1. Einleitung

1.1 Definition, Ursachen und Ri si ken der Hypertonie

Die Hypertonie ist definiert als eine chronische Erhéhung des
arteriellen Blutdrucks. Die Wltgesundheits-Oganisation (WHO
= Wrld Health Organi zation) teilt ihn fol gendermal3en ein:

Tabelle 1: Definition und Klassifizierung der Blutdruckveranderungen nach der WHO, 1999

Blutdruck (mmHg) Systolisch Diastolisch
Optimal < 120 <80
Normal < 130 <85
Hochnormal 130-139 85-89
Bluthochdruck:

Stadium 1* 140-159 90-99
Stadium 2 160-179 100-109
Stadium 3** =180 =110

*Stadium 1 entspricht teilweise der Grenzwerthypertonie: Blutdruckwerte 140-159
systolisch zu 90-94 diastolisch (mmHg)

**zu differenzieren ist die maligne Hypertonie, die Uber den diastolischen Druck
(>120-130 mmHg) und Uuber schwere Organschaden an den Nieren und am
Augenhintergrund definiert ist

Atiologisch wird die Hypertonie in eine primiare (essentielle)
und sekunddre Form eingeteilt. De Usache der prinmaren
Hypertonien ist unbekannt. Nach Rudnick et al. (1977),
Danielson et al. (1981) wund Sinclair et al. (1987) sind
ungef dhr 95% aller Hypertonien primarer Art. Die Ursache der
sekundaren Hypertonien ist bekannt. Am haufigsten sind hierbei
die renale und die endokrine Hypertonie. Bei der renalen
Hypertonie |iegt entweder eine renovaskul are Stenose und/ oder
ei ne renoparenchymat 6se Erkrankung vor. D e Ursachen der
endokrinen Hypertoni e sind Phdochronozytone, ein Cushing- oder

Conn- Syndrom oder ein adrenogenitales Syndrom Des weiteren



gi bt es induzierte Fornen der Hypertoni e, die durch
Schwangerschaft, Stref3, Al kohol oder Medi kanmente hervorgerufen
wer den.

Es werden vier verschiedene Erschei nungsfornmen der Hypertonie
unt er schi eden. D e | abil e Hypertoni e i st ei ne
bel ast ungsabhangi ge Hypertonie, wobei der Bl uthochdruck nur

zei twei se bei korperlicher oder seelischer Belastung auftritt.

Die stabile Hypertonie ist eine dauerhafte Bl utdruckerhdhung,

al so die Hypertonie im engeren Sinne. Eine hypertensive Krise
ist definiert als eine kritische Blutdrucksteigerung mt

Werten dber 230/130 mmHg ohne O ganschaden im CGegensatz zum
hypertensiven Notfall, bei dem bei gleichen Bl utdruckwerten
ei ne vital e Gefahrdung besteht.

Nach  Magrini et al . (1992) haben in den westlichen
I ndustriel andern ca. 20% der Bevdl kerung Blutdruckwerte im
hypertonen Bereich. Die Pravalenz ist altersabhangig und nimt

mt steigendem Alter zu. In der Guppe der 25- bis 44-jahrigen
kommt sie bei 8-10% und bei den 45-75 jahrigen bei 15-20% vor.

Vor der Menopause sind Frauen seltener betroffen, wahrend
nach der Menopause beide Geschlechter gleich haufig betroffen
sind (Stieber et al., 1982).

Ei ne Hypertonie nmuf3 nicht zu Folgeerscheinungen fuhren; so
kann es sein, dalR eine jahrelange mlde Hypertonie sich bei

jungen Menschen zuruckbildet (Liebermann, 1990). Folgen der

Hypertonie konnen Atherosklerose und daraus folgend eine
koronare Herzkrankheit ( KHK) bzw. ein Herzinfarkt ein
Hi rni nf ar kt, ei ne Ret i nopat hi a at heroscl eroti ca und
Aneurysmata nmit eventuell folgender Ruptur sein. An der N ere
kann es des wei teren zur Nephr oskl er ose und zur

Ni ereni nsuffizienz kommen, und an den Extremtaten kann eine
peri phere arterielle Ver schl ulB3kr ankhei t (C audicatio
intermttens) ent st ehen (Ri ede, Schaf er, 1995). D e
wi chtigsten Veranderungen treten jedoch im Herz-Kreislauf-

System auf. Durch die Frani ngham Studie (Kannel et al., 1975)

konnte festgestellt werden, dall im Gegensatz zu nornotensiven



Mannern hypertensive Minner ein 8-fach hdheres Risiko eines
Schl aganfalls  haben, ein 6,6-fach hoheres R sko einer
Her zi nsuffizienz, ein 2,4-fach hdheres Risiko einer KHK und
ein 2-fach erhdhtes R siko einer Claudicatio intermttens. Fur
hypertensive Frauen betréagt das relative Risiko fur einen
Schl aganfall 7,7, fiur eine Herzinsuffizienz 4,6 und fir eine
KHK 3, 4.

