervierten Tiere unterschied sich nicht

signifikant von den Kontrollwerten.

Der oben beschriebene Anstieg der EPO-Serumkonzentration bestatigt die
schon von Beynon et al. beschriebene Wirkung der renalen Denervierung auf
die EPO-Produktion [25]. Beynon et al. gehen nach ihren Ergebnissen davon
aus, dass das autonome Nervensystem eine wichtige Rolle bei der Regulation
der EPO-Sekretion spielt. Unter Verwendung eines Bioassays wiesen sie nach
6-stindiger Hypoxie-Exposition (Sauerstoff-Stickstoff-Gemisch) bei Ratten 7
Tage nach unilateraler renaler Denervierung und kontralateraler Nephrektomie
einen Anstieg der EPO-Serumkonzentration nach. Die Vollstandigkeit der
renalen Denervierung, z.B. durch Katecholaminmessungen in der Niere, wurde
von dieser Arbeitsgruppe nicht Uberpruft. Auch deuten die Autoren ihre
Ergebnisse so, dass eine Sensibilisierung der denervierten Niere gegenlber
zirkulierenden Katecholaminen fur den Anstieg der EPO-Sekretion
verantwortlich ist. Eine direkte Regulation der EPO-Synthese durch die renalen

Nerven wird von Beynon et al. nicht postuliert.

Im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit stehen die
Arbeiten von Fink und Fisher (1976) und Eckardt et al. (1992). Fink und Fisher
beobachteten 1 bis 2 Wochen nach bilateraler renaler Denervierung eine
Senkung der EPO-Serumkonzentration bei Kaninchen nach 5-stiindigem
hypoxischem Stimulus (0,42atm O,), dagegen keine Veranderung der EPO-

Serumkonzentration bei gleichbehandelten Tieren unter 18-stiindiger Hypoxie-
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Exposition [76;93]. Unterschiedliche Versuchsprotokolle mit unterschiedlicher
Starke und Dauer der Hypoxie-Exposition und verschiedenen Messmethoden
der EPO-Serumkonzentration konnten die Divergenzen zwischen obigen
Studien und der eigenen Arbeit begrinden.

Ein weiterer Unterschied der CO-Hypoxie gegenuber der von Fink und Fisher
verwendeten hypoxischen Hypoxie liegt im verzégerten Abfall der COHb-
Konzentration nach Beendigung der CO-Exposition [8] und der dadurch
erschwerten Sauerstoffabgabe im peripheren Gewebe. Die funktionelle
Hypoxie, und damit auch der Stimulus fur die EPO-Produktion, bleiben somit in
dem flr die Praparation bendtigten Zeitraum erhalten. Um die EPO-
Serumkonzentration zu bestimmen, verwendeten obige Autoren eine indirekte
Methode (polycythemic mice assay). Verglichen mit den heutzutage
verwendeten Immunoassays ist dieser Bioassay weniger sensitiv [177].

Eckardt et al. (1992) fanden nach unilateraler Denervierung bei einer CO-
Hypoxie von 0,1 Vol % CO Uuber 4 Stunden keine Veranderung der EPO-
Serumkonzentration sowie der EPO-mRNA und postulierten somit, dass eine
renale Denervierung keinen Einfluss auf die EPO-Sekretion nimmt. Eckardt et
al. denervierten nur unilateral. Die kontralaterale Niere diente als Kontrolle.
Desweiteren wurde von diesen Autoren die EPO-Sekretion nur bei 0,1 Vol %
CO, nach Hamorrhagie sowie unter normobarer Hypoxie untersucht [76]. In der
vorliegenden Studie wurde ebenfalls nach Exposition von 0,1 Vol % CO kein
Unterschied in der EPO-Serumkonzentration zwischen denervierten und
Kontrolltieren gesehen. Allerdings konnte wir nach milderem hypoxischem
Stimulus (0,06 Vol % CO) einen signifikanten Anstieg der EPO-
Serumkonzentration in denervierten Tieren zeigen. Eine Dosisabhangigkeit der

Hypoxie auf die EPO-Sekretion war von o0.g. Autoren nicht untersucht worden.

Die aufgetretenen Veranderungen der EPO-Serumkonzentration konnen
sowohl direkte als auch indirekte Auswirkungen der renalen Denervierung sein.
In verschiedenen Modellen konnte bisher gezeigt werden, dass renale
sympathische Nervenfasern an der Regulation der tubularen Natrium- und

Wasserreabsorption beteiligt sind. Es ist bekannt, dass durch eine renale
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Denervierung die Elektrolyt-Reabsorption im proximalen Tubulus reduziert wird
[20;65;305]. Da fur die Elektrolyt-Reabsorption groe Mengen an Sauerstoff
bendtigt werden, gilt der proximale Tubulus als der bestimmende Faktor fur den
renalen Sauerstoffverbrauch [64]. Eine renale Denervierung kdnnte folglich Gber
einen verminderten Sauerstoffverbrauch zu einer Reduktion der EPO-
Produktion flhren. Allerdings muf® bertcksichtigt werden, dass durch die
erhohte Durchblutung der Niere unter Hypoxie und die Kohlenmonoxid-bedingte
Vasodilatation die glomerulare Filtrationsrate und damit auch die tubulare
Resorptionarbeit ansteigt. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
innervierte Niere unter mittlerem hypoxischen Stimulus die Mdglichkeit hat,
durch Vasokonstriktion den Energieverbrauch zu senken und deshalb eine
signifikant geringere EPO-Serumkonzentration als die denervierte Niere zeigt.
Bei niedriger Hypoxie-Exposition scheint der Stimulus flr eine Gegenregulation
der Niere jedoch nicht auszureichen wohingegen bei hohen CO-
Konzentrationen die Kompensationskapazitdt der Niere moglicherweise

Uberschritten wird.

Ferner gibt es Hinweise daflir, dass die Renin-Sekretion von den renalen
Nerven reguliert wird [158;281]. Die in der Literatur beschriebene Senkung der
PRA nach renaler Denervierung [42;102] Iasst sich allerdings aus den Daten
der vorliegenden Studie nicht nachvollziehen. Es zeigte sich zwar eine leichte
Senkung der PRA bei denervierten Tieren, die im Vergleich zur Kontrollgruppe
jedoch nicht signifikant war. Ein direkter Zusammenhang zwischen
Reninausschiattung und EPO-Synthese wird jedoch von den meisten Autoren
verneint [73;157;244;369]. Mdglicherweise kann das Renin-Angiotensin-System
die EPO-Synthese aufgrund einer ischamischen Hypoxie durch Reduktion des
RBF indirekt stimulieren. Dieser Effekt konnte allerdings nur bei Renin-
Konzentrationen beobachtet werden, die deutlich héher waren als diejenigen,

die in der vorliegenden Studie gemessen worden waren [127].

Um zu klaren, ob die signifikant erhohten EPO-Serumkonzentrationen bei

denervierten Ratten unter 0,06 Vol % CO uUber B-Rezeptoren vermittelt wurden,
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erhielten scheinoperierte Kontrolltiere mit intakter renaler Innervation vor CO-
Exposition Propranolol (entsprechend den Versuchen von Fink et al., 1975
[96]). Ratten mit beidseits denervierten Nieren wurde dagegen Isoproterenol in
subpressorischer Dosierung [237] verabreicht.

Um eine genauere Aussage Uuber den Einfluss der verschiedenen
Neurotransmitter auf die EPO-Sekretion machen zu kdnnen, wurde erstmals
untersucht, ob es einen funktionellen Zusammenhang zwischen NPY und der
EPO-Sekretion gibt. Hierzu wurde beidseits denervierten Ratten [Pro34]-
substituiertes Peptid YY (PYY) intravends Uber Alzet®-Pumpen verabreicht.
Peptid YY ist strukturell ahnlich aufgebaut wie Neuropeptid Y und bindet an die
gleichen Rezeptoren. [Pro34]-substituiertes Peptid YY besitzt eine Praferenz fur
Y1- und Ys-Rezeptoren. Uber diese Rezeptoren wird die Nierenfunktion durch
NPY beeinflusst [29]. Um indirekte Wirkungen auf die EPO-Sekretion zu
vermeiden, wurde PYY in subpressorischer Dosierung verabreicht [29]. Ebenso
erhielten Tiere mit intakter renaler Innervation einen fir den Yi-Rezeptor
spezifischen NPY-Antagonisten. Der Y {-Rezeptor ist der einzige NPY-Rezeptor,
dessen mRNA-Expression in der Niere nachgewiesen werden konnte [362].
Uber den Ys-Rezeptor wird die Nierenfunktion zwar ebenfalls beeinflusst,
vermutlich aber Uber extrarenale Mechanismen [31]. Der Y4-Antagonist wurde

ebenfalls in subpressorischer Dosierung verabreicht.

Nach Gabe von [Pro34]-Peptid YY fand sich eine signifikante Senkung der
EPO-Serumkonzentration und renalen mRNA bei denervierten Tieren (N-DNX)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Vehikel, 0,85 % NaCl, V-DNX). Dagegen
wurde durch Verabreichung des spezifischen Yi-Rezeptorantagonisten eine
Erhéhung der EPO-Produktion bei denervierten Tieren erzielt, die im Vergleich
zur Vehikel-Gruppe (Vehikel, 0,85 % NaCl, V-INN) jedoch nicht signifikant
verschieden war.

Nach Gabe von Propranolol wurden bei Tieren mit intakter renaler Innervation
(P-INN) leicht erhéhte EPO-Serumkonzentrationen gemessen im Vergleich zur

Kontrollgruppe (V-INN), wohingegen die Gabe von Isoproterenol die EPO-
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Serumkonzentration denervierter Tiere senkte, jedoch nicht signifikant. Der

EPO-mRNA-Gehalt der Nieren war ebenfalls nicht signifikant verandert.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, konnten zwei andere
Arbeitsgruppen keinen Effekt der adrenergen Stimulation auf die EPO-Sekretion
nachweisen [22;165]. Dagegen lasst sich die von mehreren Autoren
beschriebene Steigerung der EPO-Synthese nach 3-adrenerger Stimulation aus
den Daten der hier vorliegenden Studie nicht nachvollziehen
[94;95;100;118;181;212;295]. Im Gegensatz zur eigenen Studie wurden diese
Daten jedoch bei intakter renaler Innervation erhoben. Zusammen mit den
Resultaten der friheren Untersuchungen Ilassen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie jedoch vermuten, dass eine intakte renale Innervierung
Voraussetzung fur eine Auswirkung der B-adrenergen Stimulation auf die EPO-
Sekretion ist. Weiterhin lassen oben genannte Daten darauf schliefen, dass
eine durch zirkulierende Katecholamine ausgeloste [-adrenerge Aktivierung fur
die Regulation der EPO-Produktion unter mildem hypoxischem Stimulus von

geringer Bedeutung ist.

