Aus der Kilinik far fur Endokrinologie und Nephrologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Beitrag uramischer Mediatoren zur Genese
kardiovaskularer Erkrankungen bei Patienten mit

chronischer Niereninsuffizienz

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Mona Kdhler

aus Berlin



Gutachter/in: 1. Prof. Dr. rer. nat. J. Jankowski
2. Prof. Dr. med K. Kisters

3. Priv.-Doz. Dr. med. S. Herget-Rosenthal

Datum der Promotion: 29.01.2010



Inhaltsverzeichnis
I | o1 =1 (U o P 1.

1.1 Die chronische NiereninSUffiZIENZz ...........cocceuiiiiiiiiiiiii e 1
1.1.1 Pathophysiologie der chronischen Niereninsuffizienz.................................. 2
1.1.2 Stadien der chronischen NiereninSuffiZIENz ............cccccoiiiiii e, 2

2 U L - 01T 4
1.2.1 Das ur@misSChe SYNAIOM ... ... e 4
1.2.2  UrGmiSChe MedIAOrEN.........coiiiiiiiiii et e e e e e 5

1.3 Kardiovaskulare Erkrankungen bei chronischer Nig@rffizienz..............ccccceennnn. 7

1.4 Mechanismen der kardiovaskularen Komplikationencheonischer

NIErENINSUTTIZIENZ ... 9
1.4.1  BIUIROCHAIUCK ...t e e e e e e 10
L1.4.2  AITEIIOSKIEIOSE. ...ttt ittt e e e e e et e e s ettt b e e e e e e e e e e e e anane 10
1.4.3 Dyslipidamie, Inflammation und oxidativer StreSs..............uueeeiiiiiieeiieeiieeeeeeeeeae 12
1.4.4 Endotheliale Dysfunktion, Stickoxid (NO) und Asymimigches Dimethylarginin
L L PO PP 13
1.4.5 Veranderte GefalRregulation.............oouveceeiiiiiii e, 14
2 Zielsetzung der ArbeiIt.........ooovuvveii e s e e et e e 18
3  Material und Methoden ..o, 19
.1 MALEIIAL et e 19
Tt Nt R 7T - 1 PP PP PPPPPPPPPPP 19
I I U | 1= PP PPPPPP PP 19
3.1.3  UradmisChe MeIAtOrEN.........uuiiiiiieiiiiieeeeeetiie et e e e e e st e e e e e e nneeee e e e e enneees 20
3.1.4 Charakterisierung der verwendeten Ratten.........cc.oovvviivviiiiiviiieeeiiieiieeeeeeeeee e 21
3.2 Methoden UNd AUSWEITUNG ......ccoeeerrrreees s ess s s s e e e eeeeeeeeeeeeessssnnssnnnnnnnssnnns 21
3.2.1 Praparation zur Isolierung der Ratt€NNIEre we.ocooeeeeeeeeiiieeeeeeeee 21
3.2.2 Das Perfusionssystem der isolierten perfundierti@neN..................ooeeeeeeeee e, 22
3.2.3 Aaquilibrierung des Systems, Testung der Niere aufkEonstiichtigkeit und
Vorbereitung der Proben............cooo oo, 23
3.2.4 Dosis-Wirkungskurven vasokonstriktorischer uramédiediatoren............ccccccvvennne. 23
3.2.5 Dosis-Wirkungskurven dilatatorischer uramischer Memten ..........................cce 24
3.2.6 Untersuchung der Rezeptorspezifitat der vasoakfigeoside ................ccooeeeveeen. 25



3.2.7 Auswertung und statistische ANalySe .........ccoooriiiiiiiiiiiiiiii e 26
O S (0[] o] 1151 = 1.2
4.1 Wirkung uramischer Mediatoren auf den Perfusionskirm Nierenperfusionstest .27
4.1.1 Nicht-peptidische uramische MediatOren ... e 27
4.1.2 Peptidische urdmische Mediatoren ........ccoccccccc e, 29
4.2 Dosis-Wirkungskurven vasokonstriktorischer uramesdidediatoren...................... 30
o R I /=Y Y7 =T =T g o o 31
4.2.2  ENAONEIN-L .ooeiiiiiiiii e emmmm et e e e e 32
4.2.3 Methylguanidin-HCI.............uuuiiiiiiiiiii e ettt e e ereeeeeeaeeeaeeeeeeees 32
A S N L= TN o] o T=T o] 1o I PP 33
425 P-KIESOI ..o 34
A.2.6  PRENOL ... e e 35
N A U 1 o [ o PP UPPP PP 36
4.3 Dosis-Wirkungskurven dilatatorischer uramischer Memten.................cccccoooeeee 37
431 Adrenomedullin.........oooiiiiiiie e 37
4.3.2 Atriales natriuretisches Peptid (ANP)........ooo i 38
G TG T = 1 0 11 o 1 38
4.3.4  HYArOCNINON ...ttt e e e e e e e e e e n e e e e e e e e e aaan 39
4.3.5 KaliumindoXyYISUIFAt .........ccooiiiiiioi oot e e e e e e eeeeeees 40
4.3.6  P-KreSOISUITAL ..o 40
4.4 Vergleich der vasoaktiven POtENZEN ........umiriiieieiiiiiiiiiee s e e e e e ee e eeeees 41
4.5 Untersuchung der Rezeptorspezifitdt der vasoakiNgdeoside...............cccevveeeeene 42
451 HemmuNg deS AREZEPIOIS . .....eiiiiiiiiiiiiieiiieeieeeieeieeeeemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessnesnennnnnes 42
4.5.2 Unspezifische Hemmung degRezZEePIOrS. ... ..uuuuiuueiiieieeee e 44
N B 15 (0 171 o o PSS 1.4
5.1 Uramische Mediatoren mit vasokonstriktorischem Effe................ccccccviviviiinnne. 49
0t Nt R I Y/ 11 1 Y = To [T T 1= o PPt 49
5.1.2  ENAONEIN-L oo ettt e e et e e e ettt e e e e e e e e e anne 50
5.1.3 Methylguanidin-HCI............o.ooiiiiiiiiiii ettt e e 50
L0 A L= TU T 0] 01T o] (o 2 PP 51
L0t IR T 4 T [ o PP 51
5.2 Uradmische Mediatoren mit vasodilatatorischem Effekt.................cccciiiiiiiinnnnns 52
5.2.1  AdrenOmMEUITIN .....eiiii e 52

5.2.2 Atriales natriuretisches Peptid ...........oocccccoriiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeve e 53



B5.2.3  HaAINSIO oo —————————————— 53
LA S o Yo | {0 o] 1 Vo] o P 54
5.2.5  KaliumiNdOXYISUIFAL ..........uuuiiiiei it e e ee e e e e e e e e eeeeeees 55
5.2.6 p-Kresol, p-Kresolsulfat und PheNOI .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiisses e sneeennees 56
5.3 AUSBDIICK .uee e e e aaan 58

6 ZUSAMMENTASSUNG ...cvvvuiiiieeiiiitiie e erreeeees e e e e e e e 59

7 Literatur- und QuellenverzeiChnis...........ccceeeiiiiiiieiiiiie e 61

ST AN o] U] 74 [T = o 1 72

9 Lebenslauf ... 6.7

10 DanKSAQUNQG ....ccoevviiiiiiiieiieeeiii e cmmmmmr e e e e e e s e e e e e e eana e e e e e 77

I3 A = T £ T S 78



1 Einleitung

1.1 Die chronische Niereninsuffizienz

Die Anzahl der Patienten mit chronischer Nierenifigienz (CNI) ist deutschland-, europa-
und weltweit ansteigend [1,2] und stellt ein bedades Gesundheitsproblem im klinischen
Alltag dar. Das chronische Nierenversagen ist dilgé-einer irreversiblen Verringerung der
glomerularen, tubularen und endokrinen Funktionerddr Nieren [3]. Laut der ,Kidney
Disease Outcome Quality Initiative* (K/DOQI) der ghional Kidney Foundation* (NKF) ist
die CNI definiert als eine strukturelle oder fumktelle Stérung der Nieren mit oder ohne
Einschrankung der glomerularen Filtrationsrate (BRI mindestens 3 Monate. Ferner
besteht eine chronische Niereninsuffizienz bei ri®FR <60 ml/min/1,73 fm (iber
mindestens 3 Monate, mit oder ohne Nachweis eineseischadens, sowie nach erfolgter
Nierentransplantation.Als funktionelle Storung gelten hierbei Auffalligken in der
radiologischen Diagnostik oder in der Laboranalyiik Blut und Urin, wie zum Beispiel der
Anstieg von urdmischen Mediatoren im Blut, Protemu oder das Auftreten von
Erythrozyten und Erythrozytenzylindern im Urinsedimh [4].

Ungefahr 1.783.000 Patienten weltweit leiden anerei@NI im Terminalstadium und
mindestens 10-mal mehr Patienten befinden sich imene Vorstadium zur
Nierenersatzbehandlung [1]. In Deutschland wirdAineahl der dialysepflichtigen Patienten
auf 66.000 geschéatzt [1]. Die haufigste Ursache weminalen Niereninsuffizienz bei
Dialysepatienten ist in 28% der Falle die diabéiscNephropathie [2]. Als weitere
ursachliche Faktoren folgen primare und sekundar®ome€rulopathien, vaskulare
(hypertensive) Nephropathien, chronisch tubulorsiigelle Erkrankungen, sowie
polyzystische Nierenerkrankungen. In 10% der Hétldie Genese der CNI unbekannt [2].
Die therapeutische Option der Nierenersatzbehagdturch Dialyse oder Transplantation
bedeutet nicht nur eine deutliche EinschrankungLeéeensqualitéat jedes einzelnen Patienten
sondern auch eine enorme volkswirtschaftliche Betaps Die finanzielle Last durch die
Behandlung dieser Population mit den gegenwartigaechlichen Verfahren ist sowohl fir
die Patienten als auch fur die Gesamtbevdlkeruregpibportional hoch. Fur Deutschland
entstehen durch die Dialyse Kosten zwischen 33W0@D68.000 Euro pro Patientenjahr [5].

Hinzugerechnet werden mussen die Kosten flr eizugewonnenes qualitdtsbereinigtes
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Lebensjahr (QALY), sowie diejenigen, welche durablgeéerkrankungen der chronischen
Niereninsuffizienz, wie zum Beispiel kardiovaskelarkrankungen, entstehen. Eine
einmalige Nierentransplantation kostet 70.000 B$J0 Euro und im weiteren Verlauf der
Folgebehandlung entstehen Kosten von 15.000 b@)@@uro jahrlich [5].

1.1.1 Pathophysiologie der chronischen Niereninsuff izienz

Eine chronische Niereninsuffizienz entwickelt sidber Monate oder Jahre mit progredienter
Abnahme der Anzahl funktionsfahiger Nephrone. DiEs@ktionseinschrankung geschieht
unabhangig von den ursachlichen Faktoren der Neekeankung. Fir die Aufrechterhaltung
der Nierenrestfunktion kommt es in den verblieberggsunden Glomeruli zu einer
kompensatorischen intraglomerularen Drucksteigeroniig Hyperfiltration [6]. Diese kann
durch das Vorhandensein einer arteriellen Hypeetanisatzlich erheblich verstarkt werden
[3]. Ein wesentlicher Vermittler dieser glomerulérélyperfiltration ist das Peptidhormon
Angiotenesin 1l. Uber eine Interaktion mit dem Amiginsin-Rezeptor bewirkt es eine
vermehrte Produktion von Zytokinen und Wachstuntsian, die eine Verstarkung der
glomerularen Hypertonie und Hyperplasie bewirkeariDer hinaus bewirkt Angiotensin Il
eine erhohte glomerulare Permeabilitat mit Verllest glomeruléren Siebfunktion, was eine
Proteinurie zu Folge hat. Als direktes Nephrotdkihrt die Proteinurie im weiteren Verlauf
durch vermehrte Entziindungsvorgange und oxidatBteess zur progressiven Sklerosierung
der Uberlasteten Restnephrone und konsekutiveniéidtmg von Schrumpfnieren. Fur den
Gesamtorganismus hat die chronische Niereninseffzi folgende Iebenswichtigen
Veranderungen zur Folge [3]:

1) Versagen der exkretorischen Nierenfunktion

2) Storungen im Wasser-, Elektrolyt- und S&ure-BasansHalt

3) Abnahme der inkretorischen Nierenfunktion: Vermiride Sekretion von

Erythropoetin, Renin, aktivem Vitamin D und Prosséaglinen

4) Toxische Organschaden durch die retinierten haaohmpijen Substanzen

1.1.2 Stadien der chronischen Niereninsuffizienz

Anhand der klinisch geschatzten glomeruldren Ftirsrate erfolgt eine internationale
Einteilung in 5 StadienTgbelle 1) [4]. Bei jungen Erwachsenen betragt die GFR rund
120 ml/min/1,73 th  Korperoberfliche. Im Stadium 1 liegt noch eine GFR

>90 ml/min/1,73 A vor, allerdings mit Nachweis einer Nierenschadiguroder
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Risikofaktoren fur eine chronische Niereninsuffize Von einer Nierenschadigung mit
milder Niereninsuffizienz und einer GFR von 60-88min/1,73 nf spricht man im
Stadium 2. Liegt eine GFR <60 ml/min/1,73iaber einen Zeitraum von 3 Monaten vor, wird
die Niereninsuffizienz unabhangig von anderen Nierkrankungen als chronisch bezeichnet.
Es wird hier zwischen der mittelschweren Nierenffizenz im Stadium 3 (GFR
30-59 ml/min/1,73 rf) und der schweren Niereninsuffizienz im Stadiumiteiner GFR von
15-29 ml/min/1,73 rh unterschieden. Zu diesem Zeitpunkt sind weniger @0% des
Nierengewebes noch funktionsfahig, was eine Reatertarnpflichtiger Substanzen zur Folge
hat. SchlieRlich kommt es im Stadium 5 zum Nieresagen (GFR <15 ml/min/1,73%mit
uramischen Symptomen, was eine Nierenersatztheragirderlich macht. Die
K/DOQI-Richtlinien empfehlen die Abschatzung der eiéinfunktion mit Hilfe der
kostengiinstigen ,Modification of Diet in Renal Dese“ (MDRD)-Formel zu berechnen.
Diese Bestimmung ist ab einer GFR <60 ml/min/1,73 der Insulinclearance als
Goldstandard der Nierenfunktionsbestimmung im Engebm né&chsten [6].

Im Stadium 1-2 der chronischen Niereninsuffizienanik eine genauere glomerulére
Filtrationsrate der Niere durch Bestimmung von @istC im Serum errechnet werden [7].
Wahrend das Serumkreatinin erst bei einer GFR umfeml/min/1,73 rh ansteigt, wird
Cystatin C bereits bei einer GFR unter 88 ml/mir@1yf auffallig. Cystatin C ist ein 13 kDa
grof3es Protein, das von nahezu allen kernhaltigderzim menschlichen Kérper unabhangig
von Alter, Muskelmasse oder Erndhrungsgewohnhegerildet wird. Es wird vollstandig
glomerular filtriert, in den Zellen des proximaléfubulus metabolisiert und nicht ins

Tubulussystem zuriicksezerniert [6].

Tabelle 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz gema?® gNational Kidney
Foundation® [4]

Stadium | Bezeichnung GFR (ml/min/1,73 nY)

1 Nierenschadigung mit normaler oder 120>GFR>90
erhohter GFR

2 Nierenschadigung mit milder Einschrankurng0—89
der GFR

3 Moderater Ruckgang der GFR 30-59

4 Schwerer Riickgang der GFR 15-29

5 Nierenversagen <15
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1.2 Uramie

Die Uramie, deutsch Harnvergiftung, bezeichnet diehéhung der Konzentration
harnpflichtiger Substanzen im Blut, wie sie bei tekuder chronischer Niereninsuffizienz
auftritt [8]. AuBer zur Zunahme von Harnstoff komm¢$ dabei zur Akkumulation von
Stoffwechselabbauprodukten, die unter nicht-pathistthen Bedingungen von den Nieren
mit dem Urin ausgeschieden werden. Wahrend der dttzffnein biochemisch ziemlich
inaktives Stoffwechselendprodukt ist, weisen mehreler Ubrigen Retentionsprodukte
Uberwiegend toxische biologische oder biochemis@kévitat im Organismus auf. Sie
werden daher pauschal als uramische Mediatoren gdigmie-Toxine* bezeichnet. Vor
allem diese Substanzen sind dafir verantwortliessdler Zustand der Uramie bedeutende
Auswirkungen auf viele Organsysteme im menschlic@eganismus hat. Das Gesamtbild
aller als Folge einer Urdmie auftretenden Symptamrel auch als uramisches Syndrom

bezeichnet [9].