Mehrere Studien in der Vergangenheit haben gezeigt, dall man
davon ausgehen kann, dal die Entstehung der primaren

Hypertonie ein nultifaktorielles Geschehen ist. Es sind vor

allem umelt- und verhaltensbedingte Faktoren  beteiligt
(Manger et al., 1986). Da diese Erkrankung famliar gehauft
vorkommt, ist auch eine genetische Konponente zu beachten. An

geneti schen Fakt or en zur Ent st ehung der essentiellen
Hypertoni e werden unter anderem Angi otensin-converting-enzyne
(ACE) - und Angi ot ensi nogenpol ynor phi smen di skutiert. Das ACE-
Gen umspannt 21 Kilobasen und besteht aus 26 Exons, wobei
verschi edene Genotypen, namich I1I, ID und DD (I=insertion,
D=del etion) existieren (Nakai et al., 1995). Einige Autoren
beschrei ben eine Korrelation des D-Allels mt einem erhdhten
Ri si ko von KHK (Mattu et al, 1995) und Herzinfarkt (Ludw g et
al ., 1995). Andere Autoren fanden keine signifikante
Korrelation zw schen dem D-Allel und KHK, stattdessen aber
ei nen Zusammenhang von Angina pectoris oder Herzinfarkt mt
ei nem Angi ot ensi nogenpol ynor phi srus (Katsuya et al., 1995).
Fiur die Heterogenitat dieser Ergebnisse komen nehrere
Ursachen in Frage. Unterschiede in der Sensitivitat der
Met hoden (z. B. EKG und Koronarangi ographie), die nicht
einheitliche Selektion der untersuchten G uppen und Fehler in
der Bestimung des | D Genotyps als DD Genotyp (Fehl erquote bei
ca. 5% konnten zu einer solchen Heterogenitat fuhren (Singer
et al., 1996). Derzeit werden weitere Studien durchgefidhrt, um

ei ne nogliche positive Assozi ation zw schen Pol ynor phi snmen und



der Hypertonie, bzw den Fol geerkrankungen der Hypertonie zu
kl a&ren (Singer et al., 1996).

W chtiger zur Auspragung der Hypertoni e scheinen jedoch andere
Faktoren zu sein. Adipositas (Landsberg, 1992), zu hoher
Sal zkonsum (Al der mann, 1994), uberhoéhter Al kohol konsum (Beilin
et al ., 1992), oral e Kontrazeption oder chroni sche
Lar nbel astigung bzw. Strel3 (Fal kner, 1991) fidhren haufig zu
ei ner dauerhaften Erhoéhung des Blutdrucks. Nach Herrnmann et
al. (1986) scheinen Umwelteinflisse die Hypertonie nehr zu
beei nfl ussen al s geneti sche Faktoren.

Man kann nicht ausschlieRen, dalR das Renin-Angi otensin-System
(RAS) an der Aufrechterhaltung einer primiren Hypertonie
beteiligt ist, weil durch Eingriff in dieses System mt ACE-
Hemmern gezeigt wirde, dalR Dbei einigen Patienten eine
Bl ut drucksenkung stattfindet. Die Effekte des atrialen
natriureti schen Peptids weisen auf ei ne antagoni stische
Wrkung gegenuber dem RAS hin (dinkigbeard et al., 1990).

Bi sher ist deren Funktion bei der Hypertonie noch unklar,

wobei jedoch feststeht, dalR die Peptide an der verstarkten
Natriurese bei primirer Hypertonie beteiligt sind (Sorensen et
al ., 1989).

Nicht identifizierte hunorale Faktoren koénnten ebenfalls an
der Entstehung der prinmdaren Hypertonie eine Rolle spielen.

