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1. Einleitung

1.1.Hypertonie

1.1.1.Essentielle Hypertonie
Die primare (essentielle) Hypertonie, welche etv@o9aller Bluthochdruckerkrankungen

ausmacht, ist ein multifaktoriell bedingtes Kranikslgild. Bestimmt wird es sowohl von
Umweltfaktoren (Ernéhrung, Alkoholkonsum, Nikotimgess, Bewegungsmangel, Adipositas,
psychischer und mentaler Stress) als auch von igeheh Faktoren (Noel 1994), die bisher
jedoch noch nicht ausreichend definiert werden kemn

Bislang gelang lediglich die Entdeckung seltenemaygnetischer Formen, wie etwa der
autosomal-dominant vererbbaren glucocorticoidendithen Hypertonie, sowie die
Identifizierung einiger Kandidatengene, die wahesclich eine Rolle innerhalb der
Pathogenese der essentiellen Hypertonie spieléragk kommen beispielsweise Gene, die
die Aktivitat des Angiotensin-converting-Enzyms (BCoder des Atrialen natriuretischen
Peptids (ANP) beeinflussen.

Auch das Endothel und das purinerge System (Sigh2.1lind 1.1.3) (Ralevic and Burnstock
1998) spielen eine wichtige, noch nicht vollstandsgstandene Rolle in der Pathogenese der
essentiellen Hypertonie.

Es ist unabdingbar die molekulare Basis der waleiatibhh polygen bedingten essentiellen
Hypertonie weiter zu erforschen. Eine exaktere ARutkng ist fur die Abschéatzung des
individuellen kardiovaskularen Risikos, eine pramsDiagnostik, die Entwicklung besserer
Prophylaxe- und eventuell auch effizienterer -d&edknziertere- Therpiemdglichkeiten

notwendig.

1.1.2.Die Rolle des Endothels bei der Hypertonieentstehgn
Das Endothel stellt ein auto-, para- und endokri@egan dar, das an der Regulation von

Gerinnung, vaskularem Remodelling und lokalen Emdzingsprozessen beteiligt ist. Ferner
spielt es eine entscheidende Rolle fur den GeféaRtoma es sowohl Mediatoren sezerniert,
die Vasodilatation als auch solche, die Vasokotitvakvermitteln (Vanhoutte 1996):

1.Stickstoffmonoxid

Der endothelialen Produktion von StickstoffmonoidD), dem sogenannten "endothelium-
derived relaxing factor", kommt hierbei eine Sckklposition zu (Furchgott and Zawadzki
1980). Es bewirkt eine Vasodilatation mit konsekerti Reduktion des peripheren

GefalBwiderstands und ist zusammen mit Prostacy@@GhL) Gegenspieler zahlreicher
1



vasokonstriktiv wirkender Substanzen, wie etwa Hnmeln, Angiotensin Il (Ang II) und
Noradrenalin. Katalysator der NO-Produktion ist i®-Synthase, wobei drei Isoformen
dieses Enzyms identifiziert worden sind: Die endb#te (eNOS), die neuronale (nNOS)
und die induzierbare NO-Synthase (INOS) (Nathan Xmel 1994). Letztere wird bei
Infektionen oder Entziindungsreaktionen induzierar(Kko, Hirata et al. 1994), wahrend es
sich bei der eNOS um ein konstitutiv exprimiertezym handelt (Nathan and Xie 1994). Die
NNOS findet sich im enterischen Nervensystem, wo @il wichtige Rolle bei der non-
adrenergen non-cholinergen Neurotransmission spielt

Unter Anwesenheit von molekularem Sauerstoff untlizeerender Aquivalente in Form von
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NARNRDPH) als Kosubstrate katalysiert
die eNOS die Reduktion der Aminosaure L-ArgininLzCitrullin und NO. Aktiviert wird sie
durch einen Anstieg der intrazellularen Calcium?@&onzentration, der durch Bindung des
Cd*-/Calmodulin-Komplexes an die eNOS zu einer Konfationsanderung und damit zu
einer Aktivierung des Enzyms fuhrt (Marletta 1994).

NO wirkt direkt vasodilatativ Gber Aktivierung ddsnzyms Guanylatzyklase, das einen
Anstieg der intrazellularen Konzentration des sdcamessengers cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat) bewirkt, sowie indirekt UbEemmung der Produktion
vasokonstriktorischer Peptide (z.B. Endothelin)rfiautte 2000). Ebenfalls cGMP-vermittelt
hemmt NO die Thrombozytenaggregation. Durch koual@&hodifizierung von Thiolgruppen
der verantwortlichen Proteine und durch Redoxreakth mit Radikalen unterbindet NO die
Proliferation, bzw. Migration glatter Gefallmuskdlze und die Expression von
Adhéasionsmolekilen fur neutrophile Granulozytenmipjhozyten und Monozyten auf durch
Entzindung aktivierten Endothelzellen. So schut@ te GefalRwand vor Thrombose und
artheriosklerotischen Umbauprozessen (Palmer,deeeti al. 1987).

In Abh&ngigkeit von seiner Konzentration und denddé¥status der Zellen kann NO im

Rahmen der Immunantwort auch zytotoxisch wirkenr(igah, Xie et al. 1993).

2. Prostaglandine

Auch die Prostaglandine (PG) stellen einen wicltig&aktor der endothelialen
Vasoregulation dar. Dabei handelt es sich um eing@& von Gewebshormonen, die durch
Cyclooxygenase, Peroxidase und verschiedene Symhasis Arachidonsaure gebildet
werden. Man unterscheidet mehrere Gruppen von &jlesidinen, die unterschiedliche
Effekte im Organismus auslésen. Eine Vasodilatatvod durch die Prostaglandine RGind
PGE vermittelt.



PGL wirkt Uber G-Protein-gekoppelte Membranrezeptodia, sogenannten IP-Rezeptoren.
Uber diese bewirkt es in den glatten GefaRmusKelzetine Erhdhung des intrazellularen
cAMPs  (zyklisches Adenosinmonophosphat) mit konseku Hemmung der
GefalRkontraktion. Ferner fungiert es als Antagodess in den Thrombozyten gebildeten
Thromboxans, da es die Plattchenaggregation herfasitist auf3erdem ein schwacher
Bronchodilatator, wirkt im Magen schleimhautprotekt steigert die Aktivitdt der
Phospholipase A und der Adenylatzyklase in sensiiNeuronen und moduliert so die
Aktivitat der lonenkandle und die Neurotransmitieidetzung. Im Rahmen von
Entzindungsprozessen erhoht P@Gie Gefal3permeabilitat, steigert die Durchblutwmgl
verstarkt die Schmerzsensibilitat nozizeptiver deendigungen.

PGE wirkt Uber die G-Protein-gekoppelten Membranreaept EP1 bis EP4 und kann
sowohl vasodilatativ (z.B. an den Nierengefal3es)alch -konstriktiv wirken, wobei die
Wirkung von der Art des GefalRes, bzw. der Art derden Myozyten exprimierten
Prostaglandin-E-Rezeptoren abhangt. Ferner induasreinen vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor, hélt den Ductus arteriosus (Ulket-Bezeptoren) offen, ist ein schwacher
Bronchodilatator, verursacht Fieber (Uber EP3-R&zep im Hypothalamus), wirkt (Uber
EP3-Rezeptoren) im Magen schleimhautprotektiv, hendie Lipolyse, steigert die
Knochenresorption, sowie das Schmerzempfinden inck&imark und an nozizeptiven
Nervenendigungen und ist in Entzindungsprozesseolvievt (es erhoht die
GefalRpermeabilitat und hemmt die Interleukin-, dig@n- und Tumor-Nekrose-Faktor
alpha-Freisetzung aus Entzindungszellen).

Neben PGEwirkt auch das durch die Thromboxan-Synthase aast&ylandin K gebildete
Thromboxan (genauer: Thromboxan A TXA,) tUber den membranstandigen, G-Protein-
gekoppelten Thromboxanrezeptor TP vasokonstrikibrisSeine Halbwertszeit betragt 30
Sekunden, abgebaut wird es zum inaktiven Thrombd&anDarlUber hinaus wirkt es als
Bronchiokonstriktor und aktiviert die Aggregatioorv Thrombozyten, welche TX/Ailden
konnen (Bergstrom and Samuelsson 1962; SimmonsnBet al. 2004).

3.Endothelin

Das Peptid Endothelin ist ein hochwirksamer Vasskiktor, welcher Gber einen G-Protein-
gekoppelten Endothelinrezeptor wirkt, von dem deémdie zwei Rezeptorsubtypen Elind
ETs (nochmals untergliedert in B und ETs,-Rezeptoren) bekannt sind. Neben Endothelin
1 (ET1), welches die hochste vasokonstriktive Potaafweist und quantitativ bei weitem
Uberwiegt, werden die drei Isoformen Endothelin 3,und 4 (ET2, ET3, ET4) im
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menschlichen Organismus gebildet (Agapitov and ldayR002). ET1 wirkt Uber EF
Rezeptoren in den glatten GefalBmuskelzellen vasbikiorisch. EE-Rezeptoren werden in
Endothel- (EE; und ETg,), Epithel- (ET1) und glatten Muskelzellen (E3) exprimiert; ET1
und ET3 kénnen am Endothel sowohl eine Vasoditaafiiber EE;-Rezeptoren, die eine
Freisetzung von NO vermitteln) als auch eine Vasskiktion (Uber EE>-Rezeptoren)
auslosen (Davenport 2002; Hynynen and Khalil 2006).

Ferner wirkt Endothelin an den Gefal3en des Gaséstinaltrakts, vermittelt die Neubildung
von Bindegewebszellen und Kollagen und beeinfli®sythmus sowie Kontraktilitdt des
Herzens. Bei kardiovaskularen Erkrankungen wie IHetdfizienz oder Arteriosklerose
findet sich haufig ein erhdhter Endothelinspiegebenport 2002; Hynynen and Khalil
2006).

4. Mono- und Dinukleotide

Ein weiteres wichtiges Element der endothelialersovagulation stellen endogene Mono-
und Dinukleotide dar. Sie bilden zusammen mit deffeldnzierten Gruppe der
Purinrezeptoren das sogenannte purinerge Systelavi®Rand Burnstock 1998) und kdnnen
je nach Rezeptorverteilung unterschiedlichste islche Effekte vermitteln.

Zu den bedeutendsten Mononukleotiden im menschlicl@ganismus zahlen die
Pyrimidinderivate Uridindiphosphat (UDP) und Urittiphosphat (UTP) sowie die
Purinderivate Adenosin, Adenosindiphosphat (ADPJ éaenosintriphosphat (ATRNorth
and Barnard 1997). Sie vermitteln als purinergegfen Kontraktion und Dilatation glatter
GefalRmuskelzellen, exokrine und endokrine Sekrelibnombozytenaggregation und wirken
bei inflammatorischen Prozessen, der Neurotrangmniasnd der Modulation der kardialen

Funktion mit.