1.2.1 Das urdmische Syndrom

Uramie tritt klinisch im Terminalstadium einer Neminsuffizienz auf. Die Symptome sind
sehr unterschiedlich und kénnen im Verlauf der Kreeit fast jedes Organsystem betreffen.
Im Bereich der Atmungsorgane kann es zum Lungenaiednzur Pleuritis, am Herzen zu
Herzrhythmusstoérungen und einer uramischen PertieafdO] und im Verdauungstrakt zu
gastrointestinalen Blutungen und Entziindungen kommesweiteren wird im Blutbild eine
.sSenale Anamie* [11] beobachtet, und Veranderungen Gerinnungsstatus wie
Thrombozytopathie und Thrombozytopenie kénnen zondréhagischen Diathesen flihren
[12]. Ferner kommt es im Verlauf einer chroniscidiereninsuffizienz zu Myopathien, zur
Osteomalazie und starkem Juckreiz der Haut [13f Patienten fallen aufgrund der
bakteriellen Zersetzung des Harnstoffs in der Mudd durch einen uramischen Fotor auf
und sind von verschiedenen Formen der Stoffwecisalsgen betroffen, wie z.B.
Hyperlipidamie, Kohlenhydratintoleranz und sekumdé@r Hyperparathyroidismus. Da
uramische Mediatoren auch neurotoxisch wirken, kdnmeine Vielzahl neurologischer
Symptome als Folge der Uramie auftreten. Polyneaatlopn sind in diesem Zusammenhang
auf Schadigungen im peripheren Nervensystem zudfidkeen. Zusatzlich werden im
zentralen Nervensystem als haufige Beschwerden uliégmische Enzephalopathie,

Schlafstérungen, Krampfanfalle und das uramischm&beschrieben [3,6,8].
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1.2.2 Uramische Mediatoren

In einem Review von Cohen und Kollegen werden 7Z@mische Mediatoren beschrieben.
Diese werden
(Tabelle 3 unterteilt [14]. Die angegebene Maximalkonzembratc,.x bezieht sich auf die

hochste je bei chronisch niereninsuffizienten Pé¢ie gemessene Konzentration der
jeweilige Substanz [15] und ist der Ausgangswaertdié Berechnung der im Ergebnisteil der

vorliegenden Dissertation verwendeten Konzentration

in Nicht-Peptid Verbindungealelle 2 und Peptid Verbindungen

Tabelle 2: Uramische Mediatoren: Nicht-Peptid Verbindungen 154

# Uramischer Mediator Gmax [0/1] Molekulargewicht [g/mol]
1 1-Methyladenosin 2,2e-4 281,3
2 1-Methylguanosin 8,9e-5 297,3
3 2-Methylresorcinol 3,2e-4 140,1
4 a-N-Acetylarginin 4,6e-3 216,2

5 ADMA 9,9e-3 275,2

6 Arabitol 3,3e-2 152,1

7 B-Guanidinopropionsaure 6,5e-5 131,1
8 Benzylalkohol 1,9e-2 108,1
9 Cytidin 1,7e-3 243,2
10 Dimethylglycin 1,0e-3 103,1
11 Erythriol 3,7e-2 174,1
12 | y-Guanidinobutansaure 1,8e-3 145,2
13 Guanidin.HCI 1,3e-3 95,5
14 Guanidinessigsaure 6,9e-4 117,1
15 Guanidinosuccinat 4,7e-2 175,1
16 Harnstoff 4,6 60,1

17 Harnséaure 1,5e-1 190,1
18 Hippursaure 4,7e-1 179,2
19 Hydrochinon 2,9e-4 110,1
20 Hypoxanthin 5,3e-3 136,1
21 Indol-3-Essigsaure 9,1e-3 175,2
22 Kaliumindoxylsulfat 2,8e-1 251,3
23 Kreatinmonohydrat 2,7e-1 149,2
24 Kretinin 2,4e-1 113,1
25 Kynurenin 9,5e-4 208,2
26 Kynureninsaure 9,5e-3 189,2
27 L-Homocysteinthiolakton.HCI 3,0e-2 153,6
28 Malondialdehyd.tetrabutylammonium 3,4e-3 313,5
29 Mannitol 7,6e-2 182,2
30 Melatonin 4,4e-7 232,3
31 Methylguanidin-HCI 2,7e-3 109,6
32 Myoinositol 2,3e-1 180,2
33 N2,N2-Dimethylguanosin 4,2e-4 311,3
34 N4-Acetylcytidin 2,2e-4 285,3
35 Natriumoxalat 1,2e-2 134,0
36 Orotsaure 3,9e-2 156,1
37 Orotidin 4,7e-2 288,2
38 p-Kresol 4,1e-2 108,1
39 p-OH Hippursaure 3,2e-2 195,2
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# Uramischer Mediator Gmax [0/1] Molekulargewicht [g/mol]
40 Phenol 1,1le-2 94,1
41 Pseudouridin 8,7e-2 2442
42 Putrescin 1,3e-4 161,1
43 Quinolinsaure 3,3e-3 167,1
44 | SDMA 1,2e-3 275,2
45 Sorbitol 7,3e-3 182,2
46 Spermidin 1,9e-4 254.6
47 Spermin 6,7e-5 202,3
48 Threitol 5,7e-3 122,1
49 Thymin 1,1e-2 126,1
50 Uracil 4,5e-4 112,1
51 Uridin 3,3e-2 2442
52 Xanthin 3,4e-3 152,1
53 Xanthosin 2,2e-4 2442

Abkirzungen: ADMA: asymmetrisches DimethylarginBDMA: symmetrisches Dimethylarginine

Tabelle 3: Uramische MediatorerPeptid Verbindungen [14,15]

# Urdmischer Mediator Gnax [9/1] Molekulargewicht [g/mol]
54 Adrenomedullin 8,1e-8 6029
55 Angiogenin 1,6e-3 14400
56 Atriales natriuretisches Peptid 4,4e-7 3080
57 | p2-Mikroglobulin 1,0e-1 11800
58 | B-Endorphin 4,9e-7 3465
59 Cystatin C 2,0e-2 13000
60 Delta schlafinduzierendes Peptid 3,3e-6 848
61 Endothelin 1,3e-7 2492
62 Hyaluronséaure 1,8e-3 25000
63 Interleukin B 1,7e-4 17000
64 Interleukin 6 3,3e-7 26000
65 Kappa Ig leichte Ketten 2,9e-1 25896
66 Komplement Foktor D 2,6e-2 24466
67 Lambda Ig leichte Ketten 3,3e-1 25000
68 Leptin 4,9e-4 16000
69 Methionin-Enkephalin 7,6e-8 574
70 Neuropeptid Y 1,2e-7 4272
71 Pankreozymin 1,3e-7 12670
72 Parathormon 1-34 2,4e-6 4118
73 Retinolbindendes-Protein 3,7e-1 21200
74 | Tumor Nekrose Fakter (TNF o) 4,1e-7 26000
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Seit dem Jahr 2003 ist die Liste dé&abelle 2 und 3 durch die Aufnahme von neu
identifizierten Substanzen erweitert worden [9].e€¥ uramischen Mediatoren sind im
Folgenden aufgelistefT@belle 4), konnen aber auf Grund der noch unveréffentlichen

Konzentrationen in der hier vorliegenden ArbeitWheiteren nicht berticksichtigt werden.

Tabelle 4:Seit 2003 neu gelistete uramische Mediatoren [9]

Uramische Mediatoren
Adiponectin

Basic fibroblast growth Faktor
Calcitonin gene-related Petid
Desacylghrelin
Dimethxlguanosin
Dinucleosid Polyphosphat
Ghrelin

Guanylin
8-OH-2"-deoxyguanosin
Inosin

Interleukin 18

Motilin
N-Methyl-2-pyridon-5-carboxamid
Nitrosodimethylamin
Nitrosomethylamin
Octopamin

Orexin A

Phenylessigsaure
Phenylethylamin

Substanz P

Thiocyanat

Uroguanylin

Vasoaktives intestinales Peptid

1.3 Kardiovaskulare Erkrankungen bei chronischer

Niereninsuffizienz

Im Jahre 1974 beobachteten Lindner und Kollegentmats eine beschleunigte
Arteriosklerose bei Dialysepatienten, was einen deéhin unbekannten Zusammenhang
zwischen den kardiovaskuldren Erkrankungen und dw®onischen Niereninsuffizienz
aufzeigte [16]. Als klassische Kkardiovaskulare IRifaktoren der chronischen
Niereninsuffizienz sind in diesem Zusammenhang a@ashdere Alter [17], mé&nnliches
Geschlecht, familiare Disposition, arterieller Hypoaus [18,19], Diabetes mellitus [20,21],
Dyslipidamie [22,23], Rauchen [24,25], korperlicteaktivitat und die Menopause zu
erwahnen. Ferner spielen spezielle kardiovaskuRaséofaktoren, die mit der chronischen

Niereninsuffizienz direkt assoziiert sind, eineseheidende RolleT@belle 5).
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Tabelle 5: Kardiovaskulare Risikofaktoren [26,27]

Nicht klassische kardiovaskulare Risikofaktoren derCNI
Albuminurie bzw. Proteinurie

Lipoprotein (a) und Lipoproteinmodifikationen
Hyperhomocysteinamie

Malnutrition

Reaktive Sauerstoffspezies und Inflammation
Anamie

Cd*-PQO,-Stoffwechselstérungen
Fetuin-A-Mangel

Aktivitdt des RAA-Systems

Uramie- und dialyseassoziierte Faktoren
Andere (z.B. uramische Mediatoren)

Die chronische Niereninsuffizienz ist einer der d@damsten Risikofaktoren fir das
Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen und disaskularen Todesfallen. Im
Vergleich zum Durchschnitt der Bevolkerung ist déhrliche Sterberate von Dialyse-
Patienten um ein zehnfaches erhoht [28]. Bei Ptienm Stadium 1 der chronischen
Niereninsuffizienz betragt die jahrliche kardiovakke Mortalitat 1% und liegt damit ein
Drittel Uber dem Bevdlkerungsdurchschnitt (0,28%as Risiko dieser Patientengruppe, in
Zukunft an einer kardiovaskularen Erkrankung zwstegben, ist um ein vielfaches hoher als
jemals das Stadium 5 der chronischen Niereninsuffizienz mit der erfolidben
Nierenersatzbehandlung zu erreichen [29]. Eine niebe Metaanalyse von 85 in
Originalarbeiten angegeben Studien mit insgesanhitr rals 550.000 Teilnehmern Uber einen
Zeitraum von 18 Jahren (von 1986 bis einschlieRI®03) bestatigte eindeutig den
Zusammenhang zwischen einer Nierenfunktionsstownmbkardiovaskuldren Erkrankungen,
unabhangig von geographischen Faktoren [30]. Eigiéeve Studie von Go und Kollegen aus
dem Jahr 2004 mit mehr als einer Millionen erwanksePatienten zeigt ebenfalls einen
unabhangig abgestuften Zusammenhang zwischen einiedrigten GFR und dem erhdhten
Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen, Todesfélhel Hospitalisationen und unterstreicht
ferner den Stellenwert der Uramie sowohl in demilials auch fur das Gesundheitswesen
Uberhaupt [31].

Eine computertomographische Untersuchung von Koasteien durch Goodman und
Kollegen im Jahre 2000 belegt weiterhin einen Zusamhang zwischen
Nierenfunktionsstérungen und Arteriosklerose. Digtddsuchungsergebnisse ergaben in der

Gruppe der 20 bis 30 Jahre alten Patienten mitngscber Niereninsuffizienz, im Gegensatz
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zur  Kontrollgruppe, Ablagerungen von Kalkplaques,ie din einer weiteren
Kontrolluntersuchung nach 20 Monaten eine deutlRtegression zeigten [32].

Dabei fallt der Einfluss der bereits erwdhnten sieshen atherogenen Risikofaktoren wie
Bluthochdruck und Diabetes Mellitus bei Dialysepaten deutlich weniger ins Gewicht als
in der Normalbevdélkerung. Als mdgliche Ursache daifit der positive Einfluss einer
gesunderen Erndhrung, in Form einer didtischenekresstrikeion, in der betroffenen
Population in Betracht zu ziehen. Bestandteil deskission ist ferner der nachteilige
Einfluss der Hyperhomocysteinamie, der uramischeediktoren, des oxidativen Stress,
sowie der Kalkablagerungen in den Koronararteridach die Kombination dieser und
anderer zusatzlicher Faktoren kommt als Ursachérage [33]. In Studien mit nicht-
dialysierten CNI-Patienten wird deutlich, dass elk@rektur der klassischen und einiger
nicht-klassischer  Risikofaktoren die = Wahrscheirkmh des Auftretens einer
kardiovaskularen Erkrankung nicht mindert. Einendd@ischen Studie zufolge kann bei
Patienten mit sechs sechsstundigen Dialysen iml&ehgzu Patienten mit drei dreisttindigen
Dialysen die linksventrikulare Herzmasse und dertdBluck verringert werden. In der Gruppe
mit der geringeren Anzahl an Dialysen hatte diekduentrikulare Herzmasse sogar
zugenommen und der Blutdruck war angestiegen f844.diesen Griinden ist die Cpér se
als herausragender Risikofaktor fur kardiovaskulsi@rbiditdt und Mortalitat anzusehen.
Samtliche dieser Beobachtungen fuhrten zu der Higsat, dass Faktoren, die mit der Uramie
spezifisch in Verbindung stehen, insbesondere dienischen Mediatoren, zur Entstehung

von kardiovaskularen Erkrankungen beitragen kénnen.

1.4 Mechanismen der kardiovaskuldren Komplikationen bei

chronischer Niereninsuffizienz

Schon eine geringe Einschréankung der GFR oder Mlik@oalbuminurie innerhalb der
Normwerte ist mit einem erhdhten Risiko fur kardiskulare Ereignisse verbunden [35]. Fir
diesen Zusammenhang wird die endotheliale Dysfankti als ein primarer
pathophysiologischer Mechanismus diskutiert [36]iel® der klassischen und nicht-
klassischen kardiovaskularen Risikofaktorg@alfelle 5, die bekanntermaf3en einen Einfluss
auf die endotheliale Dysfunktion haben, finden safenfalls im Zusammenhang mit der
chronischen Niereninsuffizienz. Hierzu gehéren Bias mellitus, Ubergewicht,
Bluthochdruck und die Niereninsuffizienger se die zu einer Aktivierung des Renin-
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Angiotensin-Systems, zu oxidativem Stress, zu mgdadigen Entzindungen und zu einer
Dyslipidamie fuihren [36].

1.4.1 Bluthochdruck

Ein erhohter Blutdruck ist ein bedeutsamer Risiktda fir kardiovaskulare Erkrankungen
bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizients felevanter Mechanismus wird hier die
Natriumretention und Aktivierung des Renin-AngiaemnSystems angesehen [37]. Ebenfalls
spielt die Aktivierung des sympathischen Nerverayst eine Rolle. Die Entdeckung des
blutdrucksenkenden Enzyms Renalase hat die Komgtexer Blutdruckregulation erweitert
[38]. Es wird hauptsachlich im Glomerulus und imypmalen Tubuluszellen der Niere
gebildet und sowohl in das Blut als auch den Piivaér sezerniert. Das Enzym metabolisiert
als Oxidase Katecholamine [7]. Bei urdmischen R#dreist die Renalasesekretion zum Teil
stark eingeschrankt und tragt dadurch zur Bluthogticentstehung bei.