Kreuzzi rkul ati onsversuche zw schen nornotonen und hypertonen
Ratten von Zidek und Mtarbeitern zeigten, dall bei einer
konst ant en Bl ut aust auschrate ei ne Vol unenver schi ebung

stattfindet. Der Bl uthochdruck konnte dabei auf die nornptonen

Ratten Uubertragen werden (Zidek et al., 1985). Dies gelang
auch, wenn man den nor not ensi ven Ratt en in den
Kreuzzi r kul ati onsver suchen die Ni er en und Nebenni er en

entfernte (Zidek et al., 1986). D e ungekehrte Transpl antation
normalisierte den Hochdruck der Ratte (Bianchi et al., 1974).
In anderen Versuchen konnte bestatigt werden, dal der
Blutdruck der N ere folgt (Dahl et al., 1975; Kawabe et al.

1979). Ein nbglicher Syntheseort hunoral er Faktoren konnte die



Ni ere sein, denn nach N erentransplantation bei Patienten mt
essentieller Hypertonie trat eine Remssion des erhohten
Bl utdruckwertes ein (Curtis et al., 1983).

Auf der Suche nach Hornonen, die den Blutdruck regulieren,
entdeckten Schliuter und Mtarbeiter kurzlich in Thronmbozyten
ei ne Subst anzgr uppe, di e Di adenosi npol yphosphat e. Di e
ver schi edenen Di adenosi npol yphosphate, die in Nebennieren

Hepat ozyten, im ZNS, in Placentae, Herzen und in Plasm
nachgew esen wurden, unterscheiden sich lediglich in der
Anzahl der Phosphat gr uppen (ApnA, m t n=2-8).
Di adenosi npol yphosphate sind in der Lage, den Blutdruck bei
nornotonen Ratten dauerhaft zu erhohen (Schliater et al.,
1994;). Bei Dauer per f usi onsversuchen an  der isolierten
perfundi erten Rat t enni ere gel ang es, durch
Di adenosi npol yphosphate, die ihre Wrkung Uber Purinrezeptoren
vermtteln, den Perfusionsdruck permanent zu erhdhen (van der
Get et al., 1999).

1.2 Purinrezeptoren

Purinrezeptoren sind eine heterogene G uppe von Rezeptoren,
deren genei nsanes Mer kel die Akti vi erung durch
Puri nver bi ndungen, we z.B. ATP oder Adenosin ist. Man
unterteilt die Purinrezeptoren in Pl- und P2-Rezeptoren. P1-
Rezeptoren sind G Protein-gekoppelte Adenosinrezeptoren, die
ihrerseits in A.4-Rezeptoren eingeteilt sind. Agonist ist
Adenosi n, Ant agoni sten sind Methyl xant hi ne. P2- Rezept oren
werden in P2X- und P2Y-Rezeptoren unterteilt (Abbracchio &
Burnst ock, 1994). P2X-Rezeptoren sind Nukleotid-gesteuerte
unsel ektive | onenkanal e. P2Y- Rezept or en si nd G Protein-
gekoppel t.

Bi sher konnte man 8 Subtypen des P2X- Rezeptors klonieren (P2X;.
g), die ihrer pharnmakol ogi schen Charakteristik entsprechend in

4 Guppen eingeteilt werden (Hunphrey et al., 1998). Die

Ei nteilungskriterien fur die P2X-Rezeptoren sind die a,b-nmeATP-



Sensitivitat, ein t ypi scher P2X- Rezept or agoni st , das
Desensitisierungsverhalten und die Antagonisierung durch
Suram n und PPADS (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Zusammenfassung der pharmakologischen Charakteristika von P2X-Rezeptoren

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
a,b-meATP-sensitiv a,b-meATP-insensitiv  a,b-meATP-insensitiv  a,b-meATP-insensitiv
schnell desensitisierend nicht desensitisierend nicht desensitisierend nicht desensitisierend
Suramin-sensitiv Suramin-sensitiv Suramin-insensitiv schwach Suramin-sensitiv
P2X4 P2X, P2X4 P2X-

P2X3 P2X5 P2Xg

P2Xg

Trotz der Unterschiede in der pharnmakol ogi schen Charakteristik
der ei nzel nen P2X- Rezept or en besitzen sie er hebl i che
geneti sche Ver wandt schaft. So i st bei spi el swei se die
Basensequenz des P2X;- Rezeptors zu 50% identisch mt der des
P2Xs- Rezeptors. Der P2X-Rezeptor hat mt dem P2Xs;- Rezeptor
sogar 52% seiner Basensequenz geneinsam (Hunphrey et al.
1998) .