Bei scheinoperierten Tieren mit intakter renaler Innervation konnte in der
vorliegenden Studie nach (3-adrenerger Blockade keine Veranderung der EPO-
Serumkonzentration beobachtet werden. Dieses Ergebnis bestatigt trotz
unterschiedlicher  Versuchsprotokolle die Resultate einiger friherer
Untersuchungen [95;118;135]. Widersprichlich zur eigenen Arbeit ist dagegen
die Studie von Fink et al. (1975). Diese Autoren fanden, dass Propranolol die
EPO-Sekretion nach 18 h Hypoxie bei Kaninchen senkte. Diese Ergebnisse
konnten von den gleichen Autoren in einer spateren Arbeit nach 5 h Hypoxie
allerdings nicht reproduziert werden. Wie bereits erwahnt, wurde in dieser
Studie die EPO-Serumkonzentration anhand einer weniger sensitiven,

indirekten Methode (Bioassay) gemessen [96].

Obige Daten lassen vermuten, dass NPY Uber den Y- oder Ys- Rezeptor an

der Regulation der EPO-Synthese im Sinne einer tonischen Hemmung beteiligt
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ist. Mogliche indirekte Einflisse von NPY auf die EPO-Sekretion missen jedoch

auch hier berucksichtigt werden:

Es ist bekannt, dass NPY und PYY Uber Y-Rezeptoren die 31-adrenozeptor-
stimulierte Reninsekretion senken [10;29]. Der juxtaglomerulare Apparat wird
von NPY-enthaltenden Nervenendigungen innerviert und exprimiert Yq-
Rezeptor-mRNA [31]. Eine indirekte Beeinflussung der EPO-Sekretion aufgrund
einer veranderten PRA ist somit mdglich. Die bei diesem Versuch beobachtete
PRA unterscheidet sich jedoch nur geringfigig von den Werten, die bei der
Vehikel-Gruppe beobachtet wurden. Weiterhin ist ein Einfluss von [Pro34]-
Peptid YY auf die PRA in der hier verwendeten subpressorischen Dosierung

unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zu der durch [Pro34]- Peptid YY hervorgerufenen Senkung der
EPO-Serumkonzentration, vermochte der spezifische NPY-Antagonist die EPO-
Serumkonzentration nur gering zu steigern. Die Ursache fur die
unterschiedliche Wirkstarke von Agonist und Antagonist kann in deren
unterschiedlicher Rezeptoraffinitat begrindet sein. Wahrend der spezifische Y-
Antagonist eine sehr hohe Affinitat fur den Y4-Rezeptor besitzt und selektiv an
diesen bindet, werden durch [Pro34]-Peptid YY sowohl Y4 als auch Ys-
Rezeptoren stimuliert. Auch kann eine Stimulierung des Y,-Rezeptors durch
[Pro34]- Peptid YY nicht ausgeschlossen werden. Es ist bekannt, dass uber den
Y,-Rezeptor die Na'/K'-ATPase-Aktivitat im distalen Tubulus gesteigert wird
[278;279]. Da Eckardt et al. festgestellt haben, dass die EPO-Produktion mit der
Funktion des proximalen Tubulus korreliert [75], kbnnte es anhand dieses

Mechanismus zu einer Einflussnahme auf die renale EPO-Produktion kommen.

Bischoff et al. (1997) konnten zeigen, dass die durch NPY ausgeloste renale
Vasokonstriktion Uber den Y4-Rezeptor vermittelt wird. Unter physiologischen
Bedingungen ist NPY allerdings nur ein schwacher Vasokonstriktor, kann aber
wahrend starker sympathischer Aktivitat, wie z.B. unter Hypoxie, die

vasokonstriktorischen Eigenschaften seiner Kotransmitter ATP (P2X-
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Rezeptoren) und Noradrenalin (a-Rezeptoren) verstarken [275]. Wird dieser
Effekt durch einen spezifischen Antagonisten blockiert, kdnnte es durch eine
Erhdhung des RBF zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung der Niere und
folglich zu einer Supprimierung der EPO-Produktion kommen. Diese
Wirkungsweise konnte dazu beigetragen haben, dass bei Gabe des
spezifischen Y4-Antagonisten direkte Effekte auf die EPO-Sekretion tberdeckt
und somit nicht die Signifikanz erreicht wurde, die durch [Pro34]-Peptid YY
erzielt worden war. Allerdings muss auch hier berucksichtigt werden, dass sich
bei Erhdhung des RBF die glomerulare Filtration und folglich die tubulare

Resorptionsarbeit ebenfalls erhdhen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die renalen Nerven an der
Regulation der EPO-Synthese beteiligt sind. Dies zeigte sich besonders
deutlich bei mittlerem hypoxischem Stimulus (0,04 und 0,06 Vol % CO). Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die EPO-Sekretion durch direkte
Beteiligung des Neurotransmitters NPY Uber Yi-oder Ys-Rezeptoren tonisch

gehemmt wird.

4.2.2 Teil ll: Einfluss der Reduktion des Nierengewebes auf die CO-
stimulierte EPO-Sekretion

Im Rahmen der chronischen Niereninsuffuzienz kommt es regelmallig zur
normochromen hyporegenerativen Anamie. Sie wird manifest, wenn die GFR
unter 30 ml/min abfallt [49]. Obwohl noch andere Faktoren an der Pathogenese
dieser Anamie beteiligt sind [312], ist der relative EPO-Mangel eine der
Hauptursachen [199;235]. Die zugrunde liegende Pathophysiologie ist jedoch
noch wunklar. Bezogen auf Gesunde ist die EPO-Serumkonzentration
uramischer Patienten haufig normal, bezogen auf den gewdhnlich vorliegenden
Hkt von 20-30%, aber inadaquat niedrig [263]. Um die Auswirkungen einer
insuffizienten Nierenfunktion auf die EPO-Produktion zu untersuchen, eignet
sich das Modell der subtotalen 5/6 Nephrektomie im Tierversuch. Da die
Adaptionsmechanismen des verbleibenden Nierengewebes jedoch sehr

komplex sind (s. Einleitung), ist es schwierig, einen genauen
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Regulationsmechanismus fir die veranderte EPO-Produktion und die daraus
resultierende Veranderung der Erythropoese abzugrenzen. Bisherige
Erklarungsversuche sind deshalb widerspruchlich.

Aus diesem Grund untersucht die vorliegende Arbeit, inwiefern bei
Niereninsuffizienz noch das Potential vorhanden ist, auf zunehmende Hypoxie
mit einer Steigerung der EPO-Produktion zu reagieren. Hierzu wurden subtotal
nephrektomierte Tiere unterschiedlichen CO-Konzentrationen exponiert und
eine Dosiswirkungskurve erstellt. Als Vergleichsgruppe dienten einseitig

nephrektomierte und nicht operierte Tiere.

Es konnte gezeigt werden, dass die EPO-Synthese in der Restniere sowohl bei
subtotal nephrektomierten Tieren als auch bei unilateral nephrektomierten
Tieren bei starkem hypoxischem Stimulus (0,10 und 0,12 Vol % CO) im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert war. Die Dosiswirkungskurve
zeigte bei einseitig und bei subtotal nephrektomierten Ratten bis 0,08 Vol % CO
den gleichen Verlauf wie die Dosiswirkungskurve der Kontrollgruppe. Ab 0,08
Vol % CO verlauft die Dosiswirkungskurve der einseitig und der subtotal
nephrektomierten Tiere horizontal. Die Dosiswirkungskurve der Kontrollgruppe
steigt dagegen weiter an, d.h. die maximale Kapazitat der renalen EPO-
Sekretion ist bei Verminderung des funktionellen Nierengewebes
eingeschrankt.

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss berlcksichtigt werden, dass auf
die Reduktion der renalen Masse eine Hypertrophie des verbleibenden
Nierengewebes folgt, sowohl nach unilateraler als auch nach subtotaler
Nephrektomie. Vier Wochen nach Entfernung von 2/3 der Gewebemasse einer
Niere kann diese jedoch annahernd das Gewicht einer intakten Niere erreichen
[149;294;339]. Die Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse zeigt deutlich,
dass die Kapazitat zur EPO-Synthese in der Restniere wahrend des Prozesses
der Hypertrophie nur bis zu einem bestimmten Grad gestiegen ist. Im
erhaltenen und hypertrophierten Nierengewebe ist zwar noch Potential fir eine
Steigerung der EPO-Synthese unter Hypoxie vorhanden (bis zu 30fache

Steigerung der EPO-Serumkonzentration bei 5/6 nephrektomierten Tieren,
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75fache Steigerung bei unilateral nephrektomierten Tieren im Vergleich zur
Normoxie), auf starken hypoxischen Stimulus kann die Niere jedoch nicht mehr
adaquat reagieren. Die EPO-mRNA-Menge pro Gramm Nierengewebe in der
Restniere betrug bei starkem hypoxischem Stimulus (0,12 Vol % CO) nach 5/6-
Nephrektomie etwa 25% und nach einseitiger Nephrektomie etwa 30% des
EPO-mRNA-Gehaltes der Nieren der Kontrolltiere. Diese Ergebnisse bestatigen
die schon von anderen Arbeitsgruppen beschriebene Supprimierung der EPO-
Sekretion durch die Reduktion von Nierenmasse [19;221;291;339]. Zusammen
mit den Daten friherer Untersuchungen von Tan et al. (1991) kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass die Funktion der EPO-produzierenden
Zellen in der Niere im Gegensatz zum restlichen Nierenparenchym nur
unzureichend an die veranderten Bedingungen nach Entfernung von
Nierengewebe adaptiert wird [339].