Als Folge der Blutdruckerhbhung mit zunehmendersdelechterung der Nierenfunktion
unterliegt das arterielle Gefal3system einem spemi®emodeling, das zu einer verminderten
Elastizitat der Arterien und zur Zunahme von Tueozken innerhalb des Blutflusses fihrt
[39]. Fur den Transport des gleichen Blutvolumensrden hohere Druckpulse mit
schnelleren Stromungsgeschwindigkeiten bendtige, wiederum dazu fuhren, dass die
Pulswellen zu einem friheren Zeitpunkt wieder kit werden. Im weiteren Verlauf fuhrt
der erhohte systolische Blutdruck am Herzen zurdinksventrikularen Dysfunktion, sowie
der verminderte diastolische Blutdruck in der Peeie zu einer Reduktion der
Koronarreserve und Kapillardichte. Schliel3lich kaszu einem Myokardinfarkt kommen,

der die Pumpleisung des Herzens weiter schwacheh[88].

1.4.2 Arteriosklerose

Sklerosierung der Koronararterien tritt bei Pagentnit chronischer Niereninsuffizienz bei
einer durchschnittlichen GFR von 33 ml/min doppsdt haufig auf wie in der gesunden
Kontrollgruppe [40]. Von der Kalzifizierung sind rafliche Gefal3abschnitte betroffen,
insbesondere jedoch die Tunica Media. Eine besendedialysebedingte vaskulare
Verkalkung ist die kalzifizierende uramische Artédopathie, auch Kalziphylaxie genannt. Sie
zeigt sich bei kleinen und mittelgrof3en ArterienveArteriolen durch die Verkalkung der
Tunica Media mit Proliferation der Tunica Intimadjrdadurch induziert, thrombotischen
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Prozessen. Bei einem Verschluss dieser Gefalieelatst Hautlasionen bis hin zu
lebensbedrohlichen Hautnekrosen und akralen Gaegrdd].

Die Plasmakonzentrationen von Kalzium und Phosgbeit Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz unterliegen erheblichen Schwairgen. Das Prazipitieren des
Kalziumphosphats bei erhdhten extrazellularen Kiatziund Phosphat-Konzentrationen tragt
zur Bildung ektopischer Kalkmetastasen bei. ErhdPt@sphatkonzentrationen induzieren
Uber Aktivierung des Cbfa-1 Gens die osteogene sfoamation von Gefal3muskelzellen in
osteoblasten-&hnelnde Zellen, die die FahigkeitHzroxyapatitbildung besitzen [42,43,44].
Erh6hte Werte des uramischen Mediators Leptin betggien bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ebenfalls die Bildung von Kal&gles. Uber seine Rezeptoren im
Hypothalamus induziert Leptin eine verstarkte sytihisahe Aktivitat, die digg-adrenergen
Rezeptoren der Osteoblasten aktiviert [45]. Lepawirkt weiterhin eine Differenzierung von
Stammzellen in Osteoprogenitorzellen im Knochenmarid kann die Kalkbildung in
GefalRmuskelzellen induzieren [46].

Fur die Gegenregulation der GefalRverkalkung sirsdsgatemisch wirkende Fetuin A und die
lokal wirkenden hemmenden Faktoren Matrix-Gla-Rrot€dMGP) und Pyrophosphat
bedeutsam. Hierbei scheint Fetuin A die grof3te Beoey zu haben. Es wird in der Leber
produziert und zirkuliert anschlieRend im Blut, we mit Kalzium und Phosphat stabile
kolloidale Kalziproteinkomplexe bildet. Ein erniggter Fetuin A-Spiegel bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ist mit verstarktekoftreten von Gefal3verkalkungen und
kardiovaskuléarer Mortalitat verbunden [47,48]. Dikatrix-Gla-Protein wird Uber eine
Vitamin K-abhangigey-Carboxylierung aktiviert und im Plasma mit Hilferv Fetuin A
transportiert. Ein Fehlen des MGP flhrt bei Mauseispontanen Verkalkungen von Gefal3en
und Knorpeln [49]. Jono und Kollegen haben besblerne dass MGP Konzentrationen im
Blut negativ mit GefalRverkalkungen der Koronaragterbeim Menschen korrelieren [50].
Weiterhin  kénnen erhdhte PyrophosphatJf®nzentrationen die Bildung von
Hydroxyapatit und Kalk verhindern. Kalkablagerungbei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz kénnen deshalb auch auf die ledd\ktivitat der membrangebundenen
gewebeunspezifischen alkalischen Phosphatase zuffiitken sein, die RPzu Phosphat
degradiert. Verminderte Konzentrationen an Kkhnen bei Urdmiepatienten aber auch als
Folge ihrer Eliminierung wahrend der Dialyse aufgtuseiner guten Wasserloslichkeit

auftreten. Auch dies kann zu einer beschleunigtefé@erkalkung beitragen [51].
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1.4.3 Dyslipidamie, Inflammation und oxidativer Str  ess

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz halkmrfgrund von Mangelerndhrung oft
erniedrigte Plasmaskonzentrationen von Albumina®rémin und Transferrin und weisen
zunehmende Zeichen von Entziindung auf, was u.a&rlzdhten CRP-Werte (C-reaktives-
Protein) fuhrt [52]. Mit der chronischen Niereniffzienz sind darliber hinaus weitere
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und arterieigpertonus assoziiert, bei denen ebenfalls
latente Entziindungsreaktionen ablaufen.

Ebenfalls werden Veranderungen in der Zusammensgtder Blutlipide mit chronischer
Inflammation und renaler Dysfunktion in Verbinduggbracht [53]. Es kommt zu einer
Verminderung der Plasmakonzentrationen von Apolipgin A-I und High-Density-
Lipoprotein-Cholesterin (HDL). Das HDL schitzt akntioxidans das Endothel vor
Einflissen proinflammatorischer Zytokine. Im Geggnsdazu kommt es zu einem Anstieg
der Plasmawerte von Apolipoprotein C-lll, IntermegdiDensity-Lipoprotein-Cholesterin
(IDL), Triglyzeriden, Low-Density-Lipoprotein-Chadéerin (LDL) sowie Chylomikronresten.
Der ungunstige Effekt des LDL auf das kardiovastall@efal3system zeigt sich u.a. durch
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, durcim8tation der Xanthinoxidase sowie
durch verminderte endotheliale Bioverfugbarkeit vo8tickoxid (NO) [7]. Bei
niereninsuffizienten Patienten mit zusatzlichendi@raskularen Komplikationen kann der
pharmakologische Einsatz von Statinen die Prot@numd die damit einhergehende
fortschreitende Niereninsuffizienz leicht reduziefg4].

Bei 30 bis 50% der Patienten mit chronischer Niessffizienz sind erhdhte Werte von
Entzindungs- und Gerinnungsparametern wie CRP,inbipen, Interleukin 6, TNFu,
Faktor Vilic, Faktor Vllic, Plasmin-Antiplasmin-Konhgx, D-Dimer und  der
Adhasionsmolkile VCAM-1 und ICAM-1 nachweisbar [56]. Weiter verstarkt wird die
Entziindungsreaktion durch die bereits erwdhnten atbiditaten wie z.B. Diabetes mellitus
und arterieller Hypertonus, sowie durch oxidativeBtress, Infektionen und
Hamodialysefaktoren [57]. Die zugrundeliegenden hismen in diesem Zusammenhang
sind bisher nicht aufgeklart. Die erhohten Entzimgiparameter werden jedoch mit
vermehrtem oxidativem Stress und der Akkumulatioon wrdmischen Mediatoren in
Verbindung gebracht, welche im weiteren Verlauf zmdothelialen Dysfunktion mit
Fortschreiten der Arteriosklerose fuhren [7].

Die Aktivierung der reduzierten Form von Nikotinai¥denin-Dinukleotid (NAD(P)H), der

Xanthinoxidase, der endothelialen NO-Synthase, Mgeloperoxidase (MPO) sowie der
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mitochondrialen Oxidase stehen ebenfalls im Zusanmaeg mit erhbhtem oxidativen Stress
bei Uramiepatienten. Im GefaRsystem kommt der NAB{Pxidase, die hier durch

Angiotensin Il und andere weitere Mediatoren stiertilwird die grof3te Bedeutung zu [58].
Ein Polymorphismus in der Promotorregion des MPh<G&ihrt zu einer verminderten
Expression der Myeloperoxidase. Bei den betroffer@NI-Patienten treten dadurch
kardiovaskulare Komplikationen seltener auf [S9gi BJramiepatienten wird wahrend der
Hamodialyse aktiviertes MPO aus Leukozyten freiggsend tragt auf diesem Wege zur
Entstehung von Endothelschaden bei.

1.4.4 Endotheliale Dysfunktion, Stickoxid (NO) und Asymmetrisches
Dimethylarginin (ADMA)

Eine Schadigung der Endothelfunktion ist ein frikeanzeichen der essentiellen Hypertonie
und ein initialer Faktor, der zur Ausbildung ein@rteriosklerose fuhrt. Eine verminderte
GFR und eine erhdhte Eiweil3ausscheidung werden falsemmit einer endothelialen
Dysfunktion in Verbindung gebracht [60]. Die vermérte Bioverfligbarkeit von Stickoxid
(NO) und der damit verbundene verstarkte oxidatBteess in den Endothelzellen, ist
maoglicherweise ein zentraler Faktor, der zur nig®uffizienz-assoziierten endothelialen
Dysfunktion beitragt [61].

Der uramische Mediator Asymmetrisches DimethylarngilADMA) ist ein kompetitiver
Hemmer der NO-Synthase und wird Uber die Niere eadgeden [62]. ADMA sowie der
strukturell verwandte urdmische Mediator SymmeliescDimethylarginin (SDMA) kommen
Uber einen kationischen Aminosaurefyransporter in die Endothelzelle. Dieser ist net d
Caveolin-gebundenen NO-Synthase kolokalisiert. E@GADMA Konzentrationen kénnen
Uber eine Verminderung des L-Arginin Transports &enthese von NO in der Zelle
reduzieren [7]. Die Infusion von ADMA bei gesund&tersuchspersonen fiihrt zu einer
kurzzeitigen Verminderung der Auswurffraktion desrkens und dber einen erhdhten
systemischen Gefal3widerstand zu einer Steigerursy Bletdrucks [63]. Ob endogene
ADMA-Konzentrationen soweit ansteigen konnen, dsiesdie Synthese von N@ vivo
hemmen, ist noch nicht ausreichend geklart. Alschest gilt jedoch der Zusammenhang
zwischen erhdhten ADMA Konzentrationen und endadhexi Dysfunktion, Arteriosklerose
[64], erhohten Plasmakonzentrationen von Katechiolam [65] und den sich hieraus
ergebenden kardiovaskularen Komplikationen sowreed@bhten Mortalitat bei Patienten mit

chronischer Niereninsuffizienz [66].
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1.4.5 Veranderte Gefal3regulation

Die Durchblutungsregulation ist das Ergebnis zatther konkurrierender Einflisse auf den
Muskeltonus der arteriellen Widerstandsgefal3e.lddiesind neurogene, myogene, humoral-
hormonale und endothelvermittelte Mechanismen lkgtteund wirken synergistisch,
gelegentlich auch antagonistisch auf den Gefaliteimus

Die nervale Durchblutungsregulation erfolgt haugtéigh durch die Freisetzung von
Noradrenalin aus terminalen Varikositdten nach d¢inng postganglionarer sympathischer
Neurone. Ebenfalls werden die Kotransmitter Adem&sitriphosphat (ATP) und
Neuropeptid Y freigesetzt und reagieren mit desmeichenden postsynaptischen Rezeptoren
[67]. Bei Patienten mit chronischer Niereninsutfizz erfolgt Uber ein aktiviertes
sympathoadrenerges System eine Durchblutungsabndbrok Konstriktion der arteriellen
Widerstandsgefalie.

Die Beeinflussung der Gefaldtonus tUber myogene Reakt wird auch als Bayliss-Effekt
bezeichnet. Bei rascher Erhdhung des transmuralenckB kommt es zu einer
Vasokonstriktion in den terminalen Arterien und eiblen um die Durchblutung in den
nachgeschalteten Organen mdglichst konstant zerhEds].

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist ein sBal fur die hormonelle
Durchblutungsregulation und bei Patienten mit cledmer Niereninsuffizienz ebenfalls
aktiviert [7]. Die Peptidase Renin wird u.a. dur@iutdruckabfall oder NaVerlust
enzymatisch aus Prorenin freigesetzt und spaltst Angiotensinogen das Dekapeptid
Angiotensin | ab. Im weiteren Verlauf spaltet da® iBlutgefal3system vorhandene
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ein Dipeptid abd es entsteht das zirkulierende
Oktapeptid Angiotensin Il (Angll). Angll beeinfluf&ls potenter Vasokonstriktor u.a. durch
die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennigr@arund Katecholaminen aus dem
Nebennierenmark die Homoostase des Kreislaufs.Abieund Weise wie konstriktorische
und dilatatorische Systeme gegenseitig beeinfluasehin diesem Zusammenhang durch das
Angiotensin Conveting Enzyme verdeutlicht. DiesgtRiase spaltet ebenfalls Bradykinin,
einen der starksten endothelabhéangigen Vasoditatat@es Kininsystems, in inaktive
Fragmente [67, 68].

Das Stickstoffmonoxid (NO), vor Identifizierung dugendothelium derived relaxing factor®
(EDRF) genannt, ist der am besten untersuchte beldetrmittelte Mechanismus der
GefalRregulation. Das kurzlebige Radikal wird in &helzellen aus der Vorstufe L-Arginin

gebildet. Uber die Aktivierung der I6slichen Guatyglclase in der glatten GefaRmuskulatur
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fihrt NO zu einer Senkung der €aKonzentration und der damit verbundenen Erscinteff
der glatten Muskulatur. Die Freisetzung von NO lgtfmicht nur durch Stimulation von
Rezeptoren, sondern fuhrt bereits unter Ruhebedgegu durch eine kontinuierliche basale
NO-Freisetzung zu einer Gegenregulation der syngmtkadrenerg vermittelten
Vasokonstriktion [67]. Die Aktivitat des Stickstafbnoxids und weiterer vasodilatatorischer
Systeme ist bei Patienten mit chronischer Niererffizsenz vermindert.

Obwohl eine konstriktorische und/oder dilatatorescWirkung einzelner ur&mischer
Mediatoren auf die Durchblutungsregulation von @®efé bereits bekannt ist, steht eine
systematische Untersuchung aller uramischen Maeiatauf ihre Vasoaktivitat noch aus.