In den letzten Jahren wurde nun auch nach und digcro3e Bedeutung der ebenfalls als
purinerge Agonisten fungierenden Dinukleosidpolhgpiate (XBX; X=Adenosin oder
Guanosin; n =2-8) fur die Vasoregulation erkannth{Ster, Offers et al. 1994) (Schluter,
Tepel et al. 1996) (Miras-Portugal, Gualix et £198).

Fur folgende Dinukleosidpolyphosphate ist ein UBarinrezeptoren vermittelter vaskulérer
Effekt gesichert: Diguanosintetraphosphat (GF Diguanosinpentaphosphat (&,
Adenosintriphosphoguanosin (4B, Adenosintetraphosphoguanosin By
Adenosinpentaphosphoguanosin (SR Adenosinhexaphosphoguanosin {BR

Diadenosindiphosphat (AR), Diadenosintriphosphat (AR), Diadenosintetraphosphat
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(AP,A), Diadenosinpentaphosphat (#&¥), Diadenosinhexaphosphat (4% und
Diadenosinheptaphosphat (#¥).

Eine Ubersicht Uber Lokalisation und Wirkung diebekannten vasoaktiven Dinukleotide
zeigt Tabelle 1 auf Seite 6.

Bekannt ist inzwischen vor allem die Funktion dead2nosinpolyphosphate (A%, n=2-8)
(Kisselev, Justesen et al. 19989)iadenosinpolyphosphate wurden in ErythrozyteR:84,
Thrombozyten, HerzmuskelzelldAP,A und AP;A), Plazentagewebe (AR und AP;A) und
Blutplasma (ARA, AP,A, APsA und ARA) nachgewiesen, ohne dass bis jetzt Erkenntnisse
Uber ihre in-vivo Biosynthese gewonnen werden kenfie konnen uber unterschiedliche
purinerge Rezeptoren an Mesenterial-, Nieren- umdoKararterien vasodilatierend (v.a.
AP:A und ARA) (van der Giet, Schmidt et al. 2002) oder vasokdistisch (ARA bis
AP-A) (van der Giet, Jankowski et al. 1998) sowie ifechtionsinduzierend (AR, AP:A,
APsA und ARA) (Jankowski, Hagemann et al. 2001) wirken und di@PAnduzierte
Thrombozytenaggregation hemmen (APAPsA, AP-A und ARA ) (Jankowski, Tepel et al.
1999).

Fur das erstmals von Flodgaard und Klenow (Flodaad Klenow 1982) in menschlichen
Thrombozyten nachgewiesene APgelang es der Arbeitsgruppe um M. van der GiéB71
(van der Giet, Khattab et al. 1997) in Versucherdanisoliert perfundierten Rattenniere die
Purinrezeptoren zu identifizieren, Uber die JAPseine vasoaktiven Effekte vermittelt. Es
handelt sich um die Subtypen A, und RBx. Da keine Affinitdt zu R-Rezeptoren besteht,
eignet sich ARA wiederum zur pharmakologischen Identifizierungnv®,-Rezeptoren-
Subtypen als Vermittler der Wirkung anderer pumgeerSubstanzen.

Dinukleotide wirken aber nicht nur auf direktem Wegvasoregulatorisch: GB8
beispielsweise zeigt zwar selbst keine Vasoaktivifahrt aber in Anwesenheit des
Vasokonstriktors Angiotensin Il (Angll) zu eineggifikanten Senkung von dessen g Rlso
der Dosis, bei der 50% des maximal erreichbarerekidf von Angll vorliegen (bei
unveranderter maximaler Wirkung).

Dinukleotide wirken also in komplexer Weise auf &itdruckregulation im menschlichen
Organismus und sind wahrscheinlich mal3geblich an Eetstehung der essentiellen

Hypertonie beteiligt (Schluter, Tepel et al. 1996).

Tabelle 1: Charakteristika bekannter Dinukleosidpolyphosphate



(Ralevic, Hoyle et al. 1995; van der Giet, Khattdlal. 1997; Gabriels, Rahn et al. 2002)

Substanz | Vorkommen Wirkung/ Purinrezeptoren
APA Thrombozyten, |A;-Rezeptor: Vasokonstriktion in Koronararterien uNgrengefalden
Efg:g;?griwebe’ A,-Rezptor: Vasodilatation in Koronararterien und NreyefaRen
Herzmuskel’zeller Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefa8galzellen
APsA Thrombozyten, |A;-Rezeptor: Vasokonstriktion in Koronararterien, idie und
Plazentagewebe, mesenterialen Gefal3en
Nebenniere, A,-Rezeptor: Vasodilatation in Koronararterien, Nrereind
Plasma, mesenterialen Gefal3en
Herzmuskelzellen P,x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Koronararterien, fdie und
mesenterialen GefalRen
P,y-Rezeptor: Vasodilatation in Koronararterien, Nierend
mesenterialen Gefal3en
Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefagkelzellen
APA Thrombozyten, |A;-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nierengefal3en
l;l;k;?;uere, A,-Rezeptor: Vasodilatation an Mesenteriatd Koronararterien
P.x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nieren- und meseaten
Gefalien
APsA Thrombozyten, |P.x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nieren-, Mesenterniald
Nebenniere, Koronargefalien
Plasma P.y-Rezeptor: Vasodilatation in Koronargefaf3en
Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefa&alsund
mesangialetflén
APGA Thrombozyten, |P.x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nieren- und Meseateund
Nebenniere, Koronargefalien
Plasma, P,y-Rezeptor: Vasodilatation in Koronargefal3en
Erythrozyten Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefagkaliund
mesangialeflén
AP-/A Thrombozyten R-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nierengefal3en
APsG, Thrombozyten | P,x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nierengefaf3en
APG Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefagkelrellen
APsG, Thrombozyten | P,x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nierennd Koronargefafien
APsG P.y-Rezeptor: Vasodilatation in Koronargefaf3en
Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefagkelzellen
GR,G Thrombozyten | P,x-Rezeptor: Vasokonstriktion in Nierengefal3en
Unbekannter Rezeptor: Proliferation glatter Gefagkelzellen
GRG Thrombozyten R-Rezeptor: Proliferation glatter Gefallmuskelzellen

5. Endothelium-derived contracting factor (EDCF)

Das Endothel produziert neben den bereits erwahkiediatoren der endothelvermittelten

Vasokonstriktion einen weiteren Faktor, den sogeten "endothelium-derived contracting
factor" (EDCF)(De Mey and Vanhoutte 1982). Dieser konnte zwarHasgte noch nicht
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eindeutig identifiziert werden, es ist aber zumstdgelungen, einige Erkenntnisse Uber
seinen Wirkungsmechanismus zu gewinnen: Anzunehnm&n dass das Enzym
Cyclooxigenase (und zwar v.a. die Isoform COX1)li@fiand Vanhoutte 1985; Luscher and
Vanhoutte 1986) sowie die Thromboxap ATP-) Rezeptore(Katusic, Shepherd et al. 1988;
Yang, Feletou et al. 2002), auf den glatten Gefékelaellen Schlisselpositionen in den
EDCF-vermittelten Reaktionen einnehmen. In Tienwengn an spontan hypertensiven Ratten
fand sich einerseits eine signifikant erhohte CEXpression(Ge, Hughes et al. 1995),
andererseits fuhrte die Gabe des COX-Inhibitorommethazin zu einer Verringerung der
Katecholamin-vermittelten Vasokonstriktion (Milleand Vanhoutte 1985) und zu einer
Normalisierung der endothelvermittelten Vasorelexaflto, Kato et al. 1991). Auch die
Gabe von selektiven TP-Rezeptorantagonisten konntdie endothelabhangigen
Vasokonstriktionen verminderfAuch-Schwelk, Katusic et al. 1990). Allerdings fighdie
Anwesenheit des Thromboxan-Synthasehemmers Dazoxileht zu einer Reduktion der
Kontraktion (Katusic, Shepherd et al. 1988); diese muss alsm wwnem TP-
Rezeptoragonisten hervorgerufen werden, bei desicbsnicht um TXA handelt. Hierfir
kamen z.B. TXA-Precursoren (Endoperoxide) in Frage (Taddei anthwatte 1993).

Die Arbeitsgruppe um Vanhoutte stellte 1996 die diebe Erkenntnisse begrindete Theorie
auf, dass der EDCF die tbermalig exprimierte COXdlatten Gefalimuskeln aktiviert und
deren Produkt -wahrscheinlich ein Endoperof®k, Hughes et al. 1995)- Uber die TP-
Rezeptoren Vasokonstriktion vermittelt (Vanhout®®8).

Weitere Experimente an spontan hypertensiven Rattbgten, dass aus molekularem
Sauerstoff gebildete Radikale bei diesen Tiererkstéa Kontraktionen hervorrufen als bei
normotensiven Vergleichstieren, sowie dass diesmokonstriktiorische Effekt ebenfalls
durch COX-Inhibitoren und TP-Rezeptorantagonisteimegnmt wird (Auch-Schwelk, Katusic
et al. 1989; Rodriguez-Martinez, Garcia-Cohen e888). lhre extrem kurze Halbwertszeit
stellt sie zwar als potentielle EDCFs in Frage kéienten dessen Wirkung jedoch férdern.
Normalerweise kommt es beim Menschen mit fortstlineiem Alter zu einer progredienten
Beeintrachtigung der endothelialen Funktion mit Alnme der gefaRRdilatierenden Reaktion
auf endothelabhangige Vasodilatatoren wie z.B. yckolin (Ach) (Zeiher, Drexler et al.
1993; Taddei, Virdis et al. 1995). In Studien am n8ighen zeigte sich, dass bei
normotensiven Individuen unter 60 Jahren die Haghts daflr in einem Defekt des L-
Arginin-NO-Stoffwechselweges liegt, ohne dass eselchen fir die Mitwirkung eines
EDCF gibt, wahrend bei alteren Versuchspersoneronhethazin eine Zunahme der

Dilatationsfahigkeit bewirkte(Taddei, Virdis et al. 1997). Bei einigen essetdrel
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Hypertonikern liel3 sich dieser Effekt schon ab 3Jhrdn nachweisen und stieg mit
zunehmendem Alter noch starker an, was mit einezeitigen Alterung der Blutgefal3wand
zusammenhangen konnfeaddei, Virdis et al. 1997). Zusatzlich bewirktie dAnwesenheit
von Indomethazin auch einen Anstieg der Gefa3realduf NO-Synthasehemmer (z. B. L-
NMMA), was nahelegt, dass die erhohte Aktivitat d€OX mit einer reduzierten
Verfugbarkeit von NO einhergefitaddei, Virdis et al. 2001).

Auch die Gabe von Vitamin C, welches Radikale abbaerbesserte die endothelabhangige
Vasodilatation bei Gber 60-Jahrigen normotensives dersuchsteilnehmern mit essentieller
Hypertonie (Taddei, Virdis et al. 2001).