Es ist bislang unklar, warum die Kapazitat zur EPO-Synthese im
Restnierengewebe nicht ansteigt. Wie schon von Priyadarshi et al. (2002)
vorgeschlagen, konnte hierfir schlichtweg die Reduktion der EPO-
produzierenden Fibroblasten durch die chirurgische Reduktion der
Nierenmasse verantwortlich sein [291]. Die wesentliche Regulation der renalen
EPO-Produktion beruht auf Veranderungen der Anzahl EPO-exprimierender
Fibroblasten, die nach einer ,Alles-oder-nichts-Regel® EPO produzieren.
Werden durch chirurgische Praparation Teile der Niere entfernt, ist dadurch die
Rekrutierung weiterer EPO-exprimierender Zellen nicht méglich und die Niere
kann bei starkem hypoxischem Stimulus keine adaquate Menge EPO mehr

produzieren.

Ein weiteres Erklarungsmodell fir die Senkung der EPO-Sekretion im
Restnierengewebe konnte eine von Priyadarshi et al. (2002) postulierte
Veranderung des Sauertstoffpartialdruckes in der Niere sein. Diese Autoren
fanden in der Restniere nach subtotaler Nephrektomie einen im Vergleich zu
Kontrolltieren erhdhten Sauerstoffpartialdruck sowie einen gleichzeitig
verringerten Sauerstoffverbrauch [291]. Da der Sauerstoffpartialdruck ein

wichtiger Regulator fur die EPO-Produktion ist, konnte ein vermehrter
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Sauerstoffgehalt im Nierengewebe flr obige Beobachtungen verantwortlich
sein. Da in der vorliegenden Studie der Sauerstoffgehalt im Nierengewebe nicht
gemessen wurde, bleibt unklar, inwieweit die EPO-Produktion hierdurch
beeinflusst wurde. Zudem sind weitere Forschungsarbeiten notwendig, um

diese Hypothese zu prifen.

4.2.3 Teil lll: Einfluss der renalen Durchblutung auf die CO-stimulierte
EPO-Sekretion

Unter normalen Bedingungen dienen 90 % des Blutvolumens, das fur die
Nieren bestimmt ist, der Durchblutung der Nierenrinde. Im ischamischen
Nierenversagen ist die Rindendurchblutung auf etwa 60 % des
Ausgangswertes reduziert, wahrend die Durchblutung des Nierenmarks sogar
leicht erhoht ist [36]. Da fur die Elektrolyt-Sekretion und Reabsorption grol3e
Mengen von Sauerstoff bendtigt werden, reagiert die Niere sehr empfindlich auf
Durchblutungsschwankungen und Hypoxie. Vor allem die Zellen der proximalen
Tubuli, in deren unmittelbarer Nahe sich die EPO-produzierenden Zellen
befinden [239], sind nicht in der Lage, ihren ATP-Bedarf durch anaerobe
Glykolyse zu decken. Sie gelten als der bestimmende Faktor fir den renalen
Sauerstoffverbrauch [64;196;217;347]. Es kommt in diesem Bereich unter
Hypoxie verstarkt zu einem Defizit energiereicher Verbindungen [38;84]. Da die
EPO-Genexpression in den peritubularen Fibroblasten durch den
Sauerstoffpartialdruck im Nierengewebe bestimmt wird [266;297;346], vermutet
man, dass Anderungen der proximal tubuldren Funktion eine Auswirkung auf
die EPO-Sekretion haben. Ein direkter Hinweis hierfur konnte von Eckardt et al.
(1989) erbracht werden [75].

Um die Reabsorptionsarbeit der Tubuli zu hemmen, eignet sich als
experimentelles Modell die chronische Ureterligatur. Die daraus resultierenden
hamodynamischen und tubularen Veranderungen der Niere sind abhangig von
Dauer und Schweregrad der Obstruktion und fihren zu einer Verringerung der
renalen Durchblutung und damit zu einem geringeren Sauerstoffverbrauch [64].

Im Unterschied zur chronischen Ureterobstruktion wird bei einer akuten
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Ureterligatur (bis zu 8 Stunden) der renale Sauerstoffverbrauch erhdht, bedingt

durch eine initiale Vasodilatation der renalen Gefalde.

Obwonhl es Hinweise fur einen direkten Zusammenhang von proximal tubularer
Funktion und EPO-Produktion gibt [75;98;246] und in einer neueren Studie eine
initial supprimierte EPO-Produktion nach 24-stindiger Ureterligatur gemessen
werden konnte [267], sprechen doch einige altere Arbeiten gegen einen
Einfluss der experimentellen chronischen Ureterokklusion auf die EPO-
Produktion  [182;301]. Ein  modglicher Einfluss des veranderten
Sauerstoffpartialdruckes in der akut gestauten Niere auf die EPO-Produktion

wurde bislang nicht untersucht.

Um dies zu prufen, untersucht die vorliegende Arbeit die Auswirkung der
akuten und chronischen Ureterokklusion auf die CO-stimulierte EPO-Sekretion
an wachen Ratten. Weiterhin wurde gepruft, ob die EPO-Sekretion durch
Verringerung der renalen Durchblutung verandert werden kann. Dazu wurde
die linke Nierenarterie sieben Tage vor CO-Exposition stenosiert. Es zeigte
sich, dass die EPO-Serumkonzentration und der renale EPO mRNA Gehalt bei
Ratten mit akuter Ureterligatur nach 4-stindiger Hypoxie-Exposition (0,06 Vol
% CO) signifikant erhoht war im Vergleich zur Kontroligruppe. Nach
chronischer Ligatur des linken Ureters wurde eine signifikante Verringerung der
EPO-Serumkonzentration und des EPO-mRNA-Gehaltes der linken Niere im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach Exposition von 0,06 Vol % CO gemessen.
Eine 70%ige Stenosierung der Nierenarterie anderte die EPO-
Serumkonzentration sowie die EPO-mRNA in der Restniere unter
verschiedenen hypoxischen Stimuli (0,04 Vol % bis 0,12 Vol % CO) nicht.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen deutlich, dass die EPO-Produktion durch
die hamodynamischen und tubularen Veranderungen nach akuter
Ureterokklusion beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass sich GFR und tubulare
Transportarbeit direkt proportional zu Veranderungen des RBF verhalten [345].

Folglich fuhrt die akute Ureterligatur mit einem gesteigerten RBF zu einer
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vermehrten tubularen Resorptionsarbeit mit gesteigertem Sauerstoffverbrauch.
Hierdurch bedingt sinkt maoglicherweise der Sauerstoffpartialdruck im
Nierengewebe und fuhrt zur Stimulierung der EPO-Synthese in den
peritubularen Fibroblasten. Der stark ansteigende hydrostatische Druck in den
Tubuli und das Odem des Nierenparenchyms scheint zu keiner nennenswerten

Funktionseinschrankung der Epozyten zu fuhren.

Von anderen Autoren wurde bis dato die EPO-Serumkonzentration innerhalb
weniger Stunden nach Ureterokklusion nicht bestimmt. Die Zeitspanne der
Messungen reichte bei bisherigen Forschungsarbeiten von Tag 1 bis Tag 61
nach Ureterligatur. Unsere Ergebnisse weisen jedoch im Einklang mit der
Hypothese von Eckardt et al. (1989) daraufhin, dass die EPO-Produktion
abhangig von der tubularen Resorptionsarbeit und damit des

Sauerstoffverbrauchs der proximalen Tubuli ist [75;267].

Nach 24-stindiger Ureterligatur beobachteten wir eine signifikante
Supprimierung der EPO-Produktion. Hingegen berichten Reissmann et al.
(1960) und Jelkmann et al. (1988) Uber eine unveranderte Hypoxie-induzierte
EPO-Produktion in der gestauten Niere nach 4-tagiger Ureterokklusion
[182;301]. Diesen Ergebnissen stehen allerdings die neueren Arbeiten von
Maxwell et al. (1997) und Necas et al. (1998) gegeniber. Ubereinstimmend mit
den eigenen Messungen konnten Necas et al. (1998) beobachten, dass der
EPO-mRNA-Gehalt der Nieren 1 bis 2 Tage nach unilateraler Ureterligatur
supprimiert war. Zwischen dem 4. und 22. Tag nach Ureterligatur konnte die
hydronephrotische Niere ihre urspringliche Kapazitat zur EPO-Produktion
wieder erlangen [267]. Zuvor hatten Maxwell et al. (1997) demonstriert, dass
die Hypoxie-induzierte EPO-Genexpression 5 bis 9 Tage nach Ligatur des
Ureters eindeutig abgeschwacht war [239].

Die chronische Ureterligatur fuhrt zur Reduktion des RBF und folglich zu einer
verminderten tubularen Transportarbeit bis hin zur Einstellung der Filtration und
Resorptionsarbeit [271]. Hinzu kommt, dass die Harnstauung bereits bei 24-

stundiger Ureterokklusion zu starken Veranderungen und Schadigungen
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(Druckatrophie) des Nierenparenchyms geflihrt hat. Die akute Harnstauung
verursacht zunachst eine GréRenzunahme der Niere, die hauptsachlich durch
ein Odem des Nierenparenchyms bedingt ist [252]. Spater kommt es zu einer
Druckatrophie des Nierenparenchyms und einer Zerstorung der Tubuli [330].
Mdglicherweise entsteht hierbei ein Funktionsverlust der EPO-produzierenden
Fibroblasten und dadurch eine verminderte EPO-Genexpression im
Nierengewebe. Es muss zum jetzigen Zeitpunkt ungeklart bleiben, ob die
beschriebenen Auswirkungen der chronischen Ureterligatur auf die EPO-
Sekretion durch einen verminderten O,-Verbrauch der proximalen Tubuli oder
einen Funktionsverlust des renalen Gewebes zurlickzuflihren sind. Auch kann
eine Interaktion der reternierten Stickstoffverbindungen mit dem O»-Sensing-
Mechanismus, der die Synthese des Hormons reguliert, nicht ausgeschlossen
werden. Zusammen mit den Daten friherer Untersuchungen von Maxwell et al.
(1997) [239] kann jedoch aus obigen Ergebnissen geschlossen werden, dass
die EPO-produzierenden Zellen in der geschadigten Niere nicht vollig refraktar
gegenuber hypoxischen Stimuli sind. Warum es allerdings zu der von Maxwell
et al. beschriebenen Steigerung der EPO-Sekretion ab dem 4. Tag nach
Ureterligatur kommt, bleibt unklar. Die Autoren ziehen als Ursache fur die
transiente Supprimierung der EPO-Produktion eine Desensibilisierung der
EPO-produzierenden Zellen durch das Ham-Eisen der bei Nierenstauung
vermehrt exprimierten Ham-Oxygenase-mRNA in Betracht [239]. Eine
Beteiligung von Eisen an der Regulation der EPO-Produktion wurde bereits
schon fruher diskutiert [87;155]. Ein endgultiger Beweis hierfur steht jedoch

noch aus.