In Tabelle 6 sind weitere vasoaktive Substanzen und Faktoresarzmen mit ihren

Rezeptoren und Wirkungen auf den Gefal3tonus astgeli
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Tabelle 6: Vasoaktive Substanzen und Faktoren
Substanz Uramischer | Rezeptor | Wirkung Literatur
Mediator
Azetylcholin nein M dilatatorisch 70,71
M, Sympatikotonusverminderung
Mj dilatatorisch
Adenosin nein A konstriktorisch (Niere) 72,73
Aon dilatatorisch
Ao dilatatorisch
Adenosin-5’- nein Bx1 konstriktorisch 74
tetraphosphat (A
Adiuretin (Vasopressin) nein Y konstriktorisch 75, 76
ADMA ja dilatatorisch 53, 63
Adrenalin nein oy konstriktorisch 70
o Sympatikotonusverminderung
By dilatatorisch
B2 dilatatorisch
Adrenomedullin ja AM dilatatorisch 77,78
CGRR, dilatatorisch
I6sliche dilatatorisch
Guanylat-
cyclase
Amylin nein CGRR dilatatorisch 78
Angiotensin Il nein AT konstriktorisch 79, 80
AT, dilatatorisch
Angiotensin 1-7 nein Mas dilatatorisch 79, 80
Atriales natriuretisches ja NPR-A dilatatorisch 81, 82, 83
Peptid (ANP)
Adenosin-5'-triphosphat nein Bx1 konstriktorisch 73,74
(ATP) Pov1 dilatatorisch
Povo dilatatorisch
Bradykinin nein B kontriktorisch/dilatatorisch 84, 85
B, dilatatorisch
Calcitonin gene-related ja CGRR dilatatorisch 79
peptid (CGRP)
C-Typ natriuretisches nein NPR-B dilatatorisch 82, 83
Peptid (CNP)
Dihydroxyeikosatrien- nein TP dilatatorisch 86
saure (DHET)
Dopamin nein B dilatatorisch (Niere) 70, 87
Ds dilatatorisch/konstriktorisch
(Niere)
D, dilatatorisch/konstriktorisch
(Niere)
Endothelin 1, 2 und 3 ja ET konstriktorisch 83, 88
ETs: dilatatorisch
ETg, konstriktorisch
Endothelium-derived nein dilatatorisch 89, 90
hyperpolarizing factor
(EDHF)
Epoxyeikosatriensaure nein TP dilatatorisch 86
(EET)
Histamin nein H dilatatorisch 70, 91
Kapsaizin nein VR dilatatorisch Uber vermehrte | 92, 93
Ausschittung von CGRP und
Substanz P
Intermedin nein RAMP/CL dilatatorisch 94, 95
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Substanz Uramischer | Rezeptor | Wirkung Literatur
Mediator
Leukotriene LTG LTD, nein CysLT konstriktorisch 96, 97
und LTE, CysLT, konstriktorisch
Neuropeptid Y ja Y konstriktorisch 98, 99
Y, Sympatikotonusverminderung
Noradrenalin nein oy konstriktorisch 70
o Sympatikotonusverminderung
By dilatatorisch
B2 dilatatorisch
Peptid YY nein Y konstriktorisch 98
Y, Sympatikotonusverminderung
Parathormon (PTH) ja PTHR dilatatorisch 100, 101
l6sliche dilatatorisch
Guanylat-
cyclase
Parathormon ahnliches nein PTHR dilatatorisch 100
Protein (PTHrP)
Prostaglandin BE, und nein DP dilatatorisch 89, 102
I, EPR, dilatatorisch
EP; konstriktorisch
IP dilatatorisch
Serotonin (5-HT) nein 5-Hik dilatatorisch 103, 104
5-HT5 dilatatorisch
5-HT,4 konstriktorisch
5-HT.5 dilatatorisch
5-HT, dilatatorisch
5-HT; dilatatorisch
Stickstoffmonoxid (NO) nein I6sliche dilatatorisch 89
Guanylat-
cyclase
Substanz P ja NK dilatatorisch 105, 106
Thromboxan A nein TP konstriktorisch 89, 102
Uridin adenosin nein Bx1 konstriktorisch 107
tetraphosphat (Ug\) Poy2 konstriktorisch
Pova konstriktorisch
Urotensin nein GPR14 konstriktorisch 108
Vasoaktives intestinales ja VPAC, dilatatorisch 109

Peptid (VIP)




2 Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahren zeichnet sich zunehmend dezle®ung der chronischen
Niereninsuffizienz bei kardiovaskularen Erkrankumged kardiovaskularen Todesfallen ab.
Als Folge der reduzierten Urinexkretion akkumulremveifelsfrei eine Vielzahl urdmischer
Mediatoren im Organismus. Nur fur einige wenigesdreuramischen Mediatoren konnte
bereits ein pathologischer kardiovaskuléarer Effekt Organismus aufgezeigt werden. Die
zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanissiad in diesem Zusammenhang
bisher nur teilweise aufgeklart.

Eine systematische Untersuchung mdglicher Pathoamezinen samtlicher beschriebener
und noch unbekannter uramischer Mediatoren stebhebi aus. Die hier vorgelegten
Untersuchungen ordnen sich dem Ziel des internaliéon Forschungsverbund&yropean
Uremic Toxins Work GroufeUTox)“ unter, der sich mit der Entwicklung vomnbvativen
diagnostischen, praventiven und therapeutischenam#bngsansatzen kardiovaskularer
Erkrankungen bei Patienten mit chronischer Niergufiizienz beschéftigt.

In der vorliegenden Dissertation werden im Rahmes @EUTox"-Verbundes gegenwartig
identifizierte uramische Mediatoren experimentelif ahr direktes physiologisches und
pathophysiologisches vasoaktives Potential mit eHileines Bioassays systematisch
untersucht. Ziel ist es, zusatzlich zu den berbgkannten, neue vasoaktive uramische
Mediatoren zu identifizieren und ihren moéglichBeitrag zu protektiven oder pathologischen
Mechanismen der kardiovaskularen Erkrankung bei ieR®&n mit chronischer
Niereninsuffizienz aufzuzeigen. Die dadurch gewar@meErkenntnisse sollen gemeinsam mit
den Ergebnissen weiterer bereits ausgefihrter matdr geplantein vitro Experimenteeinen
Beitrag zur Ursachenforschung sowie neuen thersobein Ansatzen der chronischen
Niereninsuffizienz und der kardiovaskularen Erkramgien leisten. Uramische Mediatoren,
die sich in diesem Zusammenhang als besonders teiaft erweisen, koénnten als
Konsequenz bereits in frihen Stadien der chronischdiereninsuffizienz durch
pharmakologische Interaktionen neutralisiert oder Stadium der Nierenversagens gezielt

wahrend der Dialyse aus dem Blut der Patientenimikem werden.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Analysewaage, AS12Y, OHAUS, USA
Blockthermostat, Thermostat 5320 Eppendorf AG, Hamburg
Nierenperfusionssystemtugo Sachs Elektronik (HSE) — Havard Apparatus Gmbtérch-
Hugstetten
- Bad-/Umwaélzthermostat E 188 LAUDA, Lauda-Kénigshofen
- Schlauchpumpe REGL® Digital 4 Kanal ISM 834/230 V|SMATEC, Wertheim-
Mondfeld
- Beheizte Feuchtkammer Typ 83%famit LuftblasenfalleHSE, March-Hugstetten
- Druckabnehmer ATP 304, HSE, March-Hugstetten
- Briickenverstarker TAM-D Typ 705/%, HSE, March-Hugstetten
- Registrierungseinheit HSE-USB DATA ACQISITION HARDARE™ HSE, March-
Hugstetten
pH-Meter, inoLab pH728', WTW, Weilheim
Pipetten, Referent¥, Eppendorf AG, Hamburg
Prazisionswaage, Delta Range PC 440M¢ditler-Toledo GmbH, Giessen
Praparierbesteck, Rat Surgical Rit HAVARD APPARATUS, USA
Reinstwasseranalge, Seralpur DELTATYFELGA LabWater, Celle

3.1.2 Puffer

Samtliche verwendete Chemikalien wurden von demé&iir Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bezodeéixr das Ansetzen der Losungen wurde

membranfiltriertes Umkehrosmose-Wasser verwendet.

Krebs-Henseleit-Losung: 137 mM NaCl + 1,1 mM Mg€I12 mM NaHCQ +
2,7 mM KCI + 5,6 mM Glucose + 0,4 mM NaPO, +
2,4 mM CaCl

PBS: 137 mM NaCl + 2,7 mM KCI + 1,5 mM KRO, +
7,7 mM NaHPOy
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Puffer fir Retinolbindendes-Protein Kontrolle:

150 mM NaCl + 12,9 mM NajPO, + 0,8 mM NaN

3.1.3 Uradmische Mediatoren

Fur die uramischen Mediatoren wurden folgende Chkealein verwendet [14,15]:
1-Methyladenosin  (M5001 Sigma-Aldrich), 2-Methoxsoecinol (M267600 Toronto
Research Chemicals Ine);N-Acetylarginin (A3133 Sigma-Aldrich), ADMA.2HCI311203
Calbiochem), Adrenomedullin 1-52 human (121700 @alem), Angiogenin human (A6955
Sigma-Aldrich), Atriales natriuretisches Peptid ram (A1663 Sigma-Aldrich),
32-Mikroglobulin (hergestellt von der AG Argilé,nare Medizin, Ste. Marguerite Hospital,
Marseille, Frankreich), R-Endorphin (H 9144 AccardaChemical & Scientific Corp.),
B-Guanidinoproprionsédure (G6878 Sigma-Aldrich), Bgdalkohol (B16208 Aldrich),
Cholecystokinin (P4429 Sigma-Aldrich), Cystatin @017 Sigma-Aldrich), Cytidin (C4654
Sigma-Aldrich), D-(+)-Arabitol (A3381 Sigma-Aldrigh D-Mannitol (M4125 Sigma-
Aldrich), D-Sorbitol (S1876 Sigma-Aldich), D-Threlt (377619 Aldrich), Delta
schlafinduzierendes Peptid (D4067 Sigma-Aldrichpd&helin 1 human (E7764 Sigma-
Aldrich), Erythriol bis-Karbonat (E1381 Sigma-Aldh), y-Guanidinobutanséaure (G6503
Sigma-Aldrich), Glyoxal (50650 Fluka), Guanidine.HC(G4505 Sigma-Aldrich),
Guanidinoessigsaure (G6002 Sigma-Aldrich), Guawosiiccinat (G7379 Sigma-Aldrich),
Harnsaure (U2875 Sigma-Aldrich), Hippursdure (H633fgma-Aldrich), Hyaluronsaure
(53747 Fluka), Hydrochinon (H9003 Sigma-Aldrich)ygéxanthin (H9636 Sigma-Aldrich),
Indol-3-Essigsaure (12886  Sigma-Aldrich), Interleukf (19401 Sigma-Aldrich),
Interleukin 6 (11395 Sigma-Aldrich), Kaliumindoxydat (13875 Sigma-AdIrich),
Kappa leichte Ketten (PO16 Nordic Immunological aediories), Kinurenin (K8625 Sigma-
Aldrich), Komplement Faktor D (C5688 Sigma-Aldrich)Kreatinmonohydrat (841470
Merck), Kreatinin (105206 Merck), Kynureninsaure 3@Z5 Sigma-Aldrich),
L-Homocysteinthiolacton.HCI  (H6503  Sigma-Aldrich), Lambda leichte  Ketten
(P0O17 Nordic Immunological Laboratories), Leptin 4{146 Sigma-Aldrich),
Malondialdehyd.tetrabutylammonium (63287 Fluka), |Alenin (M5250 Sigma-Aldrich),
Methionin-Enkephalin (64365 Fluka), Methylglyoxal M@252  Sigma-Aldrich),
Methylguanidin-HCI  (M0377 Sigma-Aldrich), myo-Indsi (15125 Sigma-Aldrich),
N2,N2-Dimethylguanosin (D1056 Sigma-Aldrich), N4&tglcytidin (A7766 Sigma-
Aldrich), N,N-Dimethylglycin (D1156 Sigma-Aldrich),Natriumoxalat (00136 Sigma-
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Aldrich), Neuropeptid Y human (N5017 Sigma-AldriciQrotidin (09505 Sigma-Aldich),
Orotsaure (02750 Sigma-Aldrich), p-Kresol (C8575Mrsh), p-Kresolsulfat (hergestellt
von der AG Vanholder, Nephrologie, University Hdahi Ghent, Belgien),

p-OH-Hippursaure (E2655 Bachem), Parathormon 1t8dam (H4835 Bachem), Phenol
(242322 Aldrich), Phenolsulfat (hergestellt von @€ Vanholder, Nephrologie, University
Hospital, Ghent, Belgien), Putrescin (P7505 Sign@igh), Quinolinsaure (P63204
Aldrich), Retinolbindendes-Protein (R9388 Sigma+ikid), SDMA.2HCI (311204

Calbiochem), Spermidin trihydrochlorid (S2501 Sigiddrich), Spermin (S3256 Sigma-
Aldrich), Taurocyamin (G827500 Toronto Researchr@icals Inc), Thymin (T0376 Sigma-
Aldrich), TNF o human (T6674 Sigma-Aldrich), Uracil (U0750 Sigmbiéch), Urea

(U5378 Sigma-Aldrich), Uridin (U3003 Sigma-AldrichXanthin (X0626 Sigma-Aldrich),

Xanthosin (X0750 Sigma-Aldrich).

3.1.4 Charakterisierung der verwendeten Ratten

Zur Organentnahme wurden mannliche normotensiver \nes sechs Monate alte
Wistar-Kyoto Ratten mit einem durchschnittlichen wight von 300 bis 500 Gramm
verwendet. Die Tierversuchsgenehmigungsnummer dexldsamtes fur Gesundheit und
Soziales Berlin lautet: O 0075/08.

3.2 Methoden und Auswertung

3.2.1 Préaparation zur Isolierung der Rattenniere

Die Ratten wurden mittels einer 3-minitigen Inhalanarkose mit Isofluran
(FORENE®, Abbott GmbH & Co. KG) und anschlieBender intritomealer Urethan-
Injektion (1,5 g pro kg Kdrpergewicht) anasthesi&as Peritoneum wurde durch einen Y-
Schnitt vom Unterbauch bis zum Zwerchfellansatzffeed und die rechte Niere mit der
zugehdrigen Arteria renalis und die infrarenaletA@tumpf vom umliegenden Bindegewebe
freiprapariert. Anschliel3end wurden Ligaturen ifftarenalen Bereich der Aorta abdominalis
und an der Arteria renalis gesetzt. Die Aorta pradi der infrarenalen Ligatur wurde
abgeklemmt und es folgte eine Inzisur der infralemaAorta. Ohne die Zirkulation zu
unterbrechen wurde ein Polyethylen-Katheter inAdigta eingeftihrt und nach Entfernung der

Aortenklemme bis in die rechte Nierenarterie vocgewen. Es wurden 250 i.E. Heparin-
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Natrium-Losung (Biochrom AG, Berlin) in die Nierenjiziert. Nach VerschlieRen der
Ligaturen wurde das Praparat aus dem Retroperitanea explantiert und an das
Perfusionssystem angeschlossen.

3.2.2 Das Perfusionssystem der isolierten perfundie  rten Niere

Die Experimente bedienen sich des bereits 1973Hafbauer et al. beschriebenen Modells
der isoliert perfundierten Rattenniere [111]. Deelierte Rattenniere wurde mit konstanter
Flussrate von 8 ml/min Uber eine peristaltische paimit einem Gemisch aus 95% and
5% CQ begaster und 37°C warmer Krebs-Henseleit-Losumfyipéiert (Abbildung 1). Der
Perfusionsdruck wurde kontinuierlich von einem Dealmnehmer am Zufluss der A. renalis
abgegriffen und das Signal Uber einen Brickenwdestd an die Registriereinheit
weitergeleitet, von der es kontinuierlich aufgeheigt wurde. Uber ein Injektionsventil
zwischen der Pumpe und dem Nierenpraparat besten¥a@glichkeit, Substanzen in den
Kreislauf einzuschleusen. Hierzu wurde zunachste epefallschlaufe mit 1Q0 der
Probenflissgkeit aufgeladen, von der anschliel3énd i& das System eingeschaltet wurden.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Perfusionssystemsst(ition adaptiert aus

[112])
1 Carbogen (95% 02, 5% CO2) 7 Injektionsventil BRalusinjektion
2 Wasserbad als Warmetrager 8 Isolierte perfutedigattenniere
3 Thermometer 9 Druckabnehmer
4 Krebs-Henseleit-Lésung, 37°C 10 Bruckenverstéarker
5 Heizanlage 11 Registrierungseinheit
6 Peristaltische Schlauchpumpe
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3.2.3 Aquilibrierung des Systems, Testung der Niere auf Funktionsttchtigkeit

und Vorbereitung der Proben

Vor Beginn der Versuchsphase wurde die Niere 30 @ einem Basaldruck im
Perfusionssystem von 60+2 mmHg aquilibriert. Dienlgionsttchtigkeit der Niere wurde
durch Bolusinjektionen von Angiotensin 11'f & (Abbildung 2) undo,-meATP 10° M vor
Beginn und am Ende jedes Versuchs Uberprift. Voirgektion einer Probe wurde solange
gewartet, bis sich der Perfusionsdruck wieder bsadit hatte. Zur Vorbereitung der Proben
wurden anfangs, wie von Cohen et al. beschriebdhfadh oder 100-fach hohere
Stocklésungen der g Konzentrationen der zu testenden Substanzen inskiienseleit-
Lésung hergestellt und bei -20°C gelagert [14]. pdisaure, Kynureninsédure, Harnsaure,
Xanthin und Xanthosin wurden zunachst in 1 M NaOg¢#ogt und dann mit PBS pH 7,4
verdunnt und einen pH-Wert von 7,4 (x0,1) eingdést®2,N2-Dimethylguanosin wurde
vorab in Dimethylsulfoxid (DSMO) gel6ést und die ahbel3ende Verdinnungsreihe mit
Krebs-Henseleit-Losung hergestellt. Die peptidischedmischen Mediatoren Angiogenin,
B2-Mikroglobulin, Kappa leichte Ketten, Komplemenaltor D, Lambda leichte Ketten,
Leptin und Retinolbindendes-Protein wurden ebesmfalor der Injektion auf einen
physiologischen pH-Wert von pH 7,4 (x0,1) eingdsteZusatzlich wurden fir diese
Substanzen Kontrollen vorbereitet, die dieselbeammensetzung sowie dieselbe finale
Konzentration mit Ausnahme des jeweiligen uramisdiiediators besal3en. Die Trabelle 2
aufgelisteten urdmischen Mediatoren 1-Methylguanasnd Pseudouridin konnten nicht

untersucht werden, da diese zurzeit nicht kommieieiltlich sind.