Neben der honooligoneren Wrkungsweise, die alle Subtypen

auller P2Xs zeigen, sind P2X-Rezeptoren in der Lage, ihre
W r kung sowohl in vitro al s auch in Vi vo durch
Het er ool i gonmerbi l dung zu entfalten. Dies Dbedeutet, dafid
unt er schi edl i che Subt ypen, unabhéangi g von i hrer

G uppenzugehorigkeit, mteinander |onenkanal e bilden konnen.
So koexi stieren zum Bei spiel P2X,- und P2Xs3- Rezeptoren in Form
von Heterooligoneren in Neuronen der Spinalganglien der Ratte
(Vul chanova et al., 1997). Diese Heteromere zeigen dann ganz
neue phar makol ogi sche Ei genschaften, die die Hononerrezeptoren

nicht besitzen. In vitro Experinente zeigten, dal3, bis auf den



P2X;, der Kkeine Heterooligomerbildung mt anderen Rezeptoren
ei ngeht, jeder P2X-Rezeptorsubtyp in der Lage ist, mt anderen
P2X- Rezept oren heterooligonmere Strukturen zu bilden (Torres et
al ., 1999). P2Xs scheint sogar ausschlieBlich als Teil eines
het er ool i goneren Konpl exes zu arbeiten (Le et al., 1998). D e

Aktivierung der P2X-Rezeptoren erfolgt klassisch durch ATP,

ADP, 2-meSATP, a,b-meATP und ATPgS (Khakh et al., 1995).
Di adenosi npol yphosphate, vor allem das ApsA und ApsA, sind in
der Lage, sowohl rekonmbinante (WIldmann et al., 1999) als auch
nati ve P2X-Rezeptoren (van der Get et al., 1999; Lewis et
al ., 2000) =zu aktivieren. Spezifischer Antagonist an P2X-
Rezept oren I st Pyri doxal phosphat - 6- azophenyl -2' , 4" -

di sul fonsdure (PPADS). Trinitrophenyl-substituiertes ATP ist
in der Lage, P2X;, P2X3 und das Heteromer P2Xy3 spezifisch zu
antagonisieren (Virginio et al., 1998). Das Suram nanal ogon
8, 8- Car bonyl bi s(i m no- 3, 1- phenyl encar bonyl i m no) bi s(1, 3,5

napht al en-trisul fonsaure) (NF023) antagonisiert die Wrkung
von ATP am P2X;-Rezeptor in einer 10-fach niedrigeren
Konzentration als den P2Xs;-Rezeptor (Soto et al., 1999).
Suram n i st ein unspezifischer P2-Antagonist.

Von den funktionell identifizierten P2Y-Rezeptoren, P2Yj.11,
konnten bis heute 5 kloniert werden. Diese sind P2Y;, P2Yy,
P2Y,, P2Ys und P2Y;; (Harden et al., 1998). Agonisten an P2Y-
Rezeptoren sind ATP, ADP, 2-nmeSATP, a,b-nmeATP, ATPd¢S, andere
Adenosi nderivate, UTP und UDP. Auch an diesen Rezeptoren sind
Di adenosi npol yphosphate in der Lage, eine Wrkung zu
vermtteln (Ralevic et al., 1996). Antagonisten an P2Y-
Rezeptoren sind der unspezifische P2-Antagonist Suramn und

Reacti ve Bl ue 2.

1. 3 Bedeutung, Lokalisation und Funktion von P2X- Rezeptoren

P2X- Rezeptoren spielen in verschiedenen O gansystenen eine
Roll e, wobei ATP den entscheidenden Transmitter darstellt
(Bur nst ock, 1989). Cowohl phar makol ogi sche Effekte von
Adeni nver bi ndungen bereits 1929 beschrieben wurden (Drury et



al ., 1929), gelangte erst 1972 Geoffrey Burnstock zu der

Erkenntnis, dall ATP und dessen Metabolite von nutmallichen
purinergen Neuronen als Kotransmtter oder Neurotransmtter
ausgeschuttet werden (Burnstock, 1972). Purinrezeptoren als
verantwortliche Enpf &nger nol ekl e wur den erstmal s 1978
beschri eben (Burnstock, 1978).

P2X- Rezeptoren vermtteln eine Reihe physiologischer Effekte.