In der vorliegenden Studie konnte die EPO-Produktion durch Verringerung der
renalen Sauerstoffzufuhr, d.h. durch die Stenosierung der Nierenarterie bei
Ratten unter geringer und starker hypoxischer Stimulation nicht verandert
werden. Diese Ergebnisse bestatigen die Daten einiger alterer Studien. Diese
Autoren fanden unter Verwendung modifizierter Golblatt-Clips nahezu keinen
Einflu® der Nierenarterienstenose auf die EPO-Produktion [54;57;247]. Diese

Ergebnisse konnten folgendermalien erklart werden: Die Nierendurchblutung
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unterliegt einer Autoregulation. Perfusionsdriicke zwischen 80 und 180 mmHg
bewirken weder eine Anderung des renalen Blutflusses noch der GFR [348].
Sinkt der Perfusionsdruck unter 80mmHg, so sinkt ebenfalls der
Sauerstoffverbrauch der Niere, bedingt durch eine Senkung der GFR und damit
geringerer Reabsorptionsarbeit der Tubuluszellen [271]. Pagel et al (1988)
hatten festgestellt, dass eine Verringerung der renalen Blutzufuhr im Vergleich
mit einer Verringerung der Sauerstofftransportkapazitat des Blutes (anamische
Hypoxie) nur ein geringer Stimulus fur die EPO-Sekretion ist [283]. Sinkt der
RBF jedoch unter einen bestimmten Grenzwert, kann dies durch eine
Verringerung des renalen Sauerstoffverbrauchs nicht mehr kompensiert werden
und es kommt zu einer Erhohung der arteriovendsen Sauerstoffdifferenz [345]
und folglich zu einer Stimulation der EPO-Synthese. Angaben Uber die Grole
dieses Grenzwertes sind jedoch unterschiedlich. Thaysen et al. (1961) schlugen
hierfur eine Verringerung des RBF auf 35-45% des Ausgangswertes vor [345].
Pagel et al. (1988) schlieRen aufgrund ihrer Ergbnisse, dass ab einer 90%igen
Reduktion des RBF die EPO-Produktion maximal stimuliert wird [283]. Somit
konnte die in der eigenen Arbeit vermendete 70%ige Reduktion des RBF kein
ausreichender Stimulus fur die EPO-Sekretion gewesen sein.

Im Widerspruch zu den eigenen Ergebnissen demonstrierten Maxwell et al.
(1997), dass die peritubularen Fibroblasten bei Ischamie der Niere das EPO-
Gen vermindert exprimieren [239]. Auch in der post-ischamischen Niere konnte
nach komplettem experimentellem Verschluss der Nierenarterie EPO-mRNA
Werte gemessen werden, die 50-67% niedriger waren als in der kontralateralen
Niere [340]. Allerdings bleibt hier zu bemerken, dass sich die genannten
Studien im Versuchsaufbau und der Messmethodik deutlich von der eigenen
Arbeit unterscheiden. Beispielsweise betrug die Dauer der renalen
Hypoperfusion bei den Arbeiten von Cooper und Nocenti (1961) und Cotes und
Lowe (1963) nur wenige Stunden [54;57]. In der eigenen Arbeit hingegen
erfolgten die Messungen nach 7-tdgiger Stenosierung der Nierenarterie.
Weiterhin mull beachtet werden, dass diese in-vivo-Untersuchungen an
verschiedenen Tierspezies mit vollstandig ligierten Nierenarterien durchgefuhrt
wurden [239;340;247]. Da hierbei flr die Nierenfunktion wichtige
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lonengradienten nicht mehr aufrechterhalten werden kénnen, nehmen die
Zellen Wasser auf und schwellen an. Begulnstigt wird dieser Vorgang durch
einen ischamisch bedingten Untergang des Zytoskellets. Es kommt zu einer
Kompression der Tubuli, die durch Ablagerungen von Zelltrdmmern im
Tubulsulumen noch verstarkt wird [36].

Mikroskopische Untersuchungen von Tan et al. (1996) zeigen, dass durch die
fehlende Durchblutung der Niere ischamische Einzelzellnekrosen der
Tubuluszellen entstehen, woraus eine Storung der Resorption und der
exkretorischen Funktion der Niere resultieren [340]. Zivny et al. (1972) gehen
aufgrund ihrer Ergebnisse davon aus, dass die ischamische Schadigung des
Nierengewebes auch die EPO-produzierenden Fibroblasten betrifft und die
Niere deshalb die Fahigkeit verliert, adaquate Mengen EPO zu produzieren
[247]. Tan et al. (1996) schreiben den Tubuluszellen eine wichtige Rolle beim
Prozess des Sauerstoff-Sensings zu. Sie postulieren, dass die Zerstérung der
Tubuli die Sensilitdt der EPO-produzierenden Fibroblasten gegenuber

Anderungen des pO, beeintrachtigt [340].

Diesen Ergebnissen stehen jedoch die Arbeiten zahlreicher anderer Autoren
gegenuber. Diese Forschungsgruppen konnten in tierexperimentellen Studien
eine Steigerung der EPO-Produktion nach Nierenarterienstenosierung
beobachten [101;132;260;262;283;284;336]. Auch wurde in klinischen Studien
eine leichte, aber doch signifikante Erhéhung der EPO-Produktion bzw. der
Erythropoese bei Patienten mit Nierenarterienstenose gefunden [37;355]. In
einigen Fallen wurde sogar eine Erythrozytose oder Polyzythamie beobachtet
[13;37;162;342]. Ein genauer Mechanismus flr die genannten Beobachtungen
ist jedoch bis heute nicht bekannt. Man kann nicht eindeutig sagen, ob allein
die Senkung des RBF oder die dadurch bedingte renale Hypoxie die
beobachteten Effekte verursachen. In diesem Zusammenhang konnten
Pavlovic-Kentera et al. (1965) zeigen, dass eine selektive Senkung der renalen
Sauerstoffzufuhr durch einen Shunt zwischen rechtem Herzvorhof und
Nierenarterie die EPO-Produktion bei Hunden nur in 50% der Falle moderat zu

steigern vermochte [286]. Auch konnte an isoliert hypoxamisch perfundierten
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Nieren keine Steigerung der EPO-Sekretion beobachtet werden [85;233]. Im
Gegensatz dazu fanden Pagel et al. (1988), dass die Reduktion des RBF,
verglichen mit einer Anamie, nur ein schwacher Stimulus fur die EPO-Sekretion
ist [283]. Da sich in der Niere zahlreiche vasoaktive und inflammatorische
Mediatoren befinden, ist folglich nicht auszuschliel3en, dass die EPO-Sekretion
bei renaler Hypoperfusion auch durch diese Mediatoren moduliert wird. Durch
die Senkung des renalen Perfusionsdruckes kommt es zur Aktivierung und zu
komplexen Interaktionen dieser Substanzen. Unter anderem wird die Nitrid-
Oxid(NO)-Produktion gesenkt, dagegen sind die Konzentrationen von
Endothelin, Renin, Angiotensin |IlI, Prostaglandin Ej;, Prostacyclin I,
Thromboxan A; und TGF-B erhoht [62;169]. Wechselseitige Abhangigkeiten
zwischen den genannten Mediatoren und EPO kdnnen nicht ausgeschlossen
werden. Beispielsweise gilt TGF- als endogener Antagonist der Erythropoese
[52]. Dagegen ist bekannt, dass Renin und ACE auf noch unbekannte Art und
Weise die EPO-Sekretion unterstutzen [61;287]. Allerdings konnte bisher noch
kein direkter Effekt des RAAS auf die EPO-Sekretion bewiesen werden [8;369].

424 Teil IV: Einfluss der Leber-Arterialisierung auf die CO-stimulierte
hepatische EPO-Sekretion

Die Leber ist wahrend der Fetalphase und bei einigen Spezies auch wahrend
der fruhen Postnatalphase der Uberwiegende Produktionsort von EPO [77;178].
Anhand verschiedener tierexperimenteller Studien konnte in der fetalen Leber
bis zu 95% der Gesamt-EPO-mRNA nachgewiesen werden [60;277;288;370].
Nach der Geburt findet ein Wechsel von Uberwiegend hepatischer zu
uberwiegend renaler EPO-Produktion statt. Zeitpunkt und Dauer dieses
Wechsels sind speziesspezifisch.

Die Mechanismen, die zu diesem Wechsel fuhren, sind trotz zahlreicher
Hypothesen bislang ungeklart. Weiterhin ist unklar, warum die Leber nach dem
Wechsel zur renalen EPO-Produktion einen Verlust der renalen EPO-
Produktion, z.B. beim chronischen Nierenversagen, nicht mehr kompensieren

kann [50]. Im Tierexperiment zeigte sich bei nephrektomierten Tieren unter
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extremen Blutungen lediglich ein Anstieg der extrarenalen Produktion von 10,3
% auf 15,1% [85].