3.2.4 Dosis-Wirkungskurven vasokonstriktorischer ur amischer Mediatoren

Zunachst wurde ein Screening aller in deéabellen 7 und 8 aufgefiihrten Substanzen
durchgefluhrt, indem jeweils mit der hochsten je dieonisch niereninsuffizienten Patienten
gemessenen Konzentration.g[14,15] des jeweiligen Mediators im Bolus begonmearde.
Zusatzlich wurde dann noch die Wirkung der 10- @f60-fachen gax Konzentration, sowie
der Konzentrationen 1tM und 10°M untersucht. Dosis-Wirkungskurven wurden fir
diejenigen urdmischen Mediatoren aufgenommen, giiellesem Screening eine signifikante
Vasokonstriktion vom\p >+2 mmHg aufzeigtenDieser Wert wurde entsprechend dem
3o0-Kriterium gewiahlt. Die Aufzeichnung erfolgte beginnend mit der klégms Menge
10" bzw. 10%mol bis hin zur Dosierung der maximalen Wirkung bzhis zur

Loslichkeitsgrenze. Zwischen den einzelnen Appidtegn wurde mindestens 5 min gewartet



Material und Methoden 24

damit die Substanzen wieder aus dem System hersasgeen wurden. Jede Bolusinjektion
wurde mindestens 3mal wiederholt und die dabeistegrtenAp-Werte gemittelt. An diese

MelRpunkte wurde mit dem Programm GraphPad Prism Airsgleichsfunktion angepasst,
die in den jeweiligen Diagrammen als Dosis-Wirkuagse aufgetragen ist. Aus diesen

Funktionen wurde die Dosis fur die halbmaximale k¥irg rechnerisch ausgewertet.

200+
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Perfusionsdruck&nderung
A p [mmHg]
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<

T : T
-14 -12 EDg, -10 -8
Dosis im Bolus [log mol]

Abbildung 2: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve vasokonstrikdoher Substanzen anhand
der Kontrollsubstanz Angiotensin 1. Aufgetragent ie Anderung des
Drucks im Perfussionssystem bei Perfusion mit lkamsim Fluss, die als
Antwort auf die Bolusinjektion der Testsubstanzti@if Die Abszisse gibt
den Logarithmus der im Bolus enthaltenen Gesamtmeieg Testsubstanz in
mol an (vgl. auchDiskussion). Die ED;, gibt die Bolusmenge fir
halbmaximale Wirkung an.

3.2.5 Dosis-Wirkungskurven dilatatorischer urdmisch er Mediatoren

Zunachst wurde der Basaldruck der isolierten pelifenten Rattenniere durch die Perfusion
mit Angiotensin Il (200 nM) erh6ht und 30min &qbriert. Die Funktionsttichtigkeit der
Niere wurde weiterhin durch Bolusinjektionen vai-meATP 10°M zu Beginn und am
Ende der Perfusion mit Angiotensin Il Uberpriift.satzlich wurde Bradykinin 10M  zur
Kontrolle der dilatatorischen Wirkung injizierAbbildung 3). Die Dosis-Wirkungskurven
bei einem erhéhten Basaldruck wurden fur diejeniggimischen Mediatoren erstellt, welche
beim vorherigen Screening eine signifikante Vasod#t -Ap >- | 1,5| mmHg aufzeigten.
Dieser Wert wurde entsprechend dem 3o-Kriterium gewahlt. Hier wurde die
Versuchsreihe mit der kleinsten Menge*4®zw. 10" mol begonnen und bis hin zum

Erreichen der Sattigungswerte oder der Loslichgestsze fortgefuhrt.
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Abbildung 3: Beispiel einer Dosis-Wirkungskurve dilatatorisct@rbstanzen anhand der
Kontrollsubstanz Bradykinin, aufgetragen in den @osvon 102 bis
107 mol.

3.2.6 Untersuchung der Rezeptorspezifitdt der vasoa  ktiven Nukleoside

FUr die vasokonstriktiven uramischen Mediatoren dttWladenosin, Methylguanidin-HCI
und Uridin wurde zuséatzlich eine Charakterisierunder pharmakologischen
Rezeptoreigenschaften ami;-Aund B-Rezeptor durchgefihrt. Zunéchst wurden Dosis-
Wirkungskurven der drei Nukleoside bei Basaldruak @er isoloierten perfundierten
Rattenniere durchgefuhrt. Anschlieend wurde dieebKfHenseleit-Lésung mit dem
selektiven Al-Rezeptorantagonisten 8-Cyclopentyl-dlipropylxanthin (DPCPX) 1M
versetzt und 30min &quilibriert und die Dosis-Wimgskurven von 1-Methyladenosin,
Methylguanidin-HCI und Uridin wurden erneut durchidet. Als Kontrollen dienten in
diesem Versuchsaufbau die Adenosinrezeptorunabygmgvasokonstriktiven Substanzen
o,p-meATP 10°M und Angiotensin Il 10 M, sowie RN6-phenylisopropyladenosin
(R-PIA) 10* M als bekannter ARezeptoragonist. In einem weiteren Versuchsansatde
die Krebs-Henseleit-Loésung anstatt DPCPX mit despeaifischen PRezeptorantagonisten
Suramin 25 pM versetzt und 30min &quilibriert. Als Kontrolleniedte hier das
Purinrezeptorunabhangige Angiotensin Il °1@, sowie der spezifische »PAgonist
a,p-meATP 10° M. Nach der Bolusinjektion voa,p-meATP muRte die vasokonstriktorische
Antwort blockiert sein, wahrend sie bei Angiotensinveiterhin vollstédndig erhalten sein

mufite.



Material und Methoden 26

3.2.7 Auswertung und statistische Analyse

Die vasoaktiven Geféalireaktionen wurden als Penfigsiaucksveranderungekp in mmHg
registriert. Jede Bolusinjektion wurde mindestem@aBwiederholt. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert (MW) £ Standardabweichung des Mittelvesrt (SEM) dargestellt. Fur die
Substanzen, die einen signifikanten Effekt zeigteumrden zusétzlich Dosis-Wirkungskurven
aufgenommen. Statistische Signifikanz wurde durclerwndung des T-Tests fur
unverbundene Stichproben ermittelt. Unterschiededam ab p<0,05 als signifikant, ab
p <0,01 als hochsignifikant definiert.



4 Ergebnisse

4.1 Wirkung uramischer Mediatoren auf den Perfusion  sdruck im

Nierenperfusionstest

Nach der Aquilibrierung mit Krebs-Henseleit-Losufsiehe Abschnitt 3.2.3) stellte sich im
Perfusionssystem ein Basaltonus von 60+2 mmHg Bieser senkte sich wahrend der
weiteren Perfusion innerhalb der ersten Stunde 013 mmHg und in der zweiten um
weitere 6 mmHg. Die Reagibilitat, d.h. die Amplimudder Druckantwortauf die
Bolusinjektion der vasoaktiven Referenzsubstanzemgidtensin Il Abbildung 2) und
a,f-meATP veranderte sich wéhrend dieser Zeit nicht.

4.1.1 Nicht-peptidische uramische Mediatoren

Insgesamt wurden 53 nicht-peptidische uramischeidi@en auf ihre vasoaktive Wirkung an
der isolierten perfundierten Rattenniere getesfEabélle 7). Eine hoch signifikante
vasokonstriktorische Wirkung bei der Konzentratmgxim Bolus zeigte sich fir Uridin.
Ferner wies Harnstoff beiyg, eine signifikante dilatatorische Wirkung auf. Blgn tbrigen
nicht-peptidischen uramischen Mediatoren konnta&&asoaktivitat beobachtet werden. Fur
die Substanzen Hippursaure, Kreatinmonohydrat, tifriea Myoinositol, Natriumoxalat,
Orotsaure und Orotidin konnte die Testung der Hibén gax Konzentration nicht

durchgefuhrt werden, da hier die Loslichkeitsgreleeeits tberschritten wird.

Tabelle 7 Nicht-peptidische Mediatoren: DruckanderungAp im Perfusionssystem bei
Bolusinjektion des jeweiligen Mediators mit der kentration ga.x im Bolus.
Angegeben sind die Mittelwerte (MW) aus mindest8nRegistrierungen mit
ihren Standardabweichungen (SEM).

Uramischer Mediator Ap [mmH(g]

MW SEM
1-Methyladenosin 0,2 0,1
2-Methylresorcinol 0,8 0,4
a-N-Acetylarginin 0,5 0,3
ADMA 0,4 0,1
Arabitol 0.1 0,1
B-Guanidinopropionsaure 0,3 0,2
Benzylalkohol 0,7 0,2
Cytidin 0,5 0,3
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Uramischer Mediator Ap [MmH(g]

MW SEM
Dimethylglycin 0,4 0,2
Erythriol 0,3 0,1
y-Guanidinobutansiure 0,5 0,2
Glyoxal 1,0 0,5
Guanidin.HCI 0,3 0,0
Guanidinessigsaure 0,5 0,4
Guanidinosuccinat 0,6 0,4
Harnstoff -0,4 0,1
Harnsaure 0,2 0,1
Harnsaure Kontrolle 0,4 0,3
Hippursaure 0,2 0,2
Hippursaure Kontrolle 0,1 0,1
Hydrochinon 0,6 0,3
Hypoxanthin 0,4 0,2
Indol-3-Essigsaure 0,6 0,3
Kaliumindoxylsulfat 0,3 0,1
Kreatinmonohydrat 0,3 0,1
Kreatinin 0,3 0,0
Kynurenin 0,3 0,1
Kynureninsaure 0,2 0,0
Kynureninsaure Kontrolle 0,2 0,0
L-Homocysteinthiolakton.HCI 0,3 0,1
Malondialdehyd.tetrabutylammonium 0,5 0,2
Mannitol 0,5 0,2
Melatonin 0,6 0,3
Methylglyoxal 0,4 0,1
Methylguanidin-HCI 0,5 0,2
Myoinositol 0,6 0,3
N2,N2-Dimethylguanosin -0,1 0,3
N2,N2-Dimethylguanosin Kontrolle 0,3 0,2
N4-Acetylcytidin 0,4 0,1
Natriumoxalat 0,3 0,1
Orotsaure 0,3 0,1
Orotidin 0,6 0,3
p-Kresol 0,3 0,1
p-OH Hippursaure 0,3 0,1
Phenol 1,3 0,5
Putrescin 0,6 0,2
Quinolinsaure 0,2 0,1
SDMA 0,4 0,1
Sorbitol 0,3 0,1
Spermidin 0,4 0,1
Spermin 0,2 0,0
Taurocyamin 0,3 0,1
Threitol 0,3 0,0
Thymin 0,4 0,1
Uracil 0,6 0,4
Uridin 3,9 0.5
Xanthin 0,3 0,2
Xanthin Kontrolle 0,5 0,2
Xanthosin 0,2 0,0
Xanthosin Kontrolle 0,2 0,1
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4.1.2 Peptidische uramische Mediatoren

Das vasoaktive Potential 21 peptidischer uramisdiediatoren wurde ebenfalls fur die
jeweilige Gnhax Konzentration im Bolus ausgewerté&itapelle 8. Aufgrund der bedeutenden
Unterschiede in den MolekulgroRen der einzelnentigiephen uramischen Mediatoren
konnte das weitere Screening nicht einheitlich dein Konzentrationen T und 10° M
durchgefuhrt werden. Fir Delta schlafinduzierend®&gptid und Methionin-Enkephalin
wurden die Konzentrationen t® und 10°M, fiir p2-Mikroglobulin, B-Endorphin,
Cholezystokinin und Parathyreoid Hormon die Kong@émen 10°M und 10*M, fir
Adrenomedullin, Atriales natriuretisches Peptid, st@yin C, Hyaluronsaure,
Kappa leichte Ketten, Lambda leichte Ketten, Lephieuropeptid Y und Retinolbindendes-
Protein die Konzentrationen ®01 und 10°M sowie fir Angiogenin, Endothelin-1,
Interleukin B, Interleukin 6, Komplement Faktor D und TNFdie Konzentrationen 1M
und 10° M injiziert.
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Tabelle 8 Peptidische Mediatoren: Druckanderung Ap im Perfusionssystem bei
Bolusinjektion des jeweiligen Mediators mit der kentration gax im Bolus.
Angegeben sind die Mittelwerte (MW) aus mindest8rRegistrierungen mit
ihren Standardabweichungen (SEM).

Uramischer Mediator Ap [MmH(g]
MW SEM
Adrenomedullin 0,2 0,2
Angiogenin 0,2 0,3
Angiogenin Kontrolle 0,3 0,1
Atriales natriuretsches Peptid -0,1 0,1
B2-Mikroglobulin 0,4 0,1
B2-Mikroglobulin Kontrolle 1,0 0,3
B-Endorphin 0,5 0,2
Cholezystokinin 1,1 0,1
Cystatin C 0,2 0,2
Delta schlafinduzierendes Peptid 0,6 0,2
Endothelin 0,4 0,1
Hyaluronséaure 0,9 0,2
Interleukin B 0,1 0,2
Interleukin 6 0,2 0,1
Kappa leichte Ketten 1,1 0,3
Kappa leichte Ketten Kontrolle 0,8 0,2
Komplement Faktor D -1,2 0,1
Komplemenz Faktor D Kontrolle 1,4 0,3
Lambda leichte Ketten 2,2 0,7
Lambda leichte Ketten Kontrolle 0,6 0,3
Leptin 0,0 0,1
Leptin Kontrolle 0,3 0,3
Methionin-Enkephalin 0,4 0,2
Neuropeptid Y 0,5 0,3
Parathyreoid Hormon 1,1 0,5
Retinolbindendes-Protein -0,5 0,1
Retinolbindendes-Protein Kontrolle -1,8 0,4
TNF o 0,2 0,1
4.2 Dosis-Wirkungskurven vasokonstriktorischer urdm ischer

Mediatoren

Die Dosis-Wirkungskurven vasokonstriktorischer

uisther

Mediatoren wurden fir

diejenigen uramischen Mediatoren durchgefihrt, lokém Screening einen Anstieg des
Perfusionsdrucks voap >2+mmHg bedingten. Diese Kriterien trafen auf di@mischen
Mediatoren 1-Methyladenosin, Endothelin, MethylgdanHCI, p-Kresol, Phenol und

Uridin zu.
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4.2.1 1-Methyladenosin

1-Methyladenosin wurde fir die Erstellung einer Ba#/irkungskurve ausgewahlt, da es im
Screening bei einer Konzentration von 3M zu einem signifikanten Anstieg des
Perfusionsdrucks von  4,9+1,1 mmHg fuhrte. Die DWiskungskurve des
1-MethyladenosinsAbbildung 4) wurde beginnend mit der kleinsten Mengé*amol bis
zur maximalen Konzentration von “i@nol durchgefiihrt und zeigte einen sigmoidalen
Verlauf. Die maximale Wirkung von 31,8+2,4 mmHg werdurch die Bolusinjektion mit
einer Dosis von 1®mol erreicht. Der ER-Wert betrug -7,4+0,2 log mol.
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Abbildung 4: Effekt von 1-Methyladenosin e im Vergleich zur Kontrollsubstanz
Angiotensin 1l @) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfuridrer
Rattenniere. Jedes Symbol entspricht dem Mittelwert mindestens 3
Einzelmessungen.
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4.2.2 Endothelin-1

Endothelin-1 zeigte im Screening bei einer Konzgitn von 1¢M eine signifikante
vasokonstriktorische Perfusionsdruckveranderung ¥98,7+31,3 mmHg. Der Verlauf der
aufgezeichneten Dosis-Wirkungskurv@bpildung 5) ist sigmoidal. Das Maximum von
161,1+12,4 mmHg wurde bei einer Dosis von 5 Xiol erreicht und der Efg-Wert
betrug -10,4+0,2 log mol.
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A p [mmHg]

Abbildung 5:  Effekt von Endothelin-1«) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Angiotensin
Il (m) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfuridieRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensi&Elmessungen.