Eine Schadigung des Endothels fiihrt auf mehreregeWwezu einem Ubergewicht dessen
vasokonstriktorischer gegenlber dessen vasodiatafiotenz und so zu einer endothelialen
Dysfunktion:

Einerseits geht die Barrierefunktion des Endothaddoren, so dass Adenosintriphosphat
(ATP) vermehrt die in subendothelial gelegenen ukskn Myozyten Ilokalisierten
Adenosinrezeptoren erreichen und diese aktivieaemkwas zu einer Vasokonstriktion fihrt.
Andererseits erfolgt nur noch in insuffizientem Maféventuell im Zusammenhang mit dem
EDCF- die Synthese von P£&ind NO, den Mediatoren der Vasodilatation.

Hinzu kommt, dass das Endothel unter mechanischdar bypoxischem Stress selbst
vermehrt vasokonstriktorisch wirkende Stoffe (z. BDCF, Endothelin und ATR)Sedaa,
Bjur et al. 1990) freisetzt, was die Entstehung Wwypertonie und Atherosklerose weiter
fordert.

Endotheliale Dysfunktion stellt also einen entsdeaden Faktor innerhalb der

Pathophysiologie der Hypertonie und anderer kaafikularer Erkrankungen dar.

1.2. Elemente des purinergen Systems

Nach jahrelanger Kontroverse konnte das Konzepteseiselektiven extrazellularen
Signalsystems, in dem Nukleotide und Nukleoside, bgispielsweise ATP, AdenogDrury
and Szent-Gyorgyi 1929) und Dinukleosidpolyphosphaiber spezifische Rezeptoren
Effekte vermitteln(Burnstock 1976), etabliert werd€Burnstock 1972). Burnstock fuhrte
hierfir den Begriff des ,Purinergen Systems* éRalevic and Burnstock 1998). Das
purinerge Signalsystem ist in eine Vielzahl von Netsmen im menschlichen Organismus
involviert, wie etwa im Bereich der Vasoregulatiddeurotransmission, neuromuskularen
Transmission, exo- und endokrinen Sekretion sowiendechanosensorischen Transduktion

(Burnstock and Knight 2004; Burnstock 2006). Laiggige Wirkungen werden im Bereich
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der Zellproliferation, -differenzierung, -migrationund -regeneration sowie in der
embryonalen Entwicklung vermittélbbracchio and Burnstock 1998; Burnstock 2002).
Nach pharmakologischen, molekularen und biocheraisdhspekten ist eine Einteilung der
diese Wirkungen vermittelnden purinergen Rezeptosefche auf verschiedensten Zellen im
Saugetierorganismus exprimiert werden, maglich:

Man unterscheidet;FRezeptoren, die an G-Proteine gekoppelt sind,idAdenosin aktiviert
und durch Methylxanthine gehemmt werden vonRBzeptoren, welche durch ATP und
dessen Metabolite aktiviert und nicht durch Methyithine gehemmt werddDalziel and
Westfall 1994). Die R2PRezeptoren werden weiter in die als ligandengestedonenkanéle
fungierenden (ionotropen).f und die an G-Proteine gekoppelten (metabotroger)
Rezeptoren unterte{iBurnstock and Kennedy 1985; Abbracchio and Buisii®94).

Bis jetzt ist es gelungen vier P1-Rezeptorsubty@anAqa, Azs und Ag) (van Calker, Muller
et al. 1979; Londos, Cooper et al. 1980) sowieesieByx- (Pax1, Pox2, Poxs, Poxa, Poxs, Poxs
und Bx7 [zuvor als Bz bezeichnet]) (North 2002) und achtyFSubtypen (R, P.y2 [zuvor
als By bezeichnet], Ra, Povs, Povi, Poviz, Povaz und Ryag) (Abbracchio, Burnstock et al.
2006) zu klassifizieren. Ferner ist die Bildung Jdaeteromeren aus verschiedener-PLe,
Boue-Grabot et al. 1999) und\PRezeptorsubtype(Barnard and Simon 2001) beobachtet
worden, was zusatzlich zu einer erheblichen Sterger der pharmakologischen
Rezeptoreigenschaften fihrt. Die bedeutendsten aRteistika der vasoaktiven

Purinrezeptoren sind zusammenfassend in den Talil@ und 4 aufgelistet.

Tabelle 2: Charakteristika der Purinrezeptor-Subtypen A; und Aza
(van Calker, Muller et al. 1979; Londos, Coopealet980)

Rezeptor-Subtyp A Aop
Vasokonstriktion, negativVasodilatation, Hemmung der

Wirkung ino-, chrono- und dromotrop Thrombozytenaggregation
Gewebeexpression v.a. Endothel v.a. Endothel
TransduktionsmechanismusGp-Protein - cAMP| Gs-Protein - cAMP?1
Agonisten AdenosirPAMP>ADP>ATP  AdenosirAMP>ADP>ATP
Antagonisten m%gigm CPX, CPT, KW6002, Alloxazine

Fur die vorliegende Arbeit ist vor allem die Rolles purinergen Systems im Bereich der
Kreislaufregulation, dabei insbesondere bei deriReigpn des Gefaldtonus, relevant, Uber die
in den vergangenen Jahren kontinuierlich neue HEtkésse gesammelt werden konnten. So
wurde beispielsweise entdeckt, dass ATP und Adarese wichtige Funktion innerhalb der
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vaskularen Regulation (vornehmlich vermittelt Ulb&rRezeptoren), zukommt sowie dass
einige pathologische Zustande des Herzkreislawdsyst mit einer Erhdhung purinerger
Kotransmitter einhergehen.

Im Folgenden soll daher vor allem auf diejenigenirRuezeptoren eingegangen werden,
welche fur die Kreislaufregulation und auch fir diathogenese der Hypertonie von
Bedeutung sind.

1.2.1. Bx-Rezeptoren

Bei den Bx-Rezeptoren handelt es sich um ligandengesteuatiertenkanale, welche zwei
transmembranéare Untereinheiten sowie einen cysielen extrazellularen Anteil aufweisen
und deren C- und N-terminales Ende jeweils inttalzl lokalisiert ist.

Die P.x-Rezeptoren sind als unselektive Kationenkanaletdassig fir N&, K*- und C&*-
lonen(Bean 1992; Dubyak and el-Moatassim 1993). AuftgtatGefaRmuskelzellen werden
die Bx-Rezeptorsubtypempi, Poxz, Poxsund Bxs exprimiert(Chan, Unwin et al. 1998; Nori,
Fumagalli et al. 1998). Diese vermitteln dort eirsehnelle Depolarisation Uber
spannungsabhangige TaKanale(Bean and Friel 1990; Dubyak and el-Moatassim 1963)
dass die Cd- Konzentration im Zytoplasma ansteigt und es zasdkonstriktion kommt
(Harden, Boyer et al. 1995). Der blutdrucksteigeridfekt, den perivaskulare sympathische
Nerven durch Freisetzung von Noradrenalin UbeiRezeptoren vermitteln, wird héaufig
durch das oftmals gleichzeitig als Kotransmittezesmierte ATP, welches an denxP
Rezeptor (vor allem am ,R-, in manchen Gefallen aber auch amx-Poder Bxs-
Rezeptorsubtyp) bindet, verstarkt. Bei kontinucdrér Prasenz von ATP an denxP
Rezeptoren kommt es bei einigen Subtypen innerhalh Millisekunden zu einer
Desensibilisierung fur ATP ¢R;- und Bxs-Rezeptorsubtyp), wéhrend andere Subtypex{P
oder Bxs-Rezeptorsubtyp) 100-1000mal langsamer desensdisiéNorth 2002; Egan,
Samways et al. 2006).

Agonisten an B;-Rezeptorsubtypen, welche vollstandig desensibaresind(Ralevic and
Burnstock 1998), sind in abnehmender Stark@-Methylen-Adenosin-5"-triphosphat ( 3-
meATP), B, y-Methylen-Adenosin-5"-triphosphatB,( y-meATP), ATP und 2-Methylen-
Thioadenosin-5"-triphosphat (2-meSATP) (Dalziel &vestfall 1994). Als Antagonisten sind
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2,4-disulfonsaureAP®) Suramin und (selektiver) TNP-
ATP wirksam(Valera, Hussy et al. 1994).

Die P.x,-Rezeptorsubtypen sprechen jeweils etwa gleichsaafkATP, Adenosin-5"-0-3"-
Thiotriphosphat{ATP,S) und 2meSATP an, wahrend B-meATP undB, y-meATP inaktiv
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sind (Evans, Lewis et al. 1995). Ferner sind siesisie flr Protonen, Kupfer und Zink. Sie
sind geringfligig desensitisierbar und durch PPAD8 8uramin hemmb4Evans, Lewis et
al. 1995).

Die P.x3-Rezeptorsubtypen sprechen in etwa gleichem MaRABR unda, B-meATP an,
wahrend 2-meSATP starker und MPschwéacher agonistisch wirkt. Antagonisten sindPFN
ATP, Suramin und PPADS.

Die Pxxs-Rezeptorsubtypen wiederum sprechen auf 2meSATPwahrenda, B-meATP
schwach oder gar nicht wirksam (8o, Zhang et al. 1995; Seguela, Haghighi et a@6)9
Schwache Antagonisten sind Brilliant Blue G (BBGUUTNP-ATP, Desensitisierung erfolgt
kaum.

Darlber hinaus kommen,PRezeptoren auf endothelialen Zellen vor und siritl daren
Permeabilitdt und der Zelladhasion assoziiert. Htwhhrscheinlich sind sie in die
Entwicklung diverser kardiovaskularer Erkrankung®rolviert. So findet sich beispielsweise
bei der dilatativen Kardiomyopathie eine erhdhte,;fRezeptorexpression im Atrium. Auch
bei der Entstehung von Arteriosklerose und Restmasach Ballondilatationen ist eine
Beteiligung des purinergen Systems wahrscheinlilgmn es kommt zu einer verstarkten
Freisetzung von ATP aus geschéadigten Endothelzelletches wiederum vor allem tber
P.xs-Rezeptoren Effekte wie Endothelwachstum, Wachstden glatten Muskelzellen,

Zellmigration, -proliferation und -tod vermittelt.