Da die EPO-Synthese durch Sauerstoffangebot und -verbrauch reguliert wird
[177], erscheint ein Einfluss der veranderten Blutversorgung in der fetalen
Leber auf die EPO-mRNA-Synthese denkbar: Zum einen st der
Sauerstoffverbrauch in der fetalen Leber sehr gering [39;40], zum anderen wird
die fetale Leber im Gegensatz zur adulten Leber mit starker oxygeniertem Blut
versorgt. In der Plazenta arterialisiertes Blut flie3t zum Teil mit wenig
Pfortaderblut vermischt zur Leber, zum Teil durch den Ductus venosus Arantii
an der Leber vorbei in die untere Hohlvene. Durch neuere
Ultraschalluntersuchungen konnte gezeigt werden, dass der grofere Teil des
oxygenierten Umbilikalvenenblutes (79-80%) durch die fetale Leber fliel3t [201].
Nach Obliteration von Umbilikalvene und Ductus venosus innerhalb der ersten
Woche postpartem flieRt in der Pfortader zwar nahrstoffreiches, jedoch

sauerstoffarmes Blut zur Leber.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde untersucht, inwiefern eine Re-
Oxygenierung des Pfortaderblutes die EPO-Produktion in der Leber beeinflusst.
Es konnte gezeigt werden, dass die hepatische EPO-mRNA-Expression bei
nicht operierten Tieren unter Normoxie etwa 30% der renalen EPO-mRNA-
Expression betrug. Die Hypoxie-Exposition stimulierte sowohl die renale als
auch die hepatische EPO-mRNA-Expression. Durch milde hypoxische
Stimulation konnte die EPO-mRNA-Expression in der Leber 3fach, in der Niere
dagegen 20fach gegenuber normoxischen Werten gesteigert werden. Starke
hypoxische Stimulation bewirkte eine 28fache Steigerung der EPO-mRNA-
Synthese in der Leber und eine 125fache Steigerung in der Niere.

Weiterhin konnte demonstriert werden, dass eine Oxygenierung des
Pfortaderblutes die hepatische EPO-mRNA-Expression nicht signifikant
beeinflusste. Ebenso wurden keine Unterschiede in der Verteilung der EPO-

MRNA zwischen rechtem und linkem Leberlappen gefunden.
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Dass die Niere den groten Teil der EPO-Produktion tragt, die Leber jedoch in
der Lage ist, ihre EPO-Produktion signifikant zu steigern, konnte bereits
mehrfach nachgewiesen werden [24;34]. Weiterhin konnte in Ubereinstimmung
mit Untersuchungen von Tan et al. (1992) gezeigt werden, dass die Leber
genauso wie die Niere auf hypoxischen Stimulus mit einer Steigerung der EPO-
Synthese reagiert, die Reaktion im Vergleich zur Niere jedoch abgeschwacht ist
[338]. Wie schon von Ratcliffe (1993) vorgeschlagen, spricht dies fur eine
geringere Sensitivitat der Leber gegenuber Hypoxie [296]. Dies kdnnte auch die
Tatsache erklaren, warum ein Ausfall der renalen EPO-Produktion, z.B. nach
subtotaler Nephrektomie oder chronischem Nierenversagen durch die EPO-

Synthese in der Leber nicht effektiv kompensiert werden kann [46;339].

Widersprichlich zu den eigenen Versuchsergebnissen sind die Ergebnisse
alterer tierexperimenteller Studien. Hierbei wurde gezeigt, dass die Leber unter
Normoxie nur noch 10-20% der gesamten EPO-Serumkonzentration produziert
[315;358]. In der eigenen Studie wurde hingegen unter Normoxie eine
hepatische m-RNA-Expression gemessen, die 30% der renalen EPO-mRNA-
Menge betrug. Diese Beobachtungen konnten mit einer unzureichenden
Translation der hepatischen EPO-mRNA in die Aminosauresequenz des
Proteins erklart werden [179;296]. Unterstutzt wird diese These durch die
Tatsache, dass es bisher nicht gelungen ist, die Bioaktivitat des Hormons in der

Leber von hypoxischen Tieren nachzuweisen [180].

In der vorliegenden Arbeit wurde kein Einfluss der Pfortader-Arterialisierung auf
die hepatische EPO-Produktion gefunden. Die arterialisierte Leber reagiert zwar
auf hypoxischen Stimulus mit einer Steigerung der EPO-Produktion, diese
unterscheidet sich jedoch nicht von der Steigerung der EPO-Sekretion bei
scheinoperierten Kontrolltieren. Die Oxygenierung des Pfortaderblutes wurde
nach der Methode von Shimizu et al. (2000) durchgefuhrt. Diese Arbeitsgruppe
hatte 10 Tage postoperativ im Pfortaderblut eine Sauerstoffsattigung von 94%
(vs. 79% bei Kontrolltieren) und einen Sauerstoffpartialdruck von 71mmHg (vs.

45mmHg bei Kontrolltieren) gemessen. In Vorversuchen konnten diese
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Resultate bei der eigenen Arbeit reproduziert werden. Weiterhin wurden keine
signifikanten Veranderungen des Lebergewichtes und der Histologe beobachtet
[320]. Da das fetale Blut der Umbilikalvene nach der Passage durch die
Plazenta eine Sauerstoffsattigung von etwa 80% enthalt [123], wurde durch die
experimetelle Veranderung eine Sauerstoffsattigung des Pfortaderblutes erzielt,
die hoher war als beim Foetus. Es muss jedoch berucksichtigt werden, dass
das fetale Hamoglobin (HbF) eine hohere Affinitat zu Sauerstoff besitzt als beim
adulten Organismus. Weiterhin ist der Sauerstoffverbrauch der fetalen Leber
sehr gering. Die Sauerstoffsattigung des Blutes wird bei der Passage durch die
fetale Leber lediglich um 15 % reduziert [39;40]. Um bei dem vorliegenden
Versuch auch im perivendosen Bereich der Leberazini einen im Vergleich zu
nicht arterialisierten Tieren héheren Sauerstoffpartialdruck zu erzielen, muss die

Sauerstoffsattigung des Pfortaderblutes hdher sein als beim Foetus.

Obwonhl die fetalen Leberlappen nach Untersuchungen von Rudolph et al.
unterschiedlich stark durchblutet werden [308], konnte beim Menschen und bei
Ratten bisher kein Unterschied in der Verteilung der EPO-mRNA-Expression
innerhalb der Leber gefunden werden [60;297]. Diese Aussage kann durch die
vorliegende Arbeit bestatigt werden. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die
EPO-mRNA-Expression in rechtem und linkem Leberlappen sowohl unter
Normoxie als auch nach hypoxischem Stimulus nicht signifikant unterschiedlich

war.

Es ist aber auch denkbar, dass die EPO-produzierenden Hepatozyten bereits in
der Postpartalphase durch die verringerte Sauerstoffversorgung der Leber
inaktiviert werden: es ist seit kurzem bekannt, dass es unter Hypoxie bei
bestimmten Zellinien zum programmierten Zelltod (Apoptose) kommt [148]. Der
programmierte Zelltod beschreibt ein Programm, das aktiv durch zellulare
Faktoren geregelt wird und letzendlich zum Absterben der Zelle fihrt [193]. Es
wurde gezeigt, dass Apoptose eine wichtige Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung spielt. Das Programm ist dabei am Entfernen

uberflissiger Zellen beteiligt [175]. Bisher konnte im Zusammenhang mit dem
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Tumorwachstum gezeigt werden, dass HIF-1a unter Hypoxie Uber die
Aktivierung von Caspasen (Cysteinproteasen mit einem Molekulargewicht von
45 kD) an der Apoptose—Induktion maRgeblich beteilgt ist [148]. HIF-1 spielt
eine wichtige Rolle bei der Regulation der EPO-Genexpression. In der Leber
werden alle a-Untereinheiten der HIF’s exprimiert. HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a-
cDNA wird dabei hauptsachlich im perivendésen Bereich des Leberazinus
exprimiert [195]. Dort ist der pO, im Vergleich zum Periportalgebiet (65mmHg)
stark erniedrigt (35mmHg) [188]. Mdglicherweise wird durch die postpartale
Veringererung der hepatischen Sauerstoffzufuhr die Aktivierung von HIF-1a
induziert. HIF-1a wiederum koénnte Uber die Aktivierung von Caspasen die

Apoptose EPO-produzierender Hepatozyten bewirken.

Zusammenfassend lasst sich aus obigen Ergebnissen ableiten, dass eine Re-
Aktivierung der EPO-produzierenden Hepatozyten durch experimentelle
Arterialisierung des Pfortaderblutes nicht maoglich ist. Folglich bleibt ungeklart,
warum die Fahigkeit der Leber zur EPO-Produktion nach der Geburt sinkt.
Mdglicherweise sind die Oxygenierung und der starkere Druck in den

Lebergefalien kein ausreichender Stimulus fir die hepatische EPO-Sekretion.

4.25 Teil V: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und EPO-

Sekretion

4.2.5.1 Renale sympathische Innervierung und Reninsekretion

Neuronal wird die Reninsekretion Uber sympathische Einflisse moduliert. In
diesem Zusammenhang ist die wesentlich dichtere Innervation der
juxtaglomerularen Zellen mit sympathischen Nervenfasern im Vergleich zu
glatten Muskelzellen oder Zellen des extraglomerularen Mesangiums wichtig.
Die sympathische Innervierung des juxtaglomerularen Apparates wurde bereits
1973 von Barajas nachgewiesen [16]. Die sympathischen Nervenfasern
innervieren ebenso die Tubuli und die Gefalle der Niere [66;68].

Sowohl die Aktivierung der sympathischen Nerven in der Niere als auch

zirkulierende oder lokal sezernierte Katecholamine fuhren Gber B4-
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Adrenorezeptoren des juxtaglomerularen Apparates zur Aktivierung der
Adenylatzyklase. Dadurch kommt es zum Anstieg des intrazellularen cAMP-
Spiegels. cAMP stellt wiederum einen wichtigen Stimulator der Reninsekretion
dar [159;211]. Konsequenterweise fuhrt also eine renale Denervierung zu
einem Abfall der basalen Reninausschittung [42]. Es werden allerdings nur
Zellen zur Reninsekretion angeregt, die eng benachbart zum juxtaglomerularen
Apparat liegen [356]. Glatte Muskelzellen, die an anderen Stellen der afferenten
Arteriole liegen und Reninvesikel haben, kdnnen dadurch nicht zur Sekretion
angeregt werden. Ebenso kdnnen keine neuen Zellen durch Katecholamine zur
Reninproduktion rekrutiert werden [159]. Unklarheit besteht noch immer Uber
die zahlreichen intra- und extrarenalen Interaktionen zwischen renalen Nerven
und Renin-Angiotensin-System. Ein wichtiger Ausgangspunkt bei der
Erforschung dieser Interaktionen war die Beobachtung, dass intrarenales
Angiotensin Il die Noradrenalin-Freisetzung an sympathischen
Nervenendigungen verstarkt [33;364]. Ebenso konnte durch Gabe von ACE-
Inhibitoren bzw. ATq-Rezeptorantagonisten eine durch renale Nerven
vermittelte Antinatriurese vermindert bzw. vollstandig blockiert werden
[144;145;186]. Auch ist wohl ein grolder Anteil der Angiotensin Il vermittelten
Wirkung von einer intakten renalen Innervation abhangig [67]. Allerdings scheint
ein bestimmter Aktivierungsgrad des Renin-Angiotensin-Systems hierfur
Voraussetzung zu sein [33;124]. Es mul3 jedoch angemerkt werden, dass diese
Messungen, die zum grofRten Teil an narkotisierten Tieren durchgeflihrt worden
waren, an wachen Tieren nicht reproduziert werden konnten [250;269]. Beim

Menschen wurden diese Zusammenhange bisher noch nicht untersucht.