4.2.3 Methylguanidin-HCI

Beim Screening erwies sich die 100-fachgx&onzentration des Methylguanidin-HCls als
hoch signifikant vasokonstriktorisch mit einem Aaegt des Perfusionsdrucks von
2,3£0,3 mmHg. Die erstellte Dosis-WirkungskunAbbildung 6) zeigt ein Maximum von

114,5+6,6 mmHg bei einer Dosis von 5 x*Ifol. Der ERg-Wert der sigmoidalen Kurve

betrug -5,8+0,1 log mol.
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Abbildung 6: Effekt von Methylguanidin-HCI ¢) im Vergleich zur Kontrollsubstanz
Angiotensin 1l @) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfuridrer
Rattenniere. Jedes Symbol entspricht dem Mittelwert mindestens 3
Einzelmessungen.

4.2.4 Neuropeptid Y

Die Konzentration von IDM zeigte beim Screening fiir Neuropeptid Y eineniigante
Vasokonstriktion von 24,2+4,8 mmHg. Die Dosis-Wingskurve des Neuropeptids Y
(Abbildung 7) wurde beginnend mit der kleinsten Mengé&-tol bis zur maximalen Dosis
von 10° mol durchgefiihrt und zeigte einen sigmoidalen el Das Maximum der Wirkung
von 81,3+8,3 mmHg wurde bei einer Dosis von 5 X%fol erreicht und der EfgWert
betrug -10,3+0,2 log mol.
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Abbildung 7: Effekt von Neuropeptid Y «) im Vergleich zur Kontrollsubstanz
Angiotensin 1l @) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfuridrer
Rattenniere. Jedes Symbol entspricht dem Mittelwert mindestens 3
Einzelmessungen.

4.2.5 p-Kresol

Die Dosis-Wirkungskurve von p-KresolAljbildung 8) wurde bis zum Erreichen der
Léslichkeitsgrenze bei einer Dosis von™Ifiol durchgefithrt. Im Verlauf zeigte sich kein
Sattigungsplateau, so dass ein entsprechendgy\lErt flr p-Kresol nicht berechnet werden
konnte. Zuvor hatte sich bei Screening fur p-Kresoh signifikanter Anstieg des
Perfusionsdrucks bei der 100-fachepaxcKonzentration von 4,5+0,7 mmHg gezeigt.
Zusatzlich wurde eine Dosis-Wirkungskurve mit p-$olsulfat aufgezeichnet. P-Kresolsulfat
ist das konjugierte Produkt von p-Kresol, das Ulegend im humanen Plasma von gesunden
Probanden und Patienten mit chronischer Nierenfiageriz nachzuweisen ist [112]. Bei
einer Dosis von I®mol zeigte sich hier ein hochsignifikanter dilatioher Effekt
von -1,8+0,3 mmHg, so dass flr p-Kresolsulfat zzigi#t eine Dosis-Wirkungskurve bei

erhohtem Basalperfusionsdrudkbbildung 16) durchgefihrt wurde.
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Abbildung 8:  Effekt von p-Kresol ¢) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Angiotensin I
(m) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfurtdieRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensi&Elmessungen.

4.2.6 Phenol

Wahrend des zuvor durchgefihrten Screenings zeRitenol bei der 10-fachenn
Konzentration einen hoch signifikanten Anstieg Besfusionsdrucks auf 7,5+0,5 mmHg. Dis
anschlielBend durchgefuhrte Dosis-Wirkungskurbbjldung 9) zeigte einen sigmoidalen
Verlauf. Das Maximum von 25,1+1,6 mmHg wurde beieeiDosis von 1®mol erreicht und
der EBo-Wert betrug -6,3+0,1 log mol. Da nicht Phenol senmdiiberwiegend das konjugierte
Produkt Phenolsulfat und zum Teil auch Phenolgimeigkim humanen Plasma von gesunden
Probanden und Patienten mit chronischer Niereniizgeriz nachzuweisen ist [112], wurde
zusatzlich eine Dosis-Wirkungskurve des urdmisciediators Phenolsulfat durchgefihrt.

Diese zeigte keine Vasoaktivitélgbildung 9).
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Abbildung 9: Effekt von Phenol €) und Phenolsulfat ) im Vergleich zur
Kontrollsubstanz Angiotensin limj auf den Perfusionsdruck der isolierten
perfundierten Rattenniere. Jedes Symbol entsprigm Mittelwert von
mindestens 3 Einzelmessungen.

4.2.7 Uridin

Die Dosis-WirkungskurveAbbildung 10) von Uridin verlief sigmoidal. Das Maximum von
55,1+4,8 mmHg wurde bei einer Dosis von 5 X ol erreicht und der EfgWert
betrug -7,9£0,2 log mol. Zuvor zeigte sich beimegeing von Uridin eine hoch signifikante

Perfusionsdruckanderung von 3,9+0,5 mmHg nachrgektion der g.x Konzentration.
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Abbildung 10: Effekt von Uridin @) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Angiotensin(i)
auf den Perfusionsdruck der isolierten perfundieriRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensi&Elmessungen.



Ergebnisse 37

4.3 Dosis-Wirkungskurven dilatatorischer urdmischer Mediatoren

Die Dosis-Wirkungskurven bei einem erhdhten Basedkirwurden flr solche uréamischen
Mediatoren erstellt, die beim vorherigen Screening einen Abfall des
Perfusionsdrucks -Ap >- | 1,5 | mmHg zeigten. Dieser Wert wurde entsprechend
dem 3o-Kriterium gewéahlt. Nach der Erhéhung des Basaldrucks der isolierten
perfundierten Niere durch die Perfusion mit Angnsi@ 11 (200 nM) und der anschlieRenden
Aquilibrierung stellte sich ein Perfusionsdruck vd®0+4 mmHg ein. Diesen Kriterien
folgend, wurden Dosis-Wirkungskurven fur Adrenomiédu Atriales natriuretisches Peptid,

Harnstoff, Hydrochinin, Kaliumindoxylsulfat und pr&solsulfat ermittelt.

4.3.1 Adrenomedullin

Da es im Screening bei einer Konzentration vofiMiQzu einer signifikanten Absenkung des
Perfusionsdrucks von -1,9+0,4 mmHg fluhrte, wurdeehdmedullin wurde fur die Erstellung
einer Dosis-Wirkungskurve bei erhdhtem Basalpeofusilruck Abbildung 11) ausgewahlt.
Der Kurvenverlauf verlief sigmoidal. Das Minimumrve38,9+1,8 mmHg wurde bei einer
Dosis von 5 x 18° mol erreicht und der EfgWert betrug -10,7+0,2 log mol.
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Abbildung 11: Effekt von Adrenomedullin «) im Vergleich zur Kontrollsubstanz
Bradykinin @) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfundrer
Rattenniere. Jedes Symbol entspricht dem Mittelwert mindestens 3
Einzelmessungen.



Ergebnisse 38

4.3.2 Atriales natriuretisches Peptid (ANP)

ANP zeigte im Screening dein einer Konzentratiom Vi0° M eine hoch signifikante
Verringerung des Perfusionsdrucks um -4,8+0,8 mmBg Dosis-Wirkungskurve bei
erhohtem BasalperfusionsdruckAbpildung 12) verlief sigmoidal. Das Minimum
von -33,1+2,4 mmHg wurde bei einer Dosis von 5 X frbl erreicht und der EfgWert

betrug -10,2+0,2 log mol.
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Abbildung 12: Effekt von ANP @) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Bradykinim)(auf
den Perfusionsdruck der isolierten perfundiertettdRaiere. Jedes Symbol
entspricht dem Mittelwert von mindestens 3 Einzedsumgen.

4.3.3 Harnstoff

Bei einer 10-fachen ,ax Konzentration zeigte Harnstoff im Screening eingnsikante

Vasodilation von -3,3+0,7 mmHg und wurde im Folgemdur die Erstellung einer Dosis-
Wirkungskurve bei erhthtem Basalperfusionsdruckbhbildung 13) ausgewahlt. Der
Kurvenverlauf verlief sigmoidal. Das Minimum von,Z20,9 mmHg wurde bei einer Dosis

von 5 x 10" mol erreicht und der Efg-Wert betrug -4,5+ 0,1 log mol.
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Abbildung 13: Effekt von Harnstoff ¢) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Bradykinim)(
auf den Perfusionsdruck der isolierten perfundreriRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensri&Elmessungen.

4.3.4 Hydrochinon

Hydrochinon zeigte im Screening bei einer 100-facthgx Konzentration einen signifikanten
Abfall der Perfusionsdrucks von -1,6x0,1 mmHg allfer Verlauf der anschlieRend
durchgefuhrten Dosis-Wirkungskurve bei erhdhtem alfzesfusionsdruck Abbildung 14)
war sigmoidal und erreichte sein Minimum von -12.@&mmHg bei einer Dosis von
5 x 10" mol. Der EQg-Wert betrug -8,0+0,2 log mol.
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Abbildung 14: Effekt von Hydrochinon «) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Bradykinin
(m) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfuridreRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensri&Elmessungen.
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4.3.5 Kaliumindoxylsulfat

Kaliumindoxylsulfat zeigte im Screening eine hochgndikante Absenkung des
Perfusionsdrucks von -3,6£0,6 mmHg bei einer 1@ba 6.x Konzentration. Die Dosis-

Wirkungskurve von KaliumindoxylsulfatApbildung 15) wurde bis zum Erreichen der
Loslichkeitsgrenze bei einer Dosis von™Ifol durchgefithrt. Im Verlauf zeigte sich kein
Sattigungsplateau, so dass ein entsprechendep-\EExt fur Kaliumindoxylsulfat nicht

berechnet werden konnte.
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Abbildung 15: Effekt von Kaliumindoxylsulfat €) im Vergleich zur Kontrollsubstanz
Bradykinin @) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfundrer
Rattenniere. Jedes Symbol entspricht dem Mittelwert mindestens 3
Einzelmessungen.

4.3.6 p-Kresolsulfat

Die Dosis-Wirkungskurve von p-Kresolsulf#&lbildung 16) wurde zusatzlich zu der Dosis-
Wirkungskurve von p-Kresol Abbildung 8) durchgefiihrt, da im humanen Plasma
Uberwiegend p-Kresolsulfat als konjugiertes Produknh p-Kresol vorliegt [112]. Der
Kurvenverlauf bei erhéhtem Basaldruck verlief lineso dass ein entsprechendersgE¥ert

fur p-Kresolsulfat nicht berechnet werden konnte.
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Abbildung 16: Effekt von p-Kresolsulfat«) im Vergleich zur Kontrollsubstanz Bradykinin
(m) auf den Perfusionsdruck der isolierten perfurtdireRattenniere. Jedes
Symbol entspricht dem Mittelwert von mindestensi&Elmessungen.

4.4 Vergleich der vasoaktiven Potenzen

Die EDse-Werte sowohl der vasokonstriktorischen als auch dilatatorischen urdmischen
Mediatoren Tabelle 9 weisen eine erhebliche Spannweite auf. Ebenfadisierten die
erreichten Maximalkonzentrationen betrachtlich wsdfindet sich keine einheitliche Dosis
der einzelnen Substanzen, die zum Vergleich devakdizven Potenzen herangezogen werden
kann. Die Auflistung der Ef3-Werte zeigt, dass die vasoaktiven uramischen Meadia
anhand der Ergebnisse in zwei Gruppen zu untantsited. Einen ER-Wert um -10 log mol
besitzen Neuropeptid Y, Endothelin-1, Adrenomeduilind ANP. Die Ubrigen urdmischen
Mediatoren weisen einen BWert von -8 bis -4 log mol auf.
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Tabelle 9: Ubersichtder EDsg-Werte vasokonstriktorischer und dilatatorischeiimischer
Mediatoren, angegeben in Mittelwert (MW) + Varianake (SEM)

Uramische Mediatoren EDso-Wert
vasokonstriktorisch (log mol)
Angiotensin Il (Kontrolle) -11,4+0,2
Endothelin-1 -10,4+0,2
Neuropeptid Y -10,3+0,2
Uridin -7,910,2
1-Methyladenosin -7,4+0,2
Phenol -6,3+0,1
Methylguanidin-HCI -5,8+0,1
p-Kresol Wert konnte nicht bestimmt werden
Uramische Mediatoren EDso-Wert
vasodilatatorisch (log mol)
Bradykinin (Kontrolle) -12,2+0,1
Adrenomedullin -10,7+0,2
ANP -10,2+0,2
Hydrochinon -8,0+0,2
Harnstoff -4,5+0,1
Kaliumindoxylsulfat Wert konnte nicht bestimmt werden
p-Kresolsulfat Wert konnte nicht bestimmt werden

" Die Dosis-Wirkungskurve dieses uramischen Mediateriuft linear.

Bei einem Vergleich der maximalen Wirkung der v&sioan Substanzen mit einem
EDs¢-Werte um -10 log mol bei einer Bolusinjektion vaa® mol, zeigt Endothelin-1 eine
hoheres vasokonstriktorisches Potential als Netigp& und Adrenomedullin eine starkeres
dilatatorisches Potential als ANP.

Fur die zweite Gruppe ergibt der Vergleich der Maadantworten bei einer Bolusinjektion
von 10° mol folgende Wirkungsrangfolge fiir die vasokoristriischen Mediatoren: Uridin >
Methylguanidin-HCI > 1-Methyladenosin > Phenol > Kpesol. Die dilatatorische
Wirkungsrangfolge lautet: p-Kresolsulfat > Kaliurdoxylsulfat > Hydrochinon > Harnstoff.

4.5 Untersuchung der Rezeptorspezifitat der vasoakt  iven

Nukleoside

4.5.1 Hemmung des A ;-Rezeptors

Die Hinzugabe des spezifischen-Rezeptorantagonisten DPCPX (M) zur Perfusions-

Lésung hatte keine Auswirkung auf den Basaldruakistdierten perfundierten Niere. Auch
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die vasokonstriktorische Antwort auf die Bolusirjek der Kontrollsubstanzen
a,-meATP und Angiotensin Il blieb weiterhin vollstiig erhalten. Die Bolusinjektion von
R-PIA fuhrte jedoch zu keiner vasokonstriktorischamwort. Fir den urdmischen Mediator
1-Methyladenosin Abbildung 17a) fuhrte die Blockierung des ARezeptor zur einer
deutlichen Rechtsverschiebung des Dosis-WirkungskuBei einer Dosis von 10mol
bestand in Anwesenheit von DPCPX noch eine Restahtwon 5 mmHg. Die Dosis-
Wirkungskurve des Methylguanidin-HCIAljbildung 17b) zeigte in Anwesenheit des
DPCPX eine um 30 mmHg geringere maximale Druckaritwidie Dosis-Wirkungskurven
des urdmischen Mediators UridirAlbildung 17c¢) zeigte hingegen nach Zugabe des
spezifischen A-Rezeptorantagonistens eine vollstandige Blockadezdvor aufgezeichneten

vasokonstriktorischen Wirkung.
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Abbildung 17a: Dosis-Wirkungskurve des 1-Methyladenosins in Abwébeit ¢) und
Anwesenheit ) des A-Antagonisten DCPCX auf den Perfusionsdruck
der isolierten perfundierten Rattenniere. Jedes ®ynentspricht dem
Mittelwert von mindestens 3 Einzelmessungen.
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Abbildung 17b: Dosis-Wirkungskurve des Methylguanidins-HCI inwdsenhheit ) und
Anwesenheit ¢) des A-Antagonisten DCPCX auf den Perfusionsdruck
der isolierten perfundierten Rattenniere. Jedes ®ynentspricht dem
Mittelwert von mindestens 3 Einzelmessungen.
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Abbildung 17c: Dosis-Wirkungskurve des Uridins in Abwesenhhait (nd Anwesenheit
(o) des A-Antagonisten DCPCX auf den Perfusionsdruck deliegen
perfundierten Rattenniere. Jedes Symbol ensprieht Mittelwert von 3
mindestens Einzelmessungen.