Tabelle 3. Charakteristika der Purinrezeptor-Subtypen Poxi, Pox2, Paxz und Poxg

(Bo, Zhang et al. 1995; Evans, Lewis et al. 1995arE Samways et al. 2006)

Rezeptor-Subtyp | Pax: Pox2 Paxs Poxa
Wirkung Vasokonstriktion Vasokonstriktion Vasokonstriktion = VVasokonstriktion
Gewebe- v.a.glatte v.a.glatte v.a.glatte v.a.glatte
expression GefaBmuskulatur = Gefallmuskulatur | GefaBmuskulatur | GefaBmuskulatur
Transduktions- Iiga_ndengesteuerte\r Iiga_ndengesteuerter Iiga_ndengesteuerter Iiga_ndengesteuerter
mechanismus Kationenkanal Kationenkanal Kationenkanal Kationenkanal

o Cd't INYor: 3 NYor:al) NYor: al)

g' %“:AATTPP = ATP2ATRS2 i}rgefﬁ‘TE ATp 2MEATP>>
Agonisten A*Typz - 2-meSATP> =% a, B-meATP, CTP

2-meSATP o, B-meATP APA

Suramin, PPADS, Suramin, PPADS, TNP-ATP, PPADS, TNP-ATP, BBG
Antagonisten TNP-ATP, NF023, NF770, NF279, A317491, NF110, (jeweils schwach)

NF449, IRI RB2 IPsl

1.2.2. By-Rezeptoren
Die P,y-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, d.h.irseasm verschiedene G-Proteine
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gebunden und vermitteln ihre Wirkung tGber secondsmeger. Sie weisen die fur G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren charakteristischen sieb@snrambranédren hydrophoben Domanen
mit jeweils kurzem extrazellularen N- und intraméiren C-terminalen Ende auf.
Auf glatten GefalBmuskelzellen werden die Rezephtypen Byi, Povz, Poya und  Bye
exprimiert, wobei der R»- und der R/ s-Rezeptorsubtyp am héaufigsten zu finden sind.
Der Ryi-Rezeptorsubtyp kommt auf vaskuldren Myozyten, Tibozyten und
Endothelzellen vor, ist an ein G-Proteingf@ekoppelt und vermittelt Gber die Aktivierung
der Phospholipase C (PL@ubyak 1991) eine Erh6hung von Inositol-1,4,5xdpphat (IB)
und der intrazellularen GaKonzentration. Dadurch wird die Phospholipasg (BLA,)
aktiviert und es kommt zur vermehrten Bildung vdalfund Endothelium derived relaxing
factor (EDRF = NO)YPowell, Milligan et al. 1980), welche vasodilagad und durch eine
Hemmung der Thrombozytenaggregation antithrombotiscken (Kennedy and Burnstock
1985; Mathieson and Burnstock 1985; Liu, McCormaek al. 1989). Die Ra-
Rezeptorsubtypen sind schwer desensitisierbar werdem in abnehmender Starke durch 2-
meSATP, Adenosin-5"diphosphat (ADP), MRS2365 undPAgktiviert(Chhatriwala, Ravi et
al. 2004; Waldo and Harden 2004). Antagonisten BMiRE2279, MRS2500 und MRS2179.
Der Ry,-Rezeptorsubtyp wird auf glatten GefalBmuskelzelled Endothelzellen exprimiert
(Godecke, Decking et al. 1996). Er ist an einP@tein gekoppelt. In Endothelzellen
vermittelt er Gber die Aktivierung der Phospholi@d$, (PLGs,) (Dubyak and el-Moatassim
1993) und den resultierenden Anstieg vogpuRd C&'-lonen ebenfalls die Freisetzung von
PGk und NO(Weick, Cherkas et al. 2003; Xu, Chalimoniuk et 2003). Er wirkt jedoch
nicht nur vasodilatierend und antithrombotisch,dgn in glatten GefaBmuskelzellen durch
einen Anstieg der intrazellularen T-donenkonzentration auch vasokonstriktorisch.
Der Ry2>-Rezeptorsubtyp ist ebenfalls schwer desensitaierttwa gleichstarke Agonisten
sind ATP, Uracil-5"-triphosphat (UTP), UJ® und INS37217 (Abbracchio, Burnstock et al.
2006). Antagonist ist Suramin.
Bei dem Bys-Rezeptorsubtyp handelt es sich vermutlich um eererzwei verschiedene G-
Proteine (Gund Gy11) gekoppelten Rezeptor, welcher lediglich auf glaefalBmuskulatur
vorkommt. Vasokonstriktion wird im frihen StadiurardSignalkaskade Uber, (n spateren
Stadium Uber &1 durch Aktivierung der PLC und daraus resultiereral Bildung von IR
und die Erhéhung der intrazellularen®G&onzentration vermittelfCommuni, Motte et al.
1996).
Starkster Agonist ist UTP. Weitere, etwa gleicHggaAgonisten sind ATP, UTB und
INS37217.ADP, ATRS, 2-meSATP und AR stellen partielle Agonisten dgBogdanov,
12



Wildman et al. 1998). Antagonisten sind Suramin Reactive Blue 2 (RB2).

Der Bve-Rezeptorsubtyp findet sich auf glatten GefalBmuslieln (Chang, Hanaoka et al.
1995) und bewirkt wie der.Rs-Rezeptorsubtyp Uber einy&-Protein eine Vasokonstriktion.
Als Agonist fungiert vor allem UDPLazarowski, Rochelle et al. 2001); schwach oder ga
nicht wird er durch UTP, UTdS, ATP, ADP und 2-meSATP aktiviert. Antagonisten is
MRS2578 (Communi, Parmentier et al. 1996; Nicholdsit et al. 1996; Pendergast, Yerxa
et al. 2001).

Neben der C&-induzierten Vasokonstriktion und der Freisetzurmp VPG und NO mit
resultierender Vasodilatation und Thrombozytenagggiienshemmung (letzteres zum
Beispiel vermittelt Gber ATP, welches aus Thromiiemy und bei Hypoxie oder
mechanischem Stress auch aus dem Endothel, freagesed), vermitteln die oben
genannten R-Rezeptorsubtypen in vaskularen Myozyten Effekteeridie Rho-Kinase
(Sauzeau, Le Jeune et al. 2000) und deren Aktiwgerdurch die GTPase Rho (Hirata,
Kikuchi et al. 1992; Gong, lizuka et al. 1996; Kiraulto et al. 1996; Matsui, Amano et al.
1996): Uber die aktivierte Rho-Kinase wird die Miydsichtkettenphosphatase (Kitazawa,
Masuo et al. 1991; Somlyo and Somlyo 19§dhemmt, damit kommt es sekundéar zu einer
Erh6éhung des phosphorilierten Anteils der Myosohiéietten, was wiederum zu einer
Erhdhung der C&-Sensibilitat der Myofilamente fiihrt. Dies spieline wichtige Rolle
innerhalb der Blutdruckregulation und der Arterieskseentstehung (Satoh, Kreutz et al.
1994; Kandabashi, Shimokawa et al. 2002), in d plarinerge System also involviert ist.
Ferner wird GTPase Rho/Rho-Kinase vermittelt eimgaDisation des Aktinzytoskeletts und

die Proliferation glatter Muskelzellen sowie megateg Zellen ausgelost.

Tabelle 4: Charakteristika der Purinrezeptor-Subtypen Poy1, Poyz, Poya und Payg
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(Abbracchio, Burnstock et al. 2006B¢gdanov, Wildman et al. 1998) (Chhatriwala, Rdvi e
al. 2004; Waldo and Harden 20@4azarowski, Rochelle et al. 2001)

Rezeptor-
Su bty% I:’2Y1 I:’2Y2 P2Y4 I:’2Y6
Vasodilatation Vasodilatation (Endothel),
) : ' Vasokonstriktion  (glatte _ Vasokonstriktion,
Proliferation glatter N Vasokonstriktion, : .
N GefalBmuskulatur), ; : Proliferation
GefaBmuskel- und Proliferation
) : Hemmung der glatter
Wirkung mesangialer Zellen, glatter x
Thrombozytenaggrega- N GefalBmuskel- und
Hemmung der .. ; . ~ GefalBmuskel- und :
tion, Proliferation glatter . mesangialer
Thrombo- e mesangialer Zellen
zytenaggregation Gefallmuskel- und Zellen
ggreg mesangialer Zellen
Gewebe- End_pthel,glatte Endothel, glatte glatte
. GefalBmuskulatur, N 0 N
expression glatte GefalRmuskulatur = GefalBmusku-latur GefalBmusku-latur
Thrombozyten
G,-Protein Gi-Protein A . .
Transduktions- - *PLC ~*PLCy;, G'/*Gq’“ Protein qullProteln
mechanismus  —IP; u. [CE]N  SIPzu. [CEN _’”ELE (C&71 - I':L(j (C&71
~PGhLu. EDRFN - MPGhL u. EDRPM B T
2-meSADP _ _ UTPz UDP>
Agonisten 2-meSATP=ADP X'-II:E;ILIJ\ITSF;ZEEN UTR,S= uTpP>
ATP,MRS2365 ATP=INS37217  ATP, UTRS
MRS2179, .
Antagonisten  MRS2279, g‘ggm'”’ gBri - MRS2578
MRS2500 uram

*=Aktivierung

1.3. Uridin-Adenosin-Tetraphposphat (UBA)- ein neuartig entdeckter
endothelialer Vasokonstriktor

Wie bereits dargelegt, konnten im Laufe der letzfainrzehnte immer weitreichendere
Erkenntnisse Uber die Funktion des Endothels als-apara- und endokrines Organ, sowie
als hauptsachlich lokales System zur Blutdruckratiunh gewonnen werden.

Wahrend es gelang, die endotheliale Produktion M@ in seiner Schlisselposition fir
GefalRtonus und Gefal3integritat zu erkennen, sowiscikeeidende Mechanismen der NO-
1987),

physiologischen Gegenspieler noch nicht vollstamigptifiziert worden.

Bildung und —Wirkung zu verstehen (Palmer, Ferrige al. sind dessen
Im Jahre 2005 gelang es der Arbeitsgruppe um V.Jurhinkowski aufzuzeigen, dass nach
mechanischer Stimulation Endothelzellen menschiidHautgefalie neben den bekannten
vasokonstriktiv wirkenden Faktoren Endothelin ureh dMlononukleotiden ATP und UTP
noch weitere, bisher unbekannte Faktoren freigesetrden, die auch nach Applikation des

Endothelin-Rezeptor-Antagonisten BQ123 (dieseringerte den Effekt um 9,3 +/- 9,1 %)
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und Alkalischer Phosphatase (diese fuhrte Gber eraung von UTP und ATP zu einer
Verringerung des Effektes um 42,5 +/- 8,6 %) notte esignifikante Vasokonstriktion in
Versuchen an der isoliert perfundierten Rattenrtiergorrufen.

Anschlielend war es dieser Arbeitsgruppe moglich nrehreren Schritten mittels
Chromatographie und Spektralanalyse das bis dathh mombekannte Dinukleotid Uridin-
Adenosin-Tetraphosphat (W) zu isolieren (Jankowski, Tolle et al. 2005).

In weiteren Versuchen liel3 sich zum einen unterwdedung der Spektrophotometrie
ausschlieRen, dass sich J8Perst wahrend der Aufreinigung und den dabeitantienen,
unphysiologischen pH-Werten spontan gebildet hattBariiber hinaus konnte
chromatographisch nachgewiesen werden, dasgA UR humanem Plasma gesunder
Individuen in Konzentrationen enthalten ist, weldugsreichen um in Versuchen an der
isoliert perfundierten Rattenniere vasokonstriktikefekte auszulésen und dass die
Freisetzung von UfA aus dem Endothel durch Ach, Endothelin, A2318TPAUTP und
mechanischen Stress stimuliert wird.

Es scheint sich bei UR um einen sehr potenten Vasokonstriktor zu handéémn im
Vergleich mit Konzentrationen, die der von UTP ulh@P im Plasma entsprechen, wirkt
UP,A starker vasokonstriktorisch als die Mononukleetiduch im Vergleich mit ET1 zeigt
UP,A eine starkere Wirkung. Die pharmakologische Iitlah von URA hat zwar keine
Auswirkungen auf den Endothelineffekt, aber da Eld Freisetzung von UR aus dem
Endothel stimuliert, kdnnte ein Teil des dem ETheachriebenen Effekts in Wirklichkeit
durch URA vermittelt werden.