Die Rolle der a-Rezeptoren in der Regulation der Reninsekretion ist nicht ganz
klar, da uberwiegend Hemmung [65], gelegentlich auch Stimulation nach a-
Aktivierung beobachtet wurde [139]. Bislang gibt es mehr Hinweise fur einen
hemmenden a-adrenozeptorabhangigen Weg in reninsezernierenden Zellen als
fur einen stimulierenden Effekt. Allerdings steht der Beweis flir die Anwesenheit

von a-Rezeptoren auf den reninsezernierenden Zellen noch aus [138].
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4.2.5.2 Einfluss von renaler Denervierung auf das RAAS

Wie bereits aufgefuhrt, ist der Einfluss von Hypoxie auf das Renin-Angiotensin-
System unzureichend untersucht. Dementsprechend widersprichlich sind auch
die Ergebnisse zur Auswirkung der renalen Denervierung auf die Renin-
Sekretion unter Hypoxie. Kramer et al. (1998) und Ritthaler et al. (1997) gehen
nach ihren Ergebnissen davon aus, dass die Auswirkung der Hypoxie-
Exposition auf die Renin-Sekretion nicht durch renale Nerven vermittelt wird
[210;304]. Bei der hier vorliegenden Studie konnte in Ubereinstimmung mit den
Arbeiten dieser Autoren keine signifikante Veranderung der Renin-Sekretion bei
renal denervierten Tieren unter Hypoxie beobachtet werden. Nach Fletcher et
al. (1999) und Bunag et al. (1966) hingegen wird eine durch chronische Hypoxie
induzierte Steigerung der Renin-Sekretion durch beidseitige Denervierung der
Nierenarterie supprimiert [102]. Kramer et al. (1998) vermuten, dass
zirkulierende Katecholamine eine Rolle bei Hypoxie-induzierten Veranderungen
der Reninsekretion spielen, da bei Ratten nach Hypoxie-Exposition eine um bis
zu 3,2fach erhohte Noradrenalin-Konzentration sowie eine um bis zu 7,8fach
erhohte Adrenalin-Konzentration im Blut gemessen wurde [210]. Dies war in
friheren Versuchen auch schon von Gowdy et al. (1966) gezeigt worden [129].
Die Rolle der zirkulierenden Katecholamine bei der Stimulierung der Renin-
Sekretion und der Einflussnahme auf die Nierenfunktion ist noch weitgehend
unklar: DiBona et al. (1985) konnten feststellen, dass der Effekt zirkulierender

Katecholamine auf die Nierenfunktion geringer ist als der renaler Nerven [65].

4.2.5.3 Einfluss von Beta-Adrenozeptoragonisten auf das RAAS

Die Stimulation von [(+1-Rezeptoren bewirkt Uber Bildung von cAMP
bekanntermallen eine Steigerung der Renin-Sekretion. Die Aktivierung der
Renin-Sekretion geschieht durch direkte Interaktion der B-adrenergen Stimuli
mit den renin-sezernierenden Zellen des JGA, unabhangig von systemischen
oder indirekten renalen Effekten [334]. Auch zirkulierendes Noradrenalin wirkt
direkt Uber B-Rezeptoren der JGA-Zellen. Diese Interaktion kann durch die

renalen Nerven nicht beeinflusst werden [6].
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Kramer et al. (1998) haben durch Messungen der Renin-mRNA in der Niere
unter Hypoxie bewiesen, dass unspezifische [p-Adrenozeptoragonisten
(Isoproterenol) die Renin-Expression um 130 % zu steigern vermogen. Ist das
RAAS durch salzarme Diat bereits aktiviert, kann durch Isoproterenol keine
weitere Steigerung der Renin-Sekretion erzielt werden [210].

Die Ergebnisse von Kramer et al. (1998) kdonnen durch die Daten der hier
vorliegenden Studie nicht bestatigt werden. Allerdings mufd beachtet werden,
dass der unspezifische [B-Adrenozeptoragonist Isoproterenol in der eigenen
Arbeit in niedriger (subpressorischer) Dosierung verabreicht worden ist. Ein

Einflul auf das RAAS ist somit unwahrscheinlich.

4.2.5.4 Einfluss von Beta-Adrenozeptorantagonisten auf das RAAS

Bereits mehrfach konnte nachgewiesen werden, dass die Renin-Sekretion
durch renale Denervierung oder B-Adrenozeptorantagonisten supprimiert
werden kann [351]. In der hier vorliegenden Studie konnte dieser Effekt jedoch
nicht beobachtet werden. Es mul} allerdings beachtet werden, dass die
Messung direkter Effekte der B-Adrenozeptorantagonisten auf die Renin-
Sekretion aufgrund zahlreicher systemischer Effekte erschwert ist. Auch kann
durch [B-Blockade nur ein bereits aktivietes RAAS im Sinne einer
Supprimierung beeinflusst werden. Die basale Reninsekretion wird durch [3-

Adrenozeptorantagonisten nicht modifiziert [167].

4.2.5.5 Einfluss von Neuropeptid Y (NPY) auf das RAAS

Neuropeptid Y findet sich in besonders hohen Konzentrationen in zentralen und
peripheren Neuronen, also auch in adrenergen Neuronen des peripheren
sympathischen Nervensystems. Es wird zusammen mit Noradrenalin in
synaptischen Vesikeln gespeichert und unter Aktivierung des Sympathikus
freigesetzt. Die reninproduzierenden juxtaglomerularen Zellen werden durch
das sympathische Nervensystem innerviert und die sympathischen
Nervenendigungen werden in enger Nachbarschaft zu den juxtaglomerularen

Zellen gefunden. In diesem Zusammenhang interessiert die Beeinflussung der
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Nierenfunktion und insbesondere des RAAS durch Neuropeptid Y. Dass neben
Noradrenalin auch weitere Neurotransmitter des zentralen und peripheren
Nervensystems die Renin-Sekretion beeinflussen, konnte bereits gezeigt
werden. So wiesen Ganong et al. (1984) nach, dass serotonerge Neurone im
Nucleus raphé dorsalis die Renin-Sekretion Uber psychosoziale Stimuli
regulieren, Substanz P hingegen inhibiert die Renin-Sekretion [116]. Daten Uber
die Wirkungsweise von Neuropeptid Y auf die Renin-Sekretion sind jedoch rar.
Haefliger et al. (1999) stellten fest, dass es nach Senkung des renalen
Perfusionsdruckes es zu einer Supprimierung der NPY-mRNA in den Tubuli
kam. Ferner vermuten die Autoren aufgrund ihrer Ergebnisse, dass
zirkulierendes Angiotensin Il an der Regulation der NPY-Sekretion beteiligt ist.
Der systemische Blutdruck scheint keinen Einflud auf die Synthese von
Neuropeptid Y zu haben [140]. Auch konnten Grouzmann et al. (1994)
nachweisen, dass das RAAS die Sekretion von NPY und Katecholaminen bei
Patienten mit Phaochromozytom zu steigern vermag und an der Triggerung
einer hypertensiven Krise beteiligt ist [134]. Die Ergebnisse der hier
vorliegenden Arbeit sprechen jedoch deutlich gegen eine Interaktion von NPY
und RAAS. Es muld aber auch hier berlcksichtigt werden, dass NPY in
suppressorischer Dosierung verabreicht [32] wurde, um indirekte Wirkungen auf

die EPO-Sekretion zu vermeiden.

4.2.5.6 Verminderte renale Gewebemenge und RAAS

Den Hauptanteil der Renin-Synthese tragen die Nieren. Dort wird Renin in den
juxtaglomerularen Epitheloidzellen als Preprorenin transkribiert und translatiert.

Konsequenterweise musste ein Verlust von Nierenmasse zu einer Reduktion
der renalen Renin-Synthese fuhren. Forschungsergebnisse hierzu sind jedoch
widerspruchlich. In der hier vorliegenden Studie wurde nach unilateraler
Nephrektomie keine Veranderung der PRA beobachtet. Diese Ergebnisse sind
konsistent mit den von El-Dahr et al. (1990) und Tank et al. (1996) erhobenen
Daten. Diese Autoren schlossen aufgrund ihrer Messungen eine Veranderung
der PRA durch einseitige Nephrektomie aus [81;341]. Im Gegensatz dazu
fanden Kato et al. (1997) eine verminderte PRA nach einseitiger Nephrektomie

und kontralateraler Nierenarterienstenose [191]. Zusatzlich ist die Reaktion der
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kontralateralen Niere auf die einseitige Nephrektomie zu bedenken. El-Dahr et
al. (1990) konnten ein Absinken des Renin-Gehaltes in der kontralateralen
Niere nachweisen [81]. Messungen von Valentin et al. (1994) und Correa-Rotter
et al. (1992) hingegen ergaben, dass Angiotensin-mRNA und Renin-mRNA der
kontralateralen Niere unverandert bleiben. Da sich nach einseitiger
Nephrektomie das Nierengewicht der kontralateralen Niere erhoht, schlossen
die Autoren daraus, dass Angiotensin nicht an der Hypertrophie der
kontralateralen Niere beteiligt ist [565;352]. Es gibt gute Hinweise, dass sich die
Menge der Renin-Synthese in der kontralateralen Niere im zeitlichen Verlauf
andert und daruberhinaus vom bereits bestehenden Aktivierungszustand des
RAAS abhangig ist [208;325;341].