Im zentralen Nervensystem sind sie an der Nozizeption
beteiligt, wobei dem P2X3 hi er wahr schei nlich ei ne
entscheidende Rolle zukommt (Tsuda et al., 1999) . I'm
kar di ovasul aren System uben P2X-Rezeptoren ihre Wrkungen an
Thronbozyten (vor allem P2X;, Vial et al., 1997), an Mastzellen
(P2X7, Cockroft et al., 1979), an Endothelzellen (P2X,

Yamanoto et al., 2000), an Mokardzellen (P2X;, P2Xs, P2Xy,

Bogdanov et al., 1998) und an glatten GefalBnuskel zellen (P2Xj,

P2X,, P2X4, Nori et al., 1998) aus.

I m kardi ovaskul &ren System sind Purinrezeptoren vor allem an
der Blutdruckregul ation beteiligt (van der Get et al., 1997,

1999). Aufgrund des Vorkommens von ATP-abbauenden Phosphat asen
in den verschi edenen Geweben scheint ATP in vivo in bezug auf

die Aktivierung von Guppe 1 P2X-Rezeptoren eine eher

untergeordnete Rolle =zu spielen (Sneddon et al., 2000)

verglichen mt der Aktivierung durch Dinukleotide (van der

Get et al., 1997).

Di nukl eoti de sind Verbindungen, die sich in der Anzahl ihrer

Phosphat gr uppen unterscheiden (Np,N, n=2-8). Sie wirden in
menschl i chen Thronbozyten, Nebennieren, Hepatozyten, im 2ZNS,

in Placentae, Herzen und in Plasma nachgew esen. Sie zeigten

eine Fulle physiologischer und pathophysiol ogi scher Effekte.

Vor all em im kar di ovaskul aren Ber ei ch si nd di e
Di adenosi npol yphosphat e ApsA und ApsA und di e
Adenosi nepol yphosphoguanosi ne ApsG und ApsG vasoaktiv im Sinne

einer arteriellen Drucksteigerung wirksam Nach intraaortaler

Appl i kation am Ganztiernodell der Ratte (Schluter et al.,

1994), an der isolierten perfundierten Rattenniere (van der



Get et al., 1999), an isolierten perfundierten humanen
Nabel schnur venen (Davi es et al ., 1995) und an
Mesenterialarterien der Ratte (Ralevic et al., 1995; Lewi s et
al., 2000) induzieren ApsA und ApsA eine Kontraktion der
Gef alRe. ApsG und ApsG bewirken an der isolierten perfundierten
Rattenni ere eine Drucksteigerung (Schliater et al. 1998; van
der Get et al., 2001). An Mesenterialarterien der Ratte

fihren ApsG und ApsG zu einer Kontraktion (Lewis et al., 2000).
W e Antagonisierungsversuche bew esen, werden diese Effekte
uber Guppe 1 P2X-Rezeptoren vermttelt (van der Get et al.,
1999; 2001; Lewis et al., 2000). Versuche an rekonbinanten
G uppe 1 P2X-Rezeptoren zeigten eine deutliche AKktivierung
durch D adenosi npol yphosphate (WIldnman et al., 1999) und
Adenosi npol yphosphoguanosi ne (noch ni cht veroffentlichte
Er gebni sse).

Die Tatsache, dalR die Effekte von ApsA und ApsA in der
isolierten perfundi erten Rattenni ere dur ch zwei
unt erschi edli che P2X-Rezeptoren vermttelt werden (van der
Get et al., 1999), stellt die physiologische Gundlage der
vorl i egenden Arbeit dar.
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1.4 Fragestellung

In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dall ApsA und ApsA
in den Rattennieren durch zwei unterschiedliche P2X-Rezeptoren
den Blutdruck regulieren. Der eine Rezeptor ist ein P2X1-
Rezeptorsubtyp. Der zweite P2X-Rezeptorsubtyp entspricht vom
Profil her einem Typ | Rezeptor.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den zweiten bisher nicht
identifizierten Puri nrezept or m t Hlfe von
nmol ekul ar bi ol ogi schen und phar nakol ogi schen  Unt er suchungen
wei ter zu charakterisieren.

Es soll fol genden Fragen nachgegangen werden:

1. Welche Purinrezeptorsubtypen sind in der Rattenniere
exprimert, insbesondere in N erenmark und Ni erenrinde?

2. Inwi efern beeinflussen Antagonisten von P2X-Rezeptoren mt
unterschi edl i cher Bl ockade der einzelnen Subtypen, w e NF023,
Suram n, oder auch PPADS, die Vasoaktivitat von ApsA in der

Ni ere?