Es steht nun noch aus, die Rolle von,AIfh dem komplexen Zusammenspiel vasoaktiver
Faktoren genauer zu definieren und die Wirkmecimaans Uber welche seine Effekte

vermittelt werden, zu entschlisseln.

Fragestellung

UP,A beinhaltet als erstes im lebenden Organismuseektds Dinukleosidpolyphosphat
sowohl Purin- als auch Pyrimidinanteile. Es ist ies&n, dass pyrimidinhaltige Nukleotide
wie UTP als R-Agonisten (Abbracchio, Burnstock et al. 2006) weithe Purin-Dinukleotide
wie z.B. ARA als Bx-Agonisten (van der Giet, Khattab et al. 1997) \kasstriktion
vermitteln, daher liegt die Vermutung nahe, dasgAUsbwohl tber B- als auch tber -

Rezeptoren wirkt.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll geklart emydiber welches Zusammenspiel der
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purinergen Rezeptoren W die Vasomotorik am Beispiel der isoliert perfuerden
Rattenniere reguliert.
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2. Material und Methode

2.1. Material

2.1.1. Chemische Substanzen
Alle verwendeten chemischen Substanzen wurden 8lggna Chemical Corporation (St.

Louis, MO, U.S.A.bezogen.

Bei der Praparation des Versuchstieres wurden drdd&ilogramm Korpergewicht Urethan

als Anasthetikum und 500 Internationale Einheitek.Y Heparin verwendet, wobei das
Heparin verhinderte, dass die Perfusion der Nieggifge durch Thrombenbildung beeinflusst
wurde.

Wahrend des eigentlichen Versuchs wurde die Ra#ennan ein Perfusionssystem
angeschlossen und mit Krebs-Henseleit-Lésung peidun Diese wurde fir jeden Versuch

nach folgendem Schema in einem Liter zweifach lliestem Wasser (ddkD) neu angesetzt:

Natriumchlorid (NaCl) : 112,0 Mm
Kaliumchlorid (KCI) : 50 mM
Magnesiumsulfat (MgS%) : 1,2 mM
Glukose : 11,0 mM
Calciumchlorid (CaG) : 1,2 mM
Natriumhydrogenphosphatdihydrat (KPO,) : 1,0 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO : 25,0 mM

Zusatzlich wurde das Perfusat kontinuierlich in ddaf3e mit Carbogen (Zusammensetzung:
95% Sauerstoff, 5% Kohlenstoffdioxid) begast, ddss pH-Wert, welcher wahrend des
Versuchs mehrfach bestimmt wurde, stets bei 7,4 lag

Die im jeweiligen Versuch verwendeten Substanzendem stets vor Versuchsbeginn aus
einer tiefgefrorenen Stammlésung (Konzentration:> M) in frischer Krebs-Henseleit-
LOsung neu angesetzt.

Folgende Substanzen wurden in den durchgeflihrtesudieen verwendet:

a, B-meATP, Alkalische Phosphatase, Ang Il, BQ123, MRB2 PPADS, RB2, Suramin,
TNP-ATP, NFO23, URA.

2.1.2. Geréte
Préaparation: - Polyethylen-Kathte{Eirma Baxter, Unterschleil3heim,Deutschland)
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- Praparationsbdstéikroklemme, Mikroschere, scharfe Pinzette,
stumpfe Pinzette, Schere

Perfusionssystem: - Heizanlaférma Kottermann, Uetze-Hanigsen, Deutschland)

- Peristaltischenfpe(Firma Ismatec, Glattbrugg, Schweiz)

Versuchsdoku-
mentation und
Auswertung - Briickenverstark@irma Hugo Sachs, Freiburg, Deutschland)
- Gould-Transducer: Statham Transducer P23Gb
(Firma Hugo Sachs, Freiburggudschland)
- Polygraph(Firma Rikadenki, Freiburg, Deutschland)
- Computerprogramme:
Microsoft Windows XP nterschleil3heim, Deutschland)
Microsoft Office: MS Word, Excel, Powerpoint
(UnterschleiRheim, Deutschland)
GraphPadPrism 4(®anDiego, U.S.A.)

2.1.3. Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden Wistar-Kyoto-Ratten (WKYtkn) im Alter von vier bis sechs

Monaten und einem durchschnittlichen Korpergewith 243 Gramm (232-265 Gramm)
verwendet, welche von der FirnGharles River, Sulzfeld, Deutschlabedzogen wurden. Die
Tiere wurden in einem begehbaren, fensterloserstiikmit Zeitschaltprogramm gehalten,
so dass sie einem Tag-Nacht-Rhythmus von jeweilsdlfzwStunden mit einer
Dauerbeleuchtung von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr ausgesaren.

Die Raumtemperatur lag zwischen°@C8und 22C, die relative Luftfeuchte zwischen 50%
und 70% .

Ernahrt wurden die Tiere mit Trinkwasser, Trocket&u der FirmaAltromin, Soest,
Deutschlandund zuséatzlich dreimal pro Woche mit Kérnern ungOb

Als Einstreu diente entkeimte und entstaubte Waeildihser der FirmaAltromin, Soest,
Deutschland

Zwischen der Anlieferung der Versuchstiere und d&arsuchstag vergingen mindestens funf

Tage um die Akklimatisierung der Tiere zu gewalsiksi.
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2.2. Methode

2.2.1. Praparation
Erlaubnis zur Durchfihrung von Tierexperimenten:

Aktenzeichen: O 0086/01
Datum der behoérdlichen Genehmigung: 27.04.2001

Die im Folgenden beschriebene Praparation von Ra#een entspricht den von der
Deutschen Physiologischen Gesellschaft formuliefichtlinien bezlglich des Umgangs

mit Versuchstieren im Rahmen physiologischer Faragh

Nachdem das Versuchstier durch intraperitoneakektign von Urethan (Dosis: 1,4 Gramm
pro Kilogramm Korpergewicht) narkotisiert worden rwavurde die Bauchhéhle durch

ventrale, mediale Inzision vom Unterbauch bis zuneihfellansatz ertffnet und die Aorta
abdominalis sowie die linke Niere mit zugehdrigetefia und Vena renalis sinistra wurden
durch stumpfe Dissektion vorsichtig freiprapariert.

Als nachster Schritt wurden Ligaturen locker umfdegpraparierte, infrarenal gelegene Aorta
abdominalis und die Arteria renalis sinistra posiigrt.

Nach Abklemmen der Aorta abdominalis distal des &g der Arteria renalis sinistra (so
dass die Perfusion der NierengefalRe unbeeintrédiigdp) wurde die Aorta distal der Ligatur
erdffnet und ein Polyethylen-Katheter (Durchmes2@rgauge) wurde sanft in die Aorta
eingeflhrt.

Nach Loésen der Klemme wurde der Polyethylen-Kathbie in die Arteria renalis sinistra

vorgeschoben und 500 I.E. Heparin wurden injiziddie beiden Ligaturen wurden

festgezogen, ohne jedoch dass Katheterlumen eigenerund die Niere wurde mitsamt
Arteria renalis sinistra, Aorta abdominalis und yethylen-Katheter aus dem

Retroperitonealraum der Ratte entfernt und unvédidiigan das Perfusionssystem

angeschlossen.

2.2.2. Perfusionssystem
Das Perfusionssystem, welches fir die hier bedmmien Versuche verwendet wurde, folgt

im Aufbau der Beschreibung von Hofbauer et al. ©®73 (Hofbauer, Zschiedrich et al.
1973).
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Abbildung 1: Perfusionssystem der isoliert perfunderten Rattenniere

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellutes Perfusionssystems:

1. Carbogen 4. Krebs-Henseleit-Losung 7 kiigasventil 10. Transducer
2. Wasserbad 5. Heizanlage 8. Rattenniere  11. Brickenverstarker
3. Thermometer 6. Peristaltikpumpe 9. Wind&kss 12. Polygraph

Die in einem Warmebad (2.) kontinuierlich auf@7erwérmte und mit Carbogen (1.) begaste Krebs-
Henseleit-Losung wurde Uber eine Peristaltikpumfieemem konstanten Perfusionsfluss von acht bis
zwolf Milliliter pro Minute in die angeschlossenatienniere geleitet. Dabei ermdglichte ein parallel
geschalteter Windkessel eine konstante PerfusionNigre, so dass der mittlere Perfusionsfluss
(MPD) bestandig zwischen 60mmHg und 80 mmHg (=Basglag. Ein ebenfalls angeschlossener
Gould-Transducer wandelte den in den Nierengefé@féemessenen MPD in elektrische Signale um,
die durch einen Briickenverstarker verstarkt und eimem Polygraphen aufgezeichnet wurden. Uber
ein Injektionsventil konnten Substanzen in Bolusfofl0Qul) ins Perfusat appliziert werden und
somit die Nierengefal3e erreichen. Verursachteredisstanzen eine Druck&nderung innerhalb der
Nierengefal’e, wurde diese Veranderung in Form einasder Baseline abweichenden Ausschlags
vom Polygraphen registriert.

2.2.3. Funktionspriufung der Nierengefalie
Nach Anschluss der Rattenniere an das Perfusidessysurde zunachst mindestens 30

Minuten lang die Aquilibrierung des MPD abgewartelatte sich eine stabile Baseline
eingestellt, wurde vor dem eigentlichen Versuchstyegowie nach Versuchsende und nach
Beginn einer Dauerperfusion mit purinergen AgomistAntagonisten oder Rho-Kinase-
Inhibitoren die Sensitivitat der Nierengefal3e anfAl unda, B-meATP getestet.

Losten diese jeweils als Bolus verabreichten Sulsta keine adaquate Anderung des
Perfusionsdrucks als Ausdruck der Kontraktionsfiéhilgder Nierengefal3e aus, wurde der

Versuch verworfen.
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2.2.4. Erstellung nicht kumulativer Dosiswirkungskuven
Unter kontinuierlicher Perfusion der Niere mit KseHenseleit-Losung wurden Uber das

Injektionsventil steigende Dosen von Ang Il (alsnitollsubstanz) und im Anschluss von
UP,A als Bolusinjiziert (n=6), wobei keine Desensitisierung degzBptoren stattfand. Es
wurden Konzentrationen von faM bis 10* M in dekadischlogarithmischen 5er-Schritten
appliziert. Der zeitliche Abstand zwischen den Kktignen betrug im Konzentrationsbereich
von 10° M bis 10" M fiinf Minuten, im Konzentrationsbereich von 1 bis 10* M
zwanzig Minuten, so dass vor jeder Bolusgabe digilfgierung des MPD auf Baseline-
Niveau erfolgte. Die durch die Bolusgabe resultiden Anderungen des MPD wurden durch
den angeschlossenen Polygraphen in Form von voBakeline abweichenden Ausschlagen
aufgezeichnet und nach dem Versuch mit Hilfe desy@derprogramms GraphPadPrism 4.0

als Dosiswirkungskurve graphisch dargestellt.