FUr das Modell der subtotalen Nephrektomie konnte in der eigenen Arbeit eine
signifikante Supprimierung der PRA gezeigt werden. Gestltzt wird dieses
Ergebnis durch Messungen von Pupilli et al. (1992) [292]. Diese Autoren
konnten unter normoxischen Versuchsbedingungen eine Senkung von Renin-
MRNA in der Restniere sowie eine Senkung der PRA bei subtotal
nephrektomierten Tieren nachweisen. Diesen Effekt konnten Correa-Rotter et
al. (1992) und Ibrahim et al. (1998) nicht beobachten. Sie fanden im Gegenteil
im infarziertem Gebiet der Restniere eine signifikant erhdhte Renin-mRNA.
Aufgrund dieser Tatsache schliefen die Autoren, dass Renin eine
pathophysiologische Rolle beim progressiven Nierenversagen spielt. Im
nichtinfarzierten Nierengewebe waren Renin-mRNA und Angiotensin-mRNA
unverandert [55;166].

Nach Verlust von Nierengewebe kommt es Ublicherweise zu einer
kompensatorischen Hypertrophie des verbleibenden Nierengewebes. Ferner
werden bei chronischer Stimulation in den afferenten Arteriolen zusatzlich glatte
Muskelzellen in reninproduzierende Zellen umgewandelt [14;343]. Unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen scheint die Restniere jedoch nicht in der
Lage zu sein, die Reninsynthese 2zu steigern. Untersuchungen zur

Reninsyntheseleistung bei subtotaler Nephrektomie unter hypoxischen
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Bedingungen sind noch nicht durchgefuhrt worden, und man kann daher nur
spekulieren, ob die Hypoxie-Exposition bei der Supprimierung der

Reninsynthese eine Rolle spielt.

4.2.5.7 Einfluss der akuten Ureterligatur auf das RAAS

Es ist bekannt, dass eine akute oder chronische Ureterobstruktion
weitreichende Wirkungen auf die Nierenfunktion und Hamodynamik hat. Hierzu
gehoren eine Erhdhung des systemischen Blutdruckes, die Induktion einer
tubulo-interstitiellen Fibrose durch Infiltration von Makrophagen und Monozyten
[265] sowie die Verringerung der renalen Masse, die Hypertrophie der
kontralateralen Niere [89], die Tubulusatrophie und eine verlangerte
Vasokonstriktion [11]. Die Beteiligung des RAAS an diesen Veranderungen
wurde in zahlreichen Forschungsarbeiten nachgewiesen. Von den meisten
Autoren wird angenommen, dass eine Erhdhung von Angiotensin Il in der Niere
fur die postobstruktiven Veranderungen der Nierenfunktion verantwortlich ist
[11;89;152;265;366]. Diese Theorie konnte allerdings durch die Ergebnisse der
eigenen Studie nicht unterstutzt werden. Nach akuter Ureterobstruktion wurde
in der vorliegenden Studie keine signifikante Veranderung der PRA unter
Hypoxie gemessen. Ahnliche Ergebnisse waren zuvor von el-Dahr et al. (1990)
erzielt worden [81]. Allerdings konnte diese Arbeitsgruppe in der kontralateralen
Niere eine Supprimierung des RAAS beobachten. Auf diese Weise konnte der
erwahnte Widerspruch zu frGheren Arbeiten erklart werden.

Unklar bleibt weiterhin, welche Mediatoren bei den postobstruktiven
Veranderungen in der Niere eine Rolle spielen. Yarger et al (1980) vermuten
eine Beteiligung von Prostaglandinen und Thromboxanen [366]. Nakatani et al.
(2002) schlielRen aus ihren Ergebnissen, dass Angiotensin Il durch Erhdhung
des oxidativen Stress und NF-kB-Suppression wirkt [265]. Die renalen Nerven
und der systemische Blutdruck scheinen bei der Angiotensin IlI-Aktivierung

durch Ureterobstruktion keine Bedeutung zu haben [89;273].
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4.2.5.8 Nierenarterienstenosierung und RAAS

Der renale Perfusionsdruck ist ein starker Regulator der Reninsynthese und
Reninsekretion. Da diese druckabhangige Regulation auch in der isolierten
perfundierten Niere erhalten bleibt, muss der daflir verantwortliche Drucksensor
in der Niere selbst lokalisiert sein [314]. Die Lokalisation und Funktionsweise
dieses Barorezeptors ist bis jetzt nicht genau identifiziert, jedoch scheint es sich
nach bisherigen Uberlegungen um einen Dehnungsrezeptor auf den
reninsezernierenden Zellen zu handeln, der die Wandspannung der afferenten
Arteriole misst [103;349].

Dass die Reninsekretion invers mit dem renalen Perfusionsdruck veknupft ist,
wurde mehrfach durch experimentelle Senkung des renalen Perfusionsdruckes
bewiesen. So konnte nach Anbringen eines Nierenclips (Goldblatt) ein Anstieg
von PRA, Renin-mRNA und Angiotensin |-Konzentration in der Niere gemessen
werden [140;234;237;350]. Dabei erhoht sich die PRA unmittelbar, der Renin-
MRNA-Anstieg folgt erst nach 1-2 Tagen. In der kontralateralen Niere kommt es
nach Steigerung des renalen Perfusionsdruckes zu einer 50%igen Senkung der
Renin-mRNA [234]. Eine Erhdhung der Renin-Sekretion zeigte sich nicht unter
hypoxischen Bedingungen [237]. In der vorliegenden Studie wurde in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Martin et al. (1994) [237] unter
hypoxischen Versuchsbedingungen keine signifikante Veranderung der PRA
nach Nierenarterienstenosierung beobachtet, wenngleich die PRA bei
Nierenarterienstenosierung leicht erhoht war. Verantwortlich fir die
beobachteten Effekte kdnnten Veranderungen des systemischen Blutdruckes
und des Natriumgleichgewichtes unter Hypoxie sein. Es gibt bereits mehrere
Hinweise dafur, dass akute Hypoxie eine Verminderung der tubularen
Natriumreabsorption bewirkt [176;280;332]. Uber den tubuloglomeruléren
Feedbackmechanismus besteht eine funktionelle Beziehung zwischen der
Elektrolytzusammensetzung der tubularen FlUussigkeit an der Macula densa und
der Reninsekretionsrate [125;227]. Folglich konnte ein Hypoxie-induzierter
Anstieg der tubularen NaCl-Konzentration an der Macula-densa zu einer
Abnahme der Reninsekretion fuhren und den stimulatorischen Effekt der

Nierenarterienstenosierung auf die reninsezernierenden Zellen tberdecken.
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Auch Uber die Beteiligung der renalen Nerven an der druckabhangigen
Regulation der Renin-Sekretion besteht Unklarheit. Villareal et al. (1984)
konnten nachweisen, dass eine renale Denervierung keinen Einfluss auf eine
systemische Blutdruckerhohung bei Nierenarterienclip (Goldblatt) hat. Die
Autoren schlossen daraus, dass die renalen Nerven nicht an der
druckabhangigen Regulation der Reninsynthese beteiligt sind. Neuere Studien
konnten dieses Ergebnis nicht bestatigen [354]. Wagner et al. (1999) fanden,
dass PRA und Renin-mRNA nach renaler Denervierung und reduziertem

Nierenperfusionsdruck signifikant reduziert waren [356].

4.2.5.9 Einfluss der Pfortader-Oxygenierung auf das lokale RAAS der
Leber

Den grofRten Teil der Renin-Sekretion tragen die Nieren. Zwar sinkt die PRA
nach beidseitiger Nephrektomie auf nicht mehr messbare Werte [35], jedoch
konnte durch die Detektion von Renin-mRNA in unterschiedlichen Organen
bewiesen werden, dass das RAAS in einer Vielzahl von Geweben vorkommt.
Darunter befinden sich neben der Niere auch Nebennieren, Blutgefallen,
Gehirn, Spinalkanal, Mesenterium, Lunge und Milz [44]. Hierbei handelt es sich
sozusagen um ein lokales RAAS, das wahrscheinlich unabhangig vom
endokrinen System ist [28;244]. Dieses gewebespezifische RAAS scheint
Einwirkung auf die Gewebefunktion zu haben, ist jedoch nicht an der Regulation
des systemischen Blutdruckes beteiligt [35]. Vor allem lokal sezerniertes
Angiotensin |l beeinflusst das Zellwachstum, die Zell-Apoptose, die Herstellung
reaktiver Sauerstoffspezies, die Sekretion von Botenstoffen,
Entzindungsreaktionen und die Kollagensynthese [220]. Auch die Leber hat die
Madglichkeit, samtliche Komponenten des RAAS selbst zu synthetisieren.
Dartber hinaus tragt die Leber neben der Niere den Hauptanteil des Renin-
Abbaus [198]. Daten Uber die Regulation des lokalen RAAS in der Leber sind
jedoch rar. Bisher konnte eine Erhohung des lokalen RAAS bei Patienten mit
Leberzirrhose nachgewiesen werden [371]. Es wird vermutet, dass das lokale
RAAS hierbei fur den erhdhten Widerstand der Pfortader verantwortlich ist.
Auch kann das gewebespezifische RAAS der Leber durch Thyroxin,



IV. Diskussion 109

Angiotensin 1l, Dexamethason und Ostradiol zur Synthesesteigerung aktiviert
werden [171;242].