4.5.2 Unspezifische Hemmung des P »,-Rezeptors

Nach Hinzugabe von Suramin in einer Konzentartion 25uM in die Perfusions-Ldsung
und nachfolgender Aquilibrierung erhohte sich des@druck der isolierten perfundierten
Niere um 93 mmHg. Unter diesen Bedingungen fuhd&e Bolusinjektion der

Kontrollsubstanzo,f-meATP zu keiner vasokonstrikriktorischen Antwosiihrend sie bei
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Angiotensin Il weiterhin vollstandig erhalten w&xie Dosis-Wirkungskurven der Nukleoside
1-Methyladenosin, Methylguanidin-HCI| und Uridin wden vor und nach der Zugabe des
unspezifischen PRezeptorblockers durchgefihrt. Fir 1-Methyladema@ibbildung 18a)
verliefen die beiden Dosis-Wirkungskurven bis zneeiDosis von 5 x I® mol annéhernd
gleich. Bei der Dosis von T0mol zeigte sich nach Zugabe von Suramin ein umnig
geringer Mittelwert der Einzelmessungen im Verdieiczur Abwesenheit des
Rezeptorblockers. Die Dosis-Wirkungskurven des Metmanidins-HCI Abbildung 18b) in
Abwesenheit und Anwesenheit des Suramins ergabiee kedeutenden Unterschiede. Fur
Uridin zeigen die Dosis-WirkungskurvenAlgbildung 18c) hingegen, dass es nach

Suraminzugabe zur friheren und starkeren Vasokkiistr des urdmischen Mediators kam.
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Abbildung 18a: Dosis-Wirkungskurve des 1-Methyladenosins in Abwébeit ¢) und
Anwesenheit ) des unspezifischen fAntagonisten Suramin auf den
Perfusionsdruck der isolierten perfundierten Raene. Jedes Symbol
enspricht dem Mittelwert von mindestens 3 Einzebnagen.
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Perfusionsdruckanderung

Abbildung 18b:

Perfusionsdruckanderung

Abbildung 18c:
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Dosis-Wirkungskurve des Methylguanidins-HCI invidsenhheit €) und
Anwesenheit ¢) des unspezifischen fAntagonisten Suramin auf den
Perfusionsdruck der isolierten perfundierten Raene. Jedes Symbol
entspricht dem Mittelwert von mindestens 3 Einzelsomgen.
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Dosis-Wirkungskurve des Uridins in Abwesenhhait (nd Anwesenheit
(o) des unspezifischen,fAntagonisten Suramin auf den Perfusionsdruck
der isolierten perfundierten Rattenniere. Jedes ®Yynenspricht dem
Mittelwert von mindestens 3 Einzelmessungen.



5 Diskussion

Die chronische Niereninsuffizienz fuhrt im Verlafer Stadien nicht nur zum terminalen
Nierenversagen sondern auch zu einer zusatzlicbkad®yung weiterer Organsysteme wie
z.B. des Herz-Kreislaufsystems. Als Folge der resften Urinexkretion werden viele
unterschiedliche Mediatoren im menschlichen Organs zurlickgehalten, die zur
Entstehung eines uramischen Syndroms beitragen 8. genauen zugrundeliegenden
pathophysiologischen Mechanismen sind in diesenaidusenhang bisher nur teilweise und
unvollstandig untersucht. Eine Aufklarung der Patkohanismen, die die urdmischen
Mediatoren entfalten, ist aber ausschlaggebendi&iEntwicklung neuer Praventions- sowie
Therapiestrategien fur Patienten mit chronischeeréhinsuffizienz. Bisher wurde der
Schwerpunkt der wissenschatftlichen Untersuchungendieser Fragestellung auf die
Untersuchung einzelner uramischer Mediatoren geleigt neuer Ansatz des internationalen
Forschungsverbund€yropeanUremic Toxins Work GroufEUTox)" ist die systematische
Untersuchung maoglicher Pathomechanismen samtlisbschriebener und noch unbekannter
uramischer Mediatoren. Im Rahmen dieses Projektegdem in der hier vorliegenden Arbeit
74 gegenwartig identifizierte uramische Mediatasgstematisch auf ihr vasoaktives Potential
mit Hilfe eines Bioassays untersucht. Als Bioassente der Nierenperfusionstest
(Abbildung 1).

Die Ergebnisse zeigen an der isolierten, das heil3situ perfundierten Rattenniere einen
vasokonstriktiven Effekt der uramischen MediatorérMethyladenosin, Endothelin-1,
Methylguanidin-HCI, Neuropeptid Y, Phenol, p-Kresmld Uridin, sowie einen vasodilativen
Effekt von Adrenomedullin, Atriales natriuretischa2eptid, Harnstoff, Hydrochinon,
Kaliumindoxylsulfat und p-Kresolsulfat. Diese vaktiaen uramischen Mediatoren werden in
den folgenden Abschnitten einzeln diskutiert.

Fur die Beantwortung der klinisch wichtigen Fragb, ein bestimmter Mediator bei einer
bestimmten Konzentration eine pathophysiologisafiebésame vasoaktive Wirkung hat, ist
ein direkter Vergleich der an urdmischen Patiergefundenen gWerte (vgl. Tabelle 2
und 3) mit den hier aufgenommenen Dosis-Wirkungskurvéhtnmaoglich. In dem hier
benutzten experimentellen AufbalAbpildung 1) wurde mit dem Bolusvolumen eine
absolute Dosis des Mediators uber das Injektiortguardas Perfusionssystem eingeschleust.
Bei einem Bolusvolumen von 80 pl und einer Mediatozentration im Bolus von 10V
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waren das z.B. 8 x 1dmol. Wie hoch damit dann die Konzentration am Gt Wirkung,
also an den reagiblen Gefal3zellen war, lasst si@ibsoluten Einheiten nicht sagen, weil der
Verdunnungsfaktor im System nicht bekannt ist. fesoist es konsequent, auf der Abszisse
der Dosis-Wirkungskurven nur die injizierte Meng& imol anzugeben. Da der
Verdunnungsfaktor von der Injektionsstelle bis z@raparat bei konstantem Fluss aber
immer der gleiche sein durfte, kann angenommen everalass bei Veranderung der
Konzentrationen im Bolus sich die Konzentrationem \&irkort proportional verédndern. Die
Abszisse entspricht damit also, bis auf den unhaiesn Verdinnungsfaktor, einer
Konzentrations-Achse.

Entscheidend fir die Aussagekraft des hier benutztAssays ist, dass die
Perfusionsbedingungen fiir alle gepruften Substangleich waren. Dies bedeutet im
wesentlichen, dass immer dasselbe Bolusvoumeneldess Schlauchdurchmesser und die
gleiche Flussrate benutzt wurde. Da dies der Fa, wassen sich die Wirkungen
verschiedener Mediatoren auch quantitativ vergkich

Bei dieser Vorgehensweise liegt es nahe, die \ds@aPotenz” bisher nicht untersuchter
Mediatoren mit der eines gut untersuchten physistdg bedeutsamen Mediators als
Standardsubstanz zu vergleichen, fur den sogawdieung bei definierter Konzentration im
Gesamtsystem bekannt ist.

Als klinisch bedeutsamer sehr potenter Vasokor@tikturde daher Angiotensin Il (Angll) in
der vorliegenden Arbeit als Referenz eingesetzAbb{ldung 2). Die Angll-
Plasmakonzentration liegt bei gesunden, normotensi\atienten im Bereich von
31 x 10" M [114]. Der ER¢Wert des Angll lag in dem verwendeten Bioassayistaerten
perfundierten Rattenniere bei -11,4+0,2 log mbalielle 9. Bei den hier zum Vergleich
herangezogenenyg Konzentrationen der urdmischen Mediatoren hanelelsich um die
hochsten je bei Patienten mit chronischer Niererfizsent gemessenen Werte. Diese
Konzentrationen waren der Ausgangswert aller bishechgefihrten Untersuchungen und
sollten auch allen noch folgenden systematischemli&t maoglicher Pathomechanismen
uramischer Mediatoren zugrunde gelegt werden.

Tabelle 9zeigt, dass die hier ermittelten EEWerte sowohl der vasokonstriktorisch als auch
der vasodilatatorisch wirksamen Mediatoren um msteles eine bis zwel, Uberwiegend aber
mehrere Zehnerpotenzen Uber denen der physiologisditigen Mediatoren Angll, bzw.

Bradykinin lagen. Prinzipiell offen muss aber gegartig die Frage bleiben, in wie weit die
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hier sowohl im Vergleich der Substanzen untereiearals auch die in Bezug auf die
absoluten Dosen gewonnenen Werte an der Rattermuéden Menschen Ubertragbar sind.

5.1 Uramische Mediatoren mit vasokonstriktorischem Effekt

5.1.1 1-Methyladenosin

1-Methyladenosin ist ein an der Rosition mit einem Methyl-Rest substituiertes
Adenosinanalogon, das als Bestandteil von Ribomsd@&ren in eukaryonten Zellen
vorkommt. Olsson und Kollegen zeigten durch die ddsuchung der Wirkung von 69
unterschiedlichen Adenosinanaloga auf die koron&aesoaktivitat bei Hunden, dass die
N*-Substitution des Adenosins eine deutliche Abscimig der vasoaktiven Potenz bewirkt
[114]. Die vasodilatorische Potenz des 1-Methyladers betrug hier weniger als 5% der von
Adenosin. Eine Vasoaktivitat von 1-Methyladenosinder Niere wurde zuvor noch nicht
untersucht. Die groRe strukturelle Ahnlichkeit z&aenosin lasst jedoch vermuten, dass die
beobachtete Vasokonstriktion ebenfalls Uber eineraktion mit A-Rezeptoren erfolgt.
Deren Aktivierung wirde an der Niere zu mehrereterschiedlichen Effekten fuhren, wie
Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen, Vermanang der glomeruléaren Filtrationsrate,
Hemmung der Reninsekretion und Freisetzung von dMeursmittern. Dass bei der in dieser
Arbeit nachgewiesenen Vasoaktivitat des 1-Methyladens A-Rezeptoren tatséachlich eine
wesentliche Rolle spielen, belegen die Adbildung 17a (Abschnitt 4.5.1) gezeigten
Experimente. In Gegenwart des spezifischer-RAzeptorantagonister8-Cyclopentyl-
1,3-dipropylxanthine@PCPX) war die vasokonstriktorische Antwort delitlgehemmt [74].
Neben der Diskussion der Vasoaktivitat des 1-Mettighosins im Allgemeinen ist die
Einordnung der vorliegenden urdmischen Plasmakdrag@men fur die Patienten mit
chronischer  Niereninsuffizienz ~ bedeutsam. Die  Ddfeen  zwischen  der
Plasmakonzentration von Angiotensin Il und dgsi&onzentration von 1-Methyladenosin
liegt in dem Bereich von 0,4 x 10Die Differenz der ERyrWerte {Tabelle 9 von
Angiotensin Il und 1-Methyladenosin betrégt einetktbr von etwa 10 Aus den erérterten
Tatsachen lasst sich Schlussfolgern, das die uclems Konzentrationen des
1-Methyladenosins vermutlich nicht im aufsteigenddaschnitt seiner Dosis-Wirkungskurve
liegen und hierdurch keinen direkten pathophysisidgen vasoaktiven Effekt bei Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz austben.
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5.1.2 Endothelin-1

Endothelin (ET) wurde erstmals 1988 von Yanagisana Kollegen aus dem Kulturmedium
isolierter Schweineaortenzellen isoliert [116]. 2@t werden mit ET-1, ET-2 und ET-3 drei
Isoformen unterschieden. Das im menschlichen Ggé&@&®s vorherrschende Endothelin-1
besitzt eine 10mal groRere vasokonstriktorischermotls Angiotensin Il. Es entfaltet seine
Wirkung vor allem Uber EF-Rezeptoren auf glatten Gefaldmuskelzellen. Des-Bdzeptor
erkennt die drei Isoformen anndhernd gleich gutaiser im Vergleich zum EiFRezeptor
weniger zahlreich vorhanden. Die Stimulation desg-R€zeptors bewirkt an glatten
GefalRmuskelzellen eine Vasokonstriktion und an Hrelpellen, Uber eine Freisetzung von
NO, eine Vasodilatation [71]. Das Endothelinsyststan der Entstehung einer Vielzahl
kardiovaskularer Erkrankungen wie arterieller Hyemesion, primarer pulmonaler
Hypertension, Arteriosklerose, Herzinsuffizienz tadonarer Herzerkrankung beteiligt. Bei
Patienten mit essentieller Hypertension kann du@&hbe des unselektiven KETg-
Rezeptor-Antagonisten Bosentan eine signifikantgdslicksenkung bewirkt werden. Ferner
kann die hamodynamische Situation von PatientenHaikzinsuffizienz durch die Gabe von
Bosentan verbessert werden [71,84].

Die Gnhax Konzentration fir Endothelin-1 betragt 52 X310/ und liegt damit leicht héher als
die Plasmakonzentration von Angiotensin Il gesundesbanden. Die EfgWerte dieser
SubstanzenTabelle 9 unterscheiden sich jedoch um eine 10er Potene.Abstand der
EDso-Werte ist groRer als der Abstand zwischen den rzietrachteten Konzentrationen.
Dieser Vergleich lasst vermuten, dass von den wéimn Konzentrationen des Endothelins-1
bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienzinkedirekter pathophysiologischer

vasoaktiver Effekt zu erwarten ist.

5.1.3 Methylguanidin-HCI

Methylguanidin ist eine Guanidinverbindung, die eeirstrukturelle Ahnlichkeit mit
konstitutiven und indizierbaren NO-Synthase-Inluf@n besitzt. 1994 bestatigten
MacAllister und Kollegen fur hohe KonzentrationeanvMethylguanidin (100QM) eine

hemmende Wirkung auf die NO-Synthase in vorkongidén humanen Venen
(Vena saphena) [117]. Zusatzlich wird vermutet,sdasitere Mechanismen, wie Hemmung
der Nd-K'-ATPase, Katecholaminfreisetzung aus terminalenvétendigungen, sowie

Hemmung der Monoaminoxidase oder Diaminoxidase @eféfdtonus beeinflussen [117].
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Fur die Wirkung von Methylguanidin-HCI in der Nieliegen gegenwaértig noch keine Daten
vor.

Fur Methylguanidin-HCI im Vergleich zu Angiotendlinist die Differenz der beschriebenen
Plasmakonzentrationen groRer als die Differenzjelgeiligen ERy-Werte Tabelle 9. Fir
Angiotensin Il ist bekannt, dass es bereits beiRlasmakonzentration gesunder Probanden
einen vasokonstriktoreischen Effekt vermittelt. $8id&onzentration des Angiotensins Il muss
sich ebenso wie die uramische Konzentration deshyWgianidin-HCI im aufsteigenden
Abschnitt seiner Dosis-Wirkungskurve befinden. Dafolge ist diesem uramischen
Mediator ein pathophysiologisch relevanter direktasoaktiver Effekt bei Patienten mit

chronischer Niereninsuffizienz zuzuschreiben.

5.1.4 Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY) ist ein aus 36 Aminosauren &eshder Neurotransmitter mit grof3er
Verbreitung im zentralen und peripheren Nervensyst©9,100]. Im sympathischen
Nervensystem kommt NPY in gro3eren Vesikeln alg&wmitter von Noradrenalin vor und
wird bei Stimulation zusatzlich freigesetzt. Ub@wshl auf arteriellen als auch vendsen
glatten GefalBmuskelzellen vorkommenden postsyredyetis Y;-Rezeptoren wird eine
langanhaltende Vasokonstriktion erreicht. Darlibehs kann NPY die vasokonstriktive
Wirkung von Noradrenalin und Angiotensin Il potesrein. Prasynaptische,Rezeptoren
fuhren Uber eine negative Ruckkopplung zur vernmiete Ausschittung von Noradrenalin
und Verminderung des Sympathikustonus [99,100].

Die Gnax Konzentration des uramischen Mediators Neuropeptiettragt 27 x 18* M und ist
damit leicht niedriger als die Angiotensin Il Plagmnzentration gesunder Probanden von
31 x 10" M. Die EDscWerte dieser Substanzefiapelle 9 unterscheiden sich jedoch um
etwas mehr als eine GrofRenordnung, so dass vonudenischen Konzentrationen des
Neuropeptids Y bei Patienten mit chronischer Nigrguffizienz kein direkter vasoaktiver

Effekt zu erwarten ist.