2.2.5. Nicht kumulative Dosiswirkungskurven unter [auerperfusion mit dem B-
Agonist a,-meATP

Nach Erstellung je einer nicht-kumulativen Dosigwingskurve von Ang Il und UR ohne
Perfusionszusatz wurde desxFAgonista,3-meATP im Perfusat gelost (10uM). Es wurden
mindestens 30 Minuten abgewartet um sicherzustellass samtliche NierengefalRe mit dem
Perfusionszusatz durchspult wurden.

Nach initialem Anstieg und anschlieRender Aquitbuing des MPD mit erneutem Erreichen
der Baseline wurde durch Bolusgabe \r3-meATP die vollstdndige Desensitisierung der
P,x-Rezeptoren nachgewiesen. Anschlieend wurde eirstere nicht-kumulative
Dosiswirkungskurve von UfRA erstellt.

2.2.6. Nicht kumulative Dosiswirkungskurven unter [auerperfusion mit
Purinrezeptorantagonisten

Nach Erstellung je einer nicht-kumulativen Dosigwingskurve von Ang Il und UR ohne
Perfusionszusatz wurden verschiedene Purinrezepéganisten ins Perfusat gegeben, um
die fur die durch UFA hervorgerufene Vasokonstriktion verantwortlicHeurinrezeptoren zu
identifizieren. In verschiedenen Versuchen wurdersgezifischen R-Rezeptorantagonisten
TNP-ATP (10 pmol/l), NFO23 (10 umol/l), die spezdhen R/-Rezeptorantagonisten
MRS2179 (in einer Konzentration von 1 pmolAyRInhibitor,), RB2 (10 pmol/l) und
PPADS (Antagonist derRi-, Poy1-, Pova- und Bye- Rezeptorsubtypeim einer Konzentration
von 50 pmol/l) sowie Suramin (Antagonist der oxiP, Poyi-, Poyz- und Rye-
Rezeptorsubtypen in einer Konzentration von 10 (inat Perfusat geldst (n jeweils =6). Es

wurden mindestens 30 Minuten abgewartet um sick&lten, dass samtliche Nierengefalle
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mit dem Perfusionszusatz durchspult wurden.

Die Kontraktionsfahigkeit der Nierengefal3e wurdectiuBolusgabe vom, B-meATP als
starkstem bekannten,PRezeptoragonisten, das nach Dauerperfusion mitFRANP-ATP
und Suramin keinen oder nur noch einen minimalestidg des MPD auslésen durfte und
Ang Il als purinrezeptorunabhangigem Vasokonstriktachgewiesen. Anschlie3end wurde
nach Aquilibrierung des MPD und Erreichen der Baselerneut eine nicht-kumulative
Dosiswirkungskurve von UfA erstellt.

2.2.7. Statistische Analyse
Die unter Dauerperfusion mit oder ohne Perfusiosatzierzielten Effekte von YR wurden

-wie bereits beschrieben- als Anderung des MPDritHy aufgezeichnet und als Mittelwerte
+/- Standardfehler des Mittelwertes (SEM = stanaardr mean) dargestellt.

Bei diesen Ergebnissen handelt es sich aus salisti Sicht um unverbundene Stichproben
mit eventuell unterschiedlicher Standardabweichumgd)unsymmetrischer Verteilung.

Zur statistischen Beurteilung wurde daher der varigsunabhéangige U-Test von Mann-
Whitney herangezogen:

Die Nullhypothese, die es zu widerlegen galt, leite

Die Anderung des MPD, verursacht durch dRinter Dauerperfusion mit Agonisten oder
Antagonisten, ist gleich der Druckanderung untemuddperfusion mit Krebs-Henseleit-

Lésung ohne Perfusionszusatz.

Nullhypothese: kit Y1 = o

Die Alternative hingegen besagte, dass der Effekt MRA unter Dauerperfusion mit den
oben genannten Substanzen ungleich der Wirkung WeyA unter Dauerperfusion ohne

Perfusionszusatz sei.

Alternative: H: p1 M2 oder py <Mz

Der U-Test arbeitet nicht mit Originaldaten sondenit zugeordneten Rangwerten; jeder
Anderung des MPD wurde also eine Rangzahl zugegrdasach wurde eine Rangordnung
erstellt.

Der Stichprobenumfang unter Dauerperfusion mit Krelenseleit-Lésung betrug ohne

Perfusionszusatz hmit Perfusionszusatz.n

22



Als nachstes wurden die RangsummenuRd Rs in beiden Stichproben berechnet, dann

erfolgte die Berechnung der sogenannten Prifgro8is Minimum beider Werte:

Ua= m«p+tm-(Mm+1)/2-R

U= msm+mnp« (N2+1)/2-R

Die Nullhypothese bigalt als widerlegt, wenn der kleinere Wert vog thd Us unter dem

tabellarisch aufgefihrten kritischen Wert U fur damgnifikanzniveau von 5% (da eine
Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 als signifikant&osgesetzt wurde) lag.
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3. Ergebnisse

3.1. Veranderung des MPD durch endotheliale Faktormre
An der isoliert perfundierten Rattenniere bewirllite Applikation des Uberstands aus durch

mechanischen Stress stimulierten Endothelzellensaiicher Hautgefal3e einen deutlich
signifikanten Anstieg des MPD.

Nach gleichzeitiger Gabe des Endothelin-1-Rezefitdagonisten BQ123 verringerte sich
der beobachtete Effekt um 9,3 +/- 9,1 % (n=12). Aisatzliche Inkubation von Alkalischer
Phosphatase (AP) bewirkte Giber Denaturierung voR Uid ATP eine weitere Verringerung
des vasokonstriktiven Effekts um 42,5 +/- 8,6% @)Der verbleibende Anstieg des MPD
konnte durch die Gabe der unselektiven purinergaiagonisten PPADS (n=7) bzw. Suramin
(n=5) um weitere 28,8+/- 6,5 % bzw. 32,4+/- 8,6 ésenkt werden.
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Abbildung 2: Originalaufzeichnungen des aus Bolusdzen von endothelialem Uberstand
resultierenden Effekts auf den MPD

t

Perfusion pressure
(mmHg)

Auf der Ordinate ist der MPD in mmHg gegen die ZitMinuten) auf der Abszisse aufgetragen. Die
Kurven sind jeweils reprasentative Darstellunges mindestens 5 verschiedenen Versuchen an der
isoliert perfundierten Rattenniere (n>5). Die Rfaiind Ziffern entsprechen den jeweils applizierten
Substanzen:

1 = Endothelialer Uberstand als Bolus injiziertnetPerfusionszusatz;

2 = Endothelialer Uberstand als Bolus injizierttarrDauerperfusion mit BQ123;

3 = Endothelialer Uberstand als Bolus injizierttarrDauerperfusion mit BQ123 und AP;

4 = Endothelialer Uberstand als Bolus injiziertterrDauerperfusion mit BQ123, AP und PPADS;

5 = Endothelialer Uberstand als Bolus injizierttarrDauerperfusion mit BQ123, AP und Suramin.

Es ist zu erkennen, dass der endotheliale Uberstémel deutliche Erhohung des MPD
hervorruft und die der Perfusionslosung zugeset3térstanzen diesen Effekt verringern.
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3.2. Untersuchung des konzentrationsabhangigen E#ts von UPA auf den
MPD

Um nachzuweisen, dass es sich beiAJBm einen potenten Vasokonstriktor handelt, wurde
eine nicht kumulative Dosiswikungskurve (DWK) voij4 erstellt. Ab einer Dosis von 500
pmol bewirkte die Substanz einen signifikanten Asgstdes MPD; ein maximaler Anstieg
wurde bei einer Dosis von (100 nmoérreicht. Um die Kontraktionsfahigkeit der

Nierengefal3e nachzuweisen wurden zuvor zwei DWKAq |l angefertigt.
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Abbildung 3: Originalabbildung eines Versuches an dr isoliert perfundierten Rattenniere mit
einer dosisabhangigen Applikation von Up4A

Die Abbildung zeigt Kurven, die die aus sechs uialgigen Versuchen (n=6) an der isoliert
perfundierten Rattenniere gewonnenen Daten repiésem Auf der Oridinate ist die Anderung des
MPD (in mmHg) gegen die Zeit (in Minuten) auf delbskisse aufgezeichnet. Die Pfeile und Ziffern
markieren jeweils die Bolusapplikation von JAHn steigender Dosis:

1 =500pmol; 2 = 1nmol; 3 = 10nmol; 4 = 100nmol.

Es zeigt sich ein dosisabhangiger jJdfnduzierter Perfusionsdruckanstieg, der bei einer

Dosis von 100 nmol sein Maximum erreicht.
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Abbildung 4: DWK des durch UP4A induzierten Perfusionsdruckanstiegs

Dargestellt ist das Ausmald des ARermittelten Anstiegs des MPD in mmHgpgen die injizierte
Dosis von URA. Die Messpunkte entsprechen jeweils dem Mittelvelmr aus sechs unabhéangigen
Versuchen gewonnenen Daten (n=6), wobei die veetikelinien dem Standardfehler p<0,05
entsprechen.

Es zeigte sich erneut ein konzentrationsabhangiyestieg des MPD, der bei einer

Konzentration von (100 nmol) sein Wirkungsmaximumeiehte.

3.3. Identifizierung der purinergen Rezeptorsubtypen, Uker die UP,A seine
vasokonstriktive Wirkung vermittelt

3.3.1. Untersuchung der Wirkung vona, B-meATP auf den vasokonstriktiven Effekt von
als Bolus appliziertem URA, sowie der entsprechenden DWK

Um zu klaren, Gber welche purinergen RezeptorsanypRA wirkt, wurde zunachstr, -
meATP verwendet. Bet, B-meATP handelt es sich um den starksten bekannign P
Rezeptoragonisten. Eine Dauerperfusion der isoperfundierten Rattenniere mit dieser
Substanz (10 pmol/l) bewirkt eine vollstdndige Dessierung der Bg- und Bxs-
Rezeptorsubtypen.

In sechs unabhangigen Versuchen (n=6) erfolgte wemhilibrierung des MPD an den
GefalRen der isoliert perfundierten Rattenniere6@u#/- 5 mmHg eine Bolusgabe von 4P

in steigender Dosis, die zu einer zunehmenden Ergldes MPD fiihrte. Nach Abfall des

MPD auf das Ausgangshniveau wurde run3-meATP in die Perfusionslosung (10 pmol/l)

26



gegeben. Nach einem initialen Anstieg des MPD wurdeh etwa 3Minuten erneut das
Baselineniveau erreicht. Die Bolusgabe vwon3-meATP hatte zu diesem Zeitpunkt keinen
Effekt mehr auf den MPD, was eine vollstandige De#eserung der f-Rezeptoren
nachwies. Die folgende Bolusgaben von,Aibewirkte nun nur noch einen viel geringeren
dosisabhangigen Anstieg des MPD im Vergleich zuzlemr gemessenen WRinduzierten
Perfusionsdruckanstieg.