Obwonhl es Hinweise fur eine Beeinflussung des lokalen RAAS der Leber durch
eine verminderte Blutversorgung durch die Pfortader gibt [137], konnte in der
vorliegenden Arbeit nach Anlage eines hepatorenalen Shunts keine
Veranderung der PRA beobachtet werden. Die eigenen Ergebnisse legen somit
fur dieses Modell nahe, dass die Reninsynthese in der Leber weitgehend
unabhangig vom Oxygenierungsgrad des Pfortaderblutes ist. Diese Theorie
kann durch eine altere Studie von Kokot et al. (1986) gestitzt werden. Diese
Autoren fanden im Einklang mit den eigenen Ergebnissen nach kurzzeitiger
Arterialisierung des Pfortaderblutes keine Veranderung der PRA, konnten nach
chronischer Arterialisierung der Pfortader (3-8 Monate) jedoch einen Anstieg
der PRA messen [207]. Es erscheint somit denkbar, dass die hepatische
Durchblutung an der Regulation des gewebespezifischen RAAS beteiligt ist,
hierbei jedoch eine Zeitabhangigkeit besteht. In diesem Zusammenhang
konnten Sonkodi et al. (1983) an In-vivo-Experimenten zeigen, dass akute
experimentelle Reduktion der hepatischen Durchblutung die PRA steigert. Eine
chronische Reduktion der Leberdurchblutung vermochte die PRA hingegen

nicht zu verandern [326].

4.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie weisen daraufhin, dass die renalen Nerven unter
milder Hypoxie einen wesentlichen Faktor fur die Regulation der EPO-Sekretion
in der Niere darstellen. Neuropeptid Y und B-adrenerge Rezeptoren scheinen
als Mediatoren an der Steuerung der EPO-Sekretion durch die renalen Nerven
beteiligt zu sein. Epozyten konnen in der Niere den Verlust von Nierengewebe
nur bis zu einem gewissen Grad kompensieren. Eine Senkung der renalen
Sauerstoffzufuhr fihrt zur Steigerung der EPO-Produktion. Die Senkung des
renalen Sauerstoffverbrauchs durch eine akute Ureterligatur beeinflulRt die
EPO-Synthese nicht. Chronische Harnstauung fuhrt moglicherweise, bedingt

durch einen Funktionsverlust der Epozyten, zu einer Supprimierung der EPO-
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Produktion. Eine vermehrte Oxygenierung des Pfortaderblutes stellt keinen
wesentlichen Stimulus fur die hepatische EPO-Sekretion dar.

Die PRA wurde durch renale Denervierung, unselektive Adrenozeptoragonisten
und Antagonisten sowie durch NPY nicht beeinflulit. Ebenso wenig veranderten
renale Hypoperfusion oder akute Harnstauung die Aktivitat des RAAS. Im
Gegensatz zur unilateralen Nephrektomie konnte flr das Modell der subtotalen
Nephrektomie eine signifikante Supprimierung der PRA gezeigt werden. Ein
Einfluld der Pfortader-Arterialisierung auf die PRA wurde nicht beobachtet.



V. Zusammenfassung 111

5 Zusammenfassung

Die Synthese des Glykoproteins Erythropoetin (EPO) korreliert invers mit dem
Sauerstoffangebot des arteriellen Blutes und kann unter Hypoxie bis zu
tausendfach ansteigen. Die quantitativ relevanten Produktionsorte des Hormons
sind die Nieren und zu einem geringeren Anteil die Leber. Es ist bekannt, dass
Erythropoetin unter Hypoxie durch Hypoxie-induzierbare-Faktoren (HIF)
hochreguliert wird. Bislang ist jedoch ungeklart, ob andere Mechanismen eine

Rolle bei der renalen EPO-Produktion und -Sekretion unter Hypoxie spielen.

In der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit wurde untersucht, ob die renale
Innervation an der Regulation der EPO-Synthese beteiligt ist. Weiterhin wurde
gepruft, inwiefern Anderungen der renalen Durchblutung und Gewebemenge
die EPO-Sekretion in der Niere modulieren. Der Einfluss einer vermehrten
hepatischen Sauerstoffzufuhr auf die EPO-mRNA-Expression in der Leber
wurde ebenfalls untersucht. Alle Versuche wurden in einem Modell
kohlenmonoxid-induzierter Hypoxie an nicht narkotisierten mannlichen
Sprague-Dawley Ratten durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Dosis-Wirkungskurve
der EPO-Spiegel im Serum, bezogen auf CO-Konzentrationen zwischen 0,00
und 0,14 Vol % CO, erstellt.

Die renale Denervierung bewirkte eine  Linksverschiebung der
Dosiswirkungskurve mit signifikant erhohter EPO-Serumkonzentration bei 0,06
Vol % CO. Durch Gabe von NPY konnte die gesteigerte EPO-Sekretion
denervierter Tiere signifikant gesenkt werden. NPY-Antagonisten in renal
innervierten Tieren flhrten zu einer Steigerung der EPO-Serumkonzentration
allerdings nicht signifikant. R-adrenerge Blockade in renal innervierten Tieren
oder B-adrenerge Stimulation in renal denervierten Tieren veranderten die EPO-
Serumkonzentration nur geringfugig.

Die Reduktion der renalen Gewebemasse durch einseitige/subtotale

Nephrektomie vermochte die EPO-Serumkonzentration und die EPO-mRNA-
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Expression unter starkem hypoxischen Stimulus im Nierengewebe signifikant zu
senken. Die EPO-mRNA-Menge in der Niere betrug bei starkem hypoxischem
Stimulus 33% (einseitige Nephrektomie) bzw. 25% (subtotale Nephrektomie)
der EPO-mRNA von Kontrollnieren. Unter milder Hypoxie (bis 0,08 Vol % CO)
konnte der Verlust von Nierenparenchym durch die Restniere noch kompensiert
werden.

EPO-Serumkonzentration und EPO-mRNA-Gehalt bei Tieren mit akuter
Ureterligatur waren nach CO-Exposition signifikant erhoht. Nach chronischer
Ligatur wurde bei 0,06 Vol % CO eine signifikante Verringerung der EPO-
Serumkonzentration und des EPO-mRNA-Gehaltes im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen. Eine 70%ige Stenosierung der Nierenarterie
vermochte die EPO-Serumkonzentration sowie die EPO-mRNA in der Restniere
unter verschiedenen hypoxischen Stimuli nicht zu verandern.

Die EPO-Synthese in der Leber liel3 sich durch starke hypoxische Stimulation
bei Kontrolltieren um bis zu 28fach steigern. Die hepatische EPO-mRNA-
Expression betrug unter Normoxie etwa 30% der renalen EPO-mRNA-
Expression. Nach milder hypoxischer Stimulation (0,05 Vol % CO) lag der EPO-
MRNA-Gehalt in der Leber bei 4% des renalen EPO-mRNA-Gehaltes, nach
starker hypoxischer Stimulation (0,09 Vol % CO) bei 7%. Eine Oxygenierung
des Pfortaderblutes vermochte die hepatische EPO-mRNA-Expression nicht zu
verandern.

Ein Einfluss der renalen Denervierung, unselektiven Adrenozeptoragonisten
und Antagonisten sowie von NPY auf die PRA wurde nicht beobachtet.
Ebensowenig veranderten renale Hypoperfusion oder akute Harnstauung die
Aktivitat des RAAS. Nur flir das Modell der subtotalen Nephrektomie konnte
eine signifikante Supprimierung der PRA gezeigt werden. Ein Einfluld der

Pfortader-Arterialisierung auf die PRA fand sich nicht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass das renale Nervensystem eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der EPO-Sekretion spielt. NPY Ubt Gber die renalen
Nerven eine tonische Hemmung auf die EPO-Produktion aus. Nach Entfernung
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von renaler Gewebemasse kann die Niere bis 0,08 Vol % CO die EPO-
Produktion kompensieren. Bei starkeren hypoxischen Stimuli sinkt die EPO-
Synthese. Desweiteren zeigte sich, dass die EPO-Produktion bei renaler
Hypoperfusion nach Stenose der A. renalis nicht verandert wird. Die erhdhte
EPO-Produktion nach akuter Ureterligatur lasst vermuten, dass es hierbei
durch den gesteigerten RBF und folglich  erhéhter tubularer
Reabsorptionsarbeit zu einer verstarkten Hypoxie mit vermehrter Stimulation
der EPO-produzierenden Zellen kommt. Dagegen fuhrt eine chronische
Ureterligatur zu einer Supprimierung der EPO-Produktion. Es bleibt unklar, ob
hierfir der Funktionsverlust der EPO-produzierenden Zellen oder ein
verminderter O»-Verbrauch der proximalen Tubuli verantwortlich ist. Die
Antwort der Leber auf hypoxischen Stimulus erscheint unabhangig vom
Sauerstoffgehalt des Pfortaderblutes. Eine Reaktivierung EPO-produzierender
Hepatozyten scheint somit nicht moglich zu sein. Wahrscheinlich kommt es

bereits postpartal zur Apoptose dieser Zellen.
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{ Anhang

7.1 Abkilirzungsverzeichnis

A. Arteria

ACE Angiotensin converting enzyme

ADM Adrenomedullin

Ang I Angiotensin |

ART Arterialisierung

ATP Adenosintriphosphat

ca* Kalzium

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CO Kohlenmonoxid

COHb Carboxyhamoglobin

COX Cyclooxygenase

CYP Cytochromoxidase

DNX Denervierung

EDso Halbmaximale Dosis bei der ein bestimmter Effekt erzielt
wird

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPO Erythropoetin

GFR Glomerulare Filtrationsrate

Hb Hamoglobin

HCI Hydrogeniumchlorid (Salzsaure)

HIF Hypoxie induzierbarer Faktor

Hkt Hamatokrit

HPLC high performance liquid chromatography

KCI Kaliumchlorid

log Logarithmus

M molar

MAP mittlerer arterieller Blutdruck

mmol Millimol
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MRNA messenger ribonucleic acid

pmol Mikromol

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinamid-adenindinucleotidphosphat
NPY Neuropeptid Y

NX einseitige Nephrektomie

NXX subtotale Nephrektomie

pH Potentielle Hydroniumionenkonzentration
pO, Sauerstoffpartialdruck

PP Pankreatisches Polypeptid

PRA Plasmareninaktivitat

PTE Posttransplantationserythrozytose

PVP Polyvinylpyrrolidon

RAS Renin-Angiotensin-System

RBF Renaler Blutfluss

rhEPO rekombinantes human-Erythropoetin

RIA Radioimmunoassay

RNA ribonucleic acid

RR Blutdruck nach Riva Rocci

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler vom Mittelwert

TGF tubuloglomerularer Feedbackmechanismus
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

\Y Vehikel

V. Vena

VEGF vascular endothelial growth factor

Vol Volumen

Vs. versus
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