Anschliel3end wurde eine DWK von W ohne und mita, B-meATP als Perfusionszusatz
angefertigt, die den reprasentativen Mittelwert aashs Versuchen bildete (n=6) und eine
signifikante (p<0,05) Verringerung des Wirkungsnmaxims von URA um 74,6 + 4,5 %bei

Anwesenheit desJR-Rezeptoragonisten zeigte.
200
180-
160-
140+
~ 120+
100-
so{ |
!

A
60 4
1

mmHg)

Ap

.J
!

LA
F1

- ap-Met ATP + op-Met ATP

oo—»L

Abbildung 5: Originalaufzeichnungen des aus Bolusdzn von UP4A resultierenden Anstiegs
des MPD ohne und mita, B-meATP als Perfusionszusatz

Aufgetragen ist die Anderung des MPD in mmidggen die Zeit. Es handelt sich um eine
reprasentative Abbildung aus sechs unabhangigesudieen an der isoliert perfundierten Niere von
WKY-Ratten (n=6).

1 =500 pmol; 2 = 1 nmol; 3 =10 nmol; 4 = 100 nnjelveils ohne Perfusionszusatz.

5 =500 pmol; 6 =1 nmol; 7 = 10 nmol; 8 = 100 nmelveils unter Dauerperfusion nut3-meATP
(20 pmolf).

Nicht dargestellt ist der resultierende initialestiag des MPD bei der Gabe vanB-meATP
zur Perfusionslésung und der folgende erneute Alafal das Ausgangshiveau sowie die
Injektion vona, B-meATP als Bolus zu diesem Zeitpunkt, welche ohfiekEauf den MPD
blieb und somit die vollstdndige Desensitiserung &g;- und RBxs-Rezeptorsubtypen

nachwies.
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Abbildung 6: DWK von UP4A ohne Perfusionszusatz undih Gegenwart vona, p-meATP

Die Abbildung zeigt auf der Ordinate die Verandgrules MPD (in mmHg), aufgetraggegen die
applizierte Dosis von URA in log, mol auf der Abszisse. Die Messpunkte entspreckerijs dem
Mittelwert der aus sechs unabhangigen Versucherogesnen Daten (n=6), wobei die vertikalen
Linien dem Standardfehler p<0,05 entsprechen.

Es zeigt sich ein konzentrationsabhangigerAJRduzierter Anstieg des MPD, welcher bei

Dauerperfusion der Niere mat B-meATP signifikant (p<0,05) verringert wird.

3.3.2. Untersuchung des vasokonstriktiven Effekts on UP,A in Gegenwart der
P.x1/P2xs-Rezeptorantagonisten TNP-ATP und NF023

Mit dem Ziel, die an der Vermittlung des vasokoiksitren Effekts von URA beteiligten Bx-
Rezeptorsubtypen zu identifizieren, wurde nach Bapigrung des MPD auf 60 +/- 5 mmHg
erst eine DWK von UJA ohne Perfusionszusatz und anschlieRend in Anwesemles
Poxa/Poxs-Rezeptorantagonisten TNP-ATP bzw. NF023 in derfuBemslosung (jeweils in
einer Konzentration von 10 pmol/l) erstellt. In ke Konzentration inhibiert TNP-ATP vor
allem den Ri-Rezeptorsubtypen, wahrend fur eine signifikantembheing des Bs-
Rezeptorsubtyps weitaus hohere Konzentrationenewatig sind. Ahnlich verhélt es sich mit
NF023. Dieser Bi/P.xs-Rezeptorantagonist weist in der verwendeten Kamagon eine

Affinitat zum Pxi-und Rxs-Rezeptorsubtypen im Verhaltnis von 20 zu 1 aufz&gte sich
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eine signifikante (p<0,05) Verringerung des Wirksmgximums von UA sowohl unter
Dauerperfusion mit TNP-ATP als auch mit NFO23 (siélbb. 8).

3.3.3. Untersuchung des vasokonstriktiven Effektson UP,A unter Dauerperfusion mit
URA

Wie unter 3.3.1.beschrieben, riefen nach volls@edDesensitiserung depPRezeptoren

durch Dauerperfusion mit, B-meATP Bolusgaben von UR einen zwar viel geringeren

jedoch weiterhin signifikanten dosisabhéngigen fagstles MPD hervor. Um zu Uberprifen,

ob URA auch Uber nicht-desensitisierbare Rezeptorentwarfolgte in sechs unabhéngigen

Versuchen (n=6) nach Aquilibrierung des MPD an @afaRen der isoliert perfundierten

Rattenniere eine Dauerperfusion mitJ8Rn steigender Dosis
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Abbildung 7: Originalaufzeichnungen des aus der Dagrperfusion mit UP4A resultierenden
Anstiegs des MPD:

Aufgetragen ist die Anderung des MPD in mmgagen die Zeit. Es handelt sich um eine
reprasentative Abbildung aus sechs unabhangigesu®leen an der isoliert perfundierten Niere von
WKY-Ratten (n=6). 1-8: 1, 10, 50, 100, 500, 10000®, 10000 nmol/L.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Desensitigiess BPxi3 -Rezeptors unter
Dauerperfusion mit URA eine Dauerkontraktion durch WR induziert wurde. Dieser Effekt

wurde bei Bolusgaben von WRdurch die starker ausgepragte Wirkung dgg/fP-Rezeptors
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maskiert. Es muss also ein weiterer, nicht-dessiesibarer Rezeptor an der Vermittlung des
vasokonstriktiven Effekts von UR beteiligt sein. Da der J,- Rezeptorsubtyp keine
Desensitisierungsphanomene aufweist, konnte digtewiirkkomponete von UJA Uber

diesen Rezeptorsubtyp vermittelt werden.

3.3.4.Untersuchung des vasokonstriktiven Effekts wvo UPJA in Gegenwart
verschiedener P,- bzw. P,y-Rezeptorantagonisten (MRS2179, RB2, PPADS und
Suramin)

Untersucht wurde nun, ob auch,/Rezeptorsubtypen an der Vermittlung der
vasokonstriktorischen Wirkung von W beteiligt sind:

Es wurden in jeweils sechs unabhangigen Versuchesisidirkungskurven von UR ohne
und mit dem Zusatz verschiedenesyJRezeptorantagonisten erstellt (siehe Abb. 8). In
Gegenwart von MRS2179 (in einer Konzentration vonuthol/l nahezu spezifischer
Antagonist des Ri-Rezeptorsubtyps) und RB2 (in einer Konzentratian \i0 pmol/l
Antagonist des R4- und RBvye- Rezeptorsubtyps) kam es zu keiner signifikantenahme des
Wirkungsmaximums des UR-induzierten Anstiegs des MPD. Bei Dauerperfusioit
PPADS (Antagonist derRi-, Poy1-, Pova- und Bye- Rezeptorsubtypeim einer Konzentration
von 50 pmol/l) und Suramin (Antagonist depx®, P.yi-, Poyo- und RBys- Rezeptorsubtypen
in einer Konzentration von 10 pumol/l) kam es jedach einer signifikanten Abnahme des

maximal erreichten Anstieg des MPD.
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Abbildung 8: Einfluss von a,p-meATP, TNP-ATP, NF023, MRS2179, RB2, PPADS und
Suramin auf die UP,A-induzierte Vasokonstriktion

Die Vasokonstriktion in Prozent des maximalen,AHhduzierten Anstieges des MPD (durch die
erste Saule dargestellt) ist fir, B-meATP, sowie jeden R/P.xs-und By-Rezeptorantagonisten
gesondert aufgetragen. Jede Saule représentierardhmetische Mittel aus sechs unabhangigen
Versuchen (n=6). Die senkrechten Linien entsprecteen Standardfehler p<0,05.

Wie bereits unter 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben,t zg@ah unter Dauerperfusion mit, [3-
meATP, TNP-ATP und NF023 (jeweils in einer Konzation von 10 pmol/l) eine
hochsignifikante Abnahme des kRinduzierten Effekts auf den MPD.

Es zeigt sich aufRerdem, dass MRS2179 (1umol) elsktszer Inhibitor des Ri-
Rezeptorsubtyps keine Wirkung auf den Effekt vonAJRat. RB2, in einer Konzentration
von 10 pmol/l Antagonist am >f%- und Bys Rezeptorsubtypzeigt ebenfalls keinen
signifikanten Effekt. PPADS, in einer Konzentratisan 50 pmol/l Antagonist desy;R-,
Povi-, Pova- und Rys-Rezeptorsubtyps, fuhrt zu einer signifikanten Vgerung des
vasokonstriktorischen Effekts von W Noch deutlicher ist die Wirkung von Suramin, das
neben dem Ri-, Poyi-, und Byes-Rezeptorsubtypen in einer Konzentration von 10 lirats
einziger der verwendeten Inhibitoren ebenfalls Bga-Rezeptorsubtypen hemmt.
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4.Diskussion

Nach Applikation des neuartig in menschlichen Ehdtzellen entdeckten UR zeigte sich
ein ausgepragter Anstieg des MPD in Versuchen aisdiert perfundierten Rattenniere. Der
Arbeitsgruppe um J. und V. Jankowski war es gelondeP,A als erstes gemischtes
Dinukleotid mit purin- und pyrimidinhaltigen Anteih aus dem Zelliiberstand mechanisch
stimulierter Endothelzellen menschlicher Hautgefafdeisolieren (Jankowski, Tolle et al.
2005) sowie mittels Spektrophotometrie auszuscéfie®lass sich UR erst wahrend der
Aufreinigung und den dabei entstandenen, unphygisthen pH-Werten spontan gebildet
hatte. In Versuchen an der isoliert perfundierteattéhniere I6ste die Bolusgabe des
Endothelzelliberstands zum einen eine Erhohungvi®d3 im Sinne einer Vasokonstriktion
aus. Zum anderen konnte ausgeschlossen werden,ddadseobachtete vasokonstriktive
Effekt lediglich von bereits bekannten, vom Endbtheduzierten Vasokonstriktoren wie
Endothelin oder den Mononukleotiden ATP und UTPgelist worden war, indem der
Endothelin-1-Rezeptor-Antagonist BQ123 und Alkdlsdhosphatase, die Mononukleotide
denaturiert, appliziert wurden. Beide Substanzemnken den durch Bolusgabe des
Endothelzelliberstands ausgeldsten Anstieg des M&iDlich geringgradig hemmen.

Es musste also ein weiterer, potenter vasoaktia&tof von den stimulierten Endothelzellen
produziert worden sein. In weiteren Versuchen bdeir die nichtselektiven, aber
spezifischen RRezeptorantagonisten PPADS und Suramin eine weitggnifikante
Abnahme des beschriebenen vasokonstriktiven Effeldsaus zu schliel3en war, dass der bis
dato unbekannte endotheliale Faktor seine Wirkupey @as purinerge System vermittelte.
Bei diesem Faktor handelt es sich umRAPwelches im menschlichen Plasma in einer
Konzentration von 55 nmol/l nachgewiesen werdennker{Jankowski, Tolle et al. 2005).
Diese Konzentration reichte aus um experimentelé étrhohung des MPD hervorzurufen.
Die in-vitro Versuche berlcksichtigten naturlictcimti alle Faktoren, die in vivo wirksam
werden; so kénnten beispielsweise durch Stimuligmes Endothels zeitweise durchaus viel

héhere lokale Konzentrationen von AAPauftreten.

Da URA sowohl purin- als auch pyrimidhaltige Anteile aist und pyrimidinhaltige
Nukleotide wie UTP als R-Agonisten (Abbracchio, Burnstock et al. 2006) wathe Purin-
Dinukleotide wie z.B. ARA als RBx-Agonisten wirken (van der Giet, Khattab et al. 799
wurde die Hypothese aufgestellt, dass;AJBowohl tber B- als auch Uber Jf-Rezeptoren
Vasokonstriktion vermittelt.
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Als nachster Schritt wurde daher im Rahmen diesbeifuntersucht, durch welchen auf der
glatten Gefal3muskulatur exprimiertegfRezeptorsubtyp die Wirkung von WA vermittelt
wird. Eine Dauerperfusion mit, B-meATP, einer Substanz, welche die auf glatten
Muskelzellen dominierenden »R- und Rxs-Rezeptoren desensitisiert, verringerte die
Wirkung von URA um ca. 75%. Durch die gleichzeitige Blockade dggnteils der URA
induzierten Vasokonstriktion durch die nichtsele&ti Rx-Rezeptorblocker Suramin und
PPADS sowie durch NFO23 und den selektiveg,#P.x3-Rezeptorblocker TNP-ATP auf
vergleichbare Werte, ist anzunehmen, dass die i&ktimg von Rx-Rezeptoren diesen Antell
der Up4A induzierten Vasoaktivitat vermittelt.

Auf glatten GefaBmuskelzellen werden dig-RezeptorsubtypensRi, Poxz, Poxz und Bixa
exprimiert. Es ist bekannt, dass dexF und Rx4s-Rezeptor auf der glatten GefalBmuskelzelle
keinen signifikanten Einfluss auf deren Kontrakéilihaben (Chan, Unwin et al. 1998; Nori,
Fumagalli et al. 1998).

Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Promotionsdrbghen keine selektiven Antagonisten
oder Agonisten zur Verfigung um zwischen desyPund Bxs-Rezeptorsubtypen weiter zu
differenzieren. Um dennoch zu ermitteln, ob es fiehdem gesuchten Rezeptorsubtyp um
denP,xi1- oder den BRs-Rezeptor handelt, wurden digxP.x3-Rezeptorantagonisten TNP-
ATP und NFO023 in einer Konzentration eingesetzt, welcher vor allem der Jg;-
Rezeptorsubtyp inhibiert wird. Fir eine signifikatdemmung des,;Rs-Rezeptorsubtyps sind
dagegen weitaus hohere Konzentrationen notwende.irDsechs unabh&ngigen Versuchen
ermittelte reprasentative DWK von W unter Dauerperfusion mit TNP-ATP bzw. NF023
zeigt im Vergleich zu einer zuvor erstellten repridativen DWK ohne Perfusionszusatz eine
signifikante (p<0,05) Verringerung des Wirkungsmmaxims von UPRA. Dieser Effekt
entsprach dem unter,3-meATP gesehenen Wirkungsabfall, so dass davorugebken ist,
dass der Bs-Rezeptorsubtyp keine wesentliche Rolle im Wirknastmus von UJA spielt.

Es wurde also gezeigt, dass J8P(vermutlich Gber den adenosinhaltigen Anteil) exin

grof3en Anteil seiner vasokonstriktiven Wirkung Utlen Bx;-Rezeptorsubtypen vermittelt.

Als Nachstes wurde untersucht, ob einer der dena@efius beeinflussendenyyP
Rezeptorsubtypen >, P.y2, Pys oder Bys (Godecke, Decking et al. 1996) die nach
vollstandiger Desensitisierung debxR und BRxs-Rezeptorsubtypen durch den starksten
bekannten gx-Rezeptoragonistem, B-meATP verbleibenden, nichgRvermittelten 25% des
UP,A-Effekts vermittelt.

Wahrend fir den R,-, Poy4- und Byg-Rezeptorsubtypen zum Zeitpunkt der Erstellungeties
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Promotionsarbeit keine spezifischen Antagonistesr ddjonisten bekannt sind, steht fur den
Povi-Rezeptorsubtyp MRS2179 in einer Konzentration vbnumol/l als spezifischer
Antagonist zur Verfugung. In Versuchen an der &olperfundierten Rattenniere bewirkte
die Dauerperfusion mit MRS2179 keine signifikanter&derung des Wirkungsmaximums
der DWK von URA im Vergleich zur DWK ohne Perfusionszusatz. Esirke folglich
ausgeschlossen werden, dasgAJ&ber diesen Rezeptorsubtyp wirkt.

In weiteren Versuchen wurden DWK von MP in Gegenwart von RB2, in einer
Konzentration von 10 umol/l Antagonist amvl? und Bys- Rezeptorsubtypen, erstellt, die
ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf das Witgamaximum von UJA hatten. Somit
schieden auch diese beiden Rezeptorsubtyp als chégWirkort von URA aus.

PPADS, in einer Konzentration von 50 pmol/l Antagores Pxi-, Povi-, Pova- und Rye-
Rezeptorsubtyps, fuhrte zu einer signifikanten Mgerung des UfA-induzierten Anstiegs
des MPD (p<0,05); dieser Effekt wird demnach Ulesr Bx;-Rezeptorsubtyp vermittelt.

Eine fast vollstandige Aufhebung des Effekts von,AJRauf den MPD bewirkte der
unselektive R-, Poyi-, Poy2- und Bye- Rezeptorantagonist Suramin.

Es lasst sich schlussfolgern, dass der starkerekiEffn Vergleich zu PPADS lber die
Hemmung des R,-Rezeptorsubtypen erfolgte. Der geringe in Gegenhwan Suramin
verbleibende Effekt von UR auf den MPD konnte durch einen Abbau des
Dinukleosidtetraphosphats zu ATP und UTP verursadbt dadurch erklart werden, dass zur
vollstdndigen Antagonisierung der oben genannterringrigen Rezeptoren hdhere
Konzentrationen notwendig sind, welche jedoch im d&xperimenten an der isoliert
perfundierten Rattenniere nicht erreicht werdennken, da sie unspezifische, am ehesten
toxische Reaktion auslosten.

Fir eine Beteiligung des,i?-Rezeptorsubtypen spricht auRerdem, dass nach Sigsienung
des Bxis-Rezeptorsubtypen in Dauerperfusionsexperimentae Biauerkontraktion durch
UP,A induziert wurde und der ,R-Rezeptorsubtyp keine Desensitisierungsph&nomene
aufweist.

Es wurde also gezeigt, dass 48Fseine vasokonstriktive Wirkung nicht nur tGber deRs-
Rezeptorsubtypen, sondern (vermutlich Gber deninimadtigen Anteil) auch tber demn\B-
Rezeptorsubtypen vermittelt. Uber depyFRezeptorsubtyp kénnte WR eventuell auch
Langzeiteffekte an den Gefal3en vermitteln, da didRezeptor an Proliferation und
Differenzierung von GefalRzellen mitwirkt (Satoh, ekitz et al. 1994; Kandabashi,
Shimokawa et al. 2002).
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeaissdURA als EDCF eine entscheidende
Rolle in der vaskularen Tonusregulation spielt tibeér die RezeptorsubtypenxiPund Ry,
wirkt. Eventuell vermittelt URA darlber hinaus Uber denyiRezeptor auch vaskulére
Langzeiteffekte, so dass dieses Dinukleotid fir Ri¢hogenese der Hypertonie von grol3er
Bedeutung sein konnte. In diesem Falle wirde dielikaenentése Beeinflussung dieses
neuartig endeckten Dinukleosidpolyphosphats eineshebtenden neuen Therapieansatz fur

kardiovaskuléare Erkrankungen darstellen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte in Versuchen an ideliert perfundierten Rattenniere die
Wirkung des neuartig entdeckten, im Endothel getdd purin- und pyrimidinhaltigen
Dinukleotids URA auf das Gefal3system untersucht und die Rezeptoedohe diese Effekte
vermitteln, identifiziert werden. In den durchgefi@m Versuchen loste YR als potenter
Vasokonstriktor einen signifikanten Anstieg des MB@s und zwar bereits in der in vivo
nachweisbaren Konzentration von etwa 55 nmol/l. aDflnin wurde untersucht, durch
welchen auf der glatten GefalRmuskulatur exprimmeRg-Rezeptorsubtypen die Wirkung
von URA vermittelt wird. Eine Dauerperfusion mit, B-meATP, dem starksten bekannten
P.x-Rezeptoragonisten, fihrte zu einer kompletten Bm8sierung der auf glatten
Muskelzellen dominierendenxR- und Bxs-Rezeptoren und verringerte die Wirkung von
UP,A um 75%. Die ubrigen auf der glatten GefalBmuskulaexprimierten B-
Rezeptorsubtypen §R und Byx4) haben bekanntermalRen keinen signifikanten Eisfaus
deren Kontraktilitat. Um nun zwischen deRaxi;- und dem Rs-Rezeptorsubtypen zu
differenzieren, wurden in Ermangelung selektivetaigonisten oder Agonisten diexidPaxs-
Rezeptorantagonisten TNP-ATP und NFO23 in einerzéatration von 10 pmol/l eingesetzt.
In dieser Konzentration wirgor allem der B;-Rezeptorsubtyp inhibiert, wahrend fir eine
signifikante  Hemmung des R3-Rezeptorsubtypen weitaus hohere Konzentrationen
notwendig sind. Der resultierende starke Abfall 882D, spricht dafir, dass WR Uber den
Pox1-Rezeptorsubtypirkt. Da alle bekannten uridinhaltigen Nukleotigiee Affinitat zu By-
Rezeptorsubtypen aufweisen, lag die Vermutung ndass ein Groliteil der verbleibenden
25% des UPA-Effekts, der nicht Uber R-Rezeptoren vermittelt wird, Uber einen der den
Gefalitonus beeinflussendepyfRezeptorsubtypen £, Poyz, Pova 0der Bye) erzielt wird.
Mit Hilfe des spezifischen;-Rezeptorantagonisten MRS2179 in einer Konzentratan 1
umol/l und RB2, in einer Konzentration von 10 prhdhtagonist am Ra- und Bye-
Rezeptorsubtypen, konnte die Wirkung vonsAlRBber eine dieser drebi*Rezeptorsubtypen
ausgeschlossen werden, da beide Antagonisten dieulig von URA nicht beeinflussen.
Der Pxi-, Povi-, Poyo- und Rys- Rezeptorantagonist Suramin inhibierte die Wirkuwmmm
UP,A dagegen fast vollstandig. Es ist folglich davoaiszugehen, dass Weinen Teil seiner
Wirkung Uber den R,-Rezeptorsubtyp vermittelt.

In der vorliegenden Arbeit konnte also gezeigt werddass UJA als EDCF eine
entscheidende Rolle in der vaskularen Tonusregulasipielt und lber die purinergen
Rezeptorsubtypemp: und Ry, wirkt.
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