5.1.5 Uridin

Uridin ist wie Adenosin ein beim Menschen endoggmntisetisiertes Nukleosid. Yilmaz und
Kollegen untersuchten 2008 erstmalig die Auswirkemger intravendsen Gabe von Uridin
bei normotensiven Ratten [119]. Zuvor war als Hagphisten am ARezeptor nur Adenosin

und der Adenosin-Metabolit Inosin bekannt [73], soweinige synthetisch hergestellte



Diskussion 52

unselektive A-Rezeptoragonisten wie z.B. 5'-N-ethylcarboxamidoadin (NECA) und
selektive A-Rezeptoragonisten wie z.BR)N6-phenylisopropyladenosif{PIA) [74]. Uridin
bewirkte eine dosis-abhangige Absenkung des Blakdrgowie der Herzfrequenz. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt auf dedidvaskulare System hauptsachlich tber
periphere A-Rezeptoren vermittelt wird. Am Herzen wirken-Rezeptoragonisten negativ
chronotrop, dromotrop und inotrop [74]. Die Blutdksenkung ist das Resultat der
eintretenden Bradykardie bei gleichzeitig vermineleKontraktionskraft des Herzens. In der
Klinik wird deshalb zur raschen Kupierung paroxygmauperventrikularer Tachykardien
Adenosin intravends als Bolusinjektion applizierhdu der negativ-dromotrope Effekt
ausgenutzt [71]. In der Niere vermitteln-Agonisten hingegen eine Vasokonstriktion der
afferenten Arteriolen, eine Verminderung der glomfémen Filtrationsrate, sowie der
Hemmung der Reninsekretion und der FreisetzungNemotransmittern [74].

Die Differenz der Plasmakonzentrationen des Angsitell und der g.x Konzentration des
Uridins ist doppelt so gro3 wie die Differenz dentsprechenden BEjgWerte.
Dementsprechend ist zu vermuten, dass uramischeektmationen des Uridins bei Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz einen direkteailmphysiologischen Effekt haben.

5.2 Uramische Mediatoren mit vasodilatatorischem Ef fekt

5.2.1 Adrenomedullin

Das aus 52 Aminosauren bestehende Peptid AdrendimgdM) wurde 1993 erstmalig von
Kitamura und Kollegen aus Phaochromozytomzelleleigd79]. Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass dieser uramische Mediator von Endwheh sowie glatten Muskelzellen im
Nebennierenmark, Lunge und den Nieren synthetisiwgd. Das aktive Fragment AMs,
besitzt sowohl vasodilative als auch hypotensivge&schaften [80]. Ein von Haynes und
Kollegen durchgefuhrter Nierenperfusionstest mittt&mieren konnte diese Ergebnisse
bestatigen [118]. Die Vasodilation der Gefal3e etfdlber die Aktivierung von CGRP- und
AM-Rezeptoren. Zusatzlich kann in einigen Geweben@kfallrelaxation NO-abhéngig und
durch Interaktion mit einem KKanal entstehen. Grundsatzlich betrachtet istkastandnis
der zusammenspielenden Faktoren hier jedoch naekaviunvollstandig [80].

Die Differenz der EByWerte in den Dosis-Wirkungskurven des Adrenomedulnhd des
Angiotensins Il liegt hoher, als die Differenz ddasmakonzentrationen. Hieraus ergibt sich,



Diskussion 53

dass fur die urédmischen Konzentrationen des Adredafin kein direkter
pathophysiologischer vasoaktiver Effekt bei Pagantnit chronischer Niereninsuffizienz zu

erwarten ist.

5.2.2 Atriales natriuretisches Peptid

Natriuretische Peptide spielen eine besondere Rolter Regulation der kardiovaskularen
Hamostase Uber die Aufrechterhaltung des Blutdrucks des extrazellularen Blutvolumens
[71]. Bei den vier bisher isolierten natriuretisash®eptiden handelt es sich um atriales
natriuretische Peptid (ANP), brain natriuretiscReptid (BNP), C-Typ natriuretisches Peptid
(CNP) und Dendroaspis-Typ natriuretisches PeptidNRP [83]. ANP besteht aus 28
Aminosauren und wird aufgrund von Dehnungsreizes 8yocyten der Herzvorhofe
freigesetzt. In den Nieren besitzt ANP einen disofien, natriuretischen und vasodilativen
Effekt und wirkt als Gegenspieler zu den vasokdkisten Peptiden Angiotensin 1l und
Endothelin, sowie des Renin-Angiotensin-Aldoste8ystems. Hier bewirkt das Peptid eine
erhohte glomerilare Filtration Uber eine Vasodilatider afferenten Arteriolen und eine
Vasokonstriktion der efferenten Arteriolen. Deswrmnh kommt es in den proximalen und
distalen Tubuli zu einer Hemmung der "NReabsorption und der Renin- und Aldosteron-
Synthese. In den Sammelrohren antagonisiert ANPWirkung von Adiuretin [84]. Man
unterscheidet drei Haupttypen von natriuretischeptidischen Rezeptoren: NPR-A, NPR-B
und NPR-C. NPR-A und NPR-B weisen eine strukturdltenlichkeit auf und fiihren bei
Aktivierung zu einer erhéhten Produktion von cGNIRer NPR-A Rezeptor bindet vor allem
ANP und BNP und vermittelt Uber diesen Mechanismigskardiovaskuldren und renalen
Effekte [84].

Die Abstande zwischen den betrachteten Plasmaktazenen und den Efg3-Werten des
ANP und Angiotensins Il sind annahernd identiscarmufolge ist davon ausgehen, dass die
uramischen Konzentrationen des Atrialen natriucee® Peptids bei Patienten mit

chronischer Niereninsuffizienz eine geringe vasoakiVirkung aufzeigen.

5.2.3 Harnstoff

Harnstoff ist der uramische Mediator mit der héehstetto Konzentration bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz [14,15]. Es handath hierbei um das Hauptendprodukt des

Eiwei3- und Aminosaurestoffwechsels im humanen @Qisgaus. Als Biomarker wird
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Harnstoff zur Beurteilung der Nierenfunktion undeMinersatztherapie herangezogen. Eine
erfolgreiche Entfernung dieses Biomarkers wahread Hmodialyse korreliert mit einem
Uberlebensvorteil fur Patienten mit chronischerrbinnsuffizienz [120]. Interessanterweise
gibt es nur wenige Studien, die einen biochemisatuer pathophysiologischen Effekt fur
Harnstoff in den fir diese Patienten relevanten Zémtrationen aufzeigen. Von Lim und
Kollegen konnte gezeigt werden, dass Harnstoff Neat2Cl Kotransporter in humanen
Erythrozyten sowie weitere Transportwege, die dalév@dumen betreffen, hemmt [121]. In
einer weiterenn vitro Studie fiihrte Harnstoff zu einem verminderten IgidAm Transport
sowie einer verminderten Aktivitat der NO-Synthadese Ergebnisse konnten aber in einer
anschlieBendeim vivo Untersuchung an Ratten nicht bestatigt werden][120Nierenmark
werden die supraphysiologischen Konzentrationen Hesnstoffs durch Methylamine
kompensiert [122]. Dieser protektive Effekt konnteei Patienten mir chronischer
Niereninsuffizienz ebenfalls eine Rolle spielen, Mathylamine auch zu den urdmischen
Mediatoren gehéren. Desweiteren ist Harnstoff zliséit ein Ausgangsprodukt fur weitere
uramische Mediatoren wie den Guanidinen mit ihrigaektien pathophysiologischen Effekten
bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienzei Bilateral nephrektomierten Ratten
bedingte die an drei aufeinanderfolgenden Tagechdsfiihrte intraperitoneale Injektion von
Harnstoff eine Atrophie des Thymus und der Milzrree verkiirzte sich die Uberlebenszeit
dieser Versuchstiere signifikant, so dass vermutietl, dass die zuséatzliche Gabe von
Harnstoff die bereits bestehenden toxischen Effekies akuten uramischen Syndroms noch
zusatzlich verstarken [123]. Hohe Plasmakonzemtatiales uramischen Mediators Harnstoff
fuhren ebenfalls zu einem Anstieg der Plasmaositiglaind hierdurch zu einer hypertonen
Hyperhydration des Extrazellularraums. Diese Tdisakidnnte einen bedeutenden Beitrag
zum vasodilatatorischen und toxischen urdmisch&kEfles Harnstoffs leisten [123].

Die Differenz der Ebyr-Werte in den Dosis-Wirkungskurven des Harnstoffsd udes
Angiotensins Il ist geringer, als die Differenz ddasmakonzentrationen. Hieraus ergibt sich,
dass fur die hohen uramischen Konzentrationen dearndtbffs ein direkter

pathophysiologischer Effekt bei Patienten mit ciigolner Niereninsuffizienz zu erwarten ist.

5.2.4 Hydrochinon

Der uramische Mediator Hydrochinon ist ein zweifatlydroxyliertes Phenol. Die
Hydroxylgruppen befinden sich in para-Stellung {Djydroxybenzol). Es handelt sich

hierbei um ein starkes Reduktionsmittel, das d@xldation in Chinon uUberfihrt wird:
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Abbildung 19: Chemische Redoxreaktion des urdmischen Mediétpdsochinon.

In der Naturheilkunde findet die antimikrobielle Mling des Hydrochinons zur Behandlung
von Harnwegsinfektionen Verwendung. Die Verabremghyon Barentraubenblattertee fiihrt
zur Metabolisierung von Arbutin zu Hydrochinon, dsigezifisch an den Mebranen des
harnableitenden Systems eine bakieriostatischeUN(tbesitzt [124]. Studien zur Bedeutung
uramischer Konzentrationen des Hydrochinons anenasit Enzymsystemen, Zellarten oder
Organsystemen konnten nicht gefunden werden.

Die Differenz der Ely-Werte in den Dosis-Wirkungskurven des Hydrochinamd des
Angiotensins Il ist geringer, als die Differenz ddasmakonzentrationen. Hieraus ergibt sich,
dass fiur die hohen urdmischen Konzentrationen deglradhinons ein direkter
pathophysiologischer Effekt bei Patienten mit clisoner Niereninsuffizienz zu erwarten ist.
Bei dieser Reaktion spielen vermutlich die bei dehemischen Redoxreaktion
(Abbildung 19) entstehenden Wasserstoffradikale eine bedeutealiie.

5.2.5 Kaliumindoxylsulfat

Der wuramische Mediator Indoxylsulfat wird im mensdien Organismus aus
Nahrungsproteinen gebildet. Zunachst wird durch di¢estinale Bakterienflora aus
Trypthophan Indol synthetisiert, das in einem weiteSchritt in der Leber zu Indoxylsulfat
metabolisiert wird [125]. Niwa und Kollegen zeigten teilnephrektomierten Ratten, dass ein
Zusammenhang zwischen Indoxylsulfat und einer Hesoigten Entwicklung von
chronischer Niereninsuffizienz besteht [126]. Di@ab®& von Indoxylsulfat bedingte eine
verminderte Nierenfunktion und eine verstarkte glomére Sklerose in dem verbliebenen
Restnieregewebe. Dartberhinaus hemmt IndoxylsdifatEndothelzellproliferation und die
Wundheilung und leistet damit einen Beitrag zurahdlialen Dysfunktion, die bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz verstarkt bediiat wird. Ebenfalls wird ein

Zusammenhang zwischen Indoxylsulfat und beschléainiyteriosklerose bei Patienten mit
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chronischer Niereninsuffizienz vermutet, wi@amamoto und Kollegen tber die Stimulation
der Proliferation von glatten Gefaldmuskelzellercundoxylsulfat in Ratten zeigen konnten
[127]. Ferner weist der uramische Mediator Indoulfeg ein nephrotoxisches Potential in den
Tubuluszellen des Nierensystems auf [128]. Die Abfme des Indoxylsulfats in die
tubularen Zellen erfolgt Uber basolaterale orgdr@saniontransporter (OATS), gefolgt vom
Weitertransport tber luminale OATs in das Lumen desulussystems. Wahrend des
transepithelialen Transports kommt es zu einer Akllation des Indoxylsulfats in den
Tubuluszellen und einer folgenden Funktionsvermindg [128].

Die hier aufgenommene Dosis-WirkungskunAbljildung 15) des uramischen Mediators
Indoxylsulfat zeigte bis zum Erreichen der Loslieh&grenze bei einer Dosis von Lol
einen linearen Verlauf. Diese Beobachtung lasstmuén, dass es sich in diesem Fall
ebenfalls um eine nephrotoxische Wirkung handelie Binordnung der vorliegenden
uramischen Plasmakonzentration fir Patienten nmoreicher Niereninsuffizienz ist aber
nicht moglich, da der lineare Kurvenverlauf keirtebso-Wert zum Vergleich mit der Dosis-

Wirkungskurve einer Referenzsubstanz berechnen laft

5.2.6 p-Kresol, p-Kresolsulfat und Phenol

p-Kresol ist ein stark proteingebundenes volatid&nol mit einem Molekulargewicht von
108 kDa. Inin vitro Versuchen konnten bereits eine Vielzahl toxischéiekt dieses
uramischen Mediators nachgewiesen werden, wieeir®. Hemmung der Immunantwort von
aktivierten polymorphkernigen Leukozyten und eineermvinderte Reaktion von
Endothelzellen auf die Wirkung von inflammatorisch8ytokinen [129]. Ein vasoaktiver
Effekt konnte bisher nicht nachgewiesen werden.r&#l wird - wie auch Phenol - im
Dunndarm mit Hilfe der Bakterienflora aus der Anséare Tyrosin synthetisiert. Hierbei
sind die aeroben Bakterien, wie z.Enterobacteriaceaeund Streptococcus,fur die
Produktion von Phenol und die anaeroben Bakteviés,z.B. Clostridium und Bacteroides,
fur die Herstellung von p-Kresol verantwortlich. gahmlieRend erfolgt wahrend des
Transports durch die intestinale Mukosa durch eigsolische Sulphotransferase eine
Sulfatierung und zu einem geringeren Teil eine Glanidierung zu p-Kresolsulfat und p-
Kresolglucuronid bzw. Phenolsulfat und Phenolgloaiot [113,129]. 2005 zeigten de Loor
und Kollegen erstmalig, dass nicht p-Kresol undr®dhsondern ihre konjugierten Produkte
im humanen Plasma von gesunden Probanden wund teatiemit chronischer

Niereninsuffizienz nachzuweisen sind. Bei den neeistAnalyseverfahren war zur
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Deproteinierung der Plasmaprobe zunéchst eine est#tkidifizierung oder Erhitzung
durchgefuhrt worden. Dieser Schritt kann jedochnédds zu einer Hydrolyse der p-Kresol—
und Phenolkonjugate fuhren [113], so dass die Hysierten Produkte falschlicherweise
ebenfalls als unkonjungieretes p-Kresol bzw. Phdetgktiert wurden.

An der isolierten perfundierten Niere zeigte diesBeNirkungskurve des Phenols einen
vasokonstriktiven Effekt. Die zusatzlich fir Pheswfat aufgenommene Dosis-
Wirkungskurve wies hingegen keine Vasoaktivitat gAtbbildung 9). Bei der Sulfatierung
des Phenols im Organismus handelt es sich um diaseFI-Reaktion der Biotransformation
fur Fremdstoffe. Uber eine Koppelung mit polareegativ geladenen endogenen Molekiilen
erfolgt eine Detoxifizierung, sowie eine schnelleenale und bilare Ausscheidung. Da
Phenol im Plasma lberwiegend als Phenolsulfat woidra ist und Phenolsulfat keine
vasoaktive Wirkung besal3, kann man vermuten, dassden urdmischen Konzentrationen
dieses Mediators kein direkter pathophysiologisch@soaktiver Effekt fir Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz zu erwarten ist.ntgd3 aber auch bericksichtigt werden, dass
es durch Sulfatasen in diversen Zellsystemen zukobjagation des Phenolsulphat
vorkommen kénnte und demzufolge auch das Phenauaktzlicher urdmischer Mediator in
Erwagung zu ziehen ist.

Interessanter erscheint in diesem ZusammenhangBdieachtung der gegensatzlichen
Ergebnisse fur p-Kresol und p-Kresolsulfat. Hiemkas an der isolierten perfundierten Niere
nach der Injektion von p-Kresol zu einer Vasokdkstn (Abbildung 8) wéahrend
p-Kresolsulfat eine Vasodilatiobbildung 16) bewirkte. Der Verlauf dieser beiden Dosis-
Wirkungskurven verlief bis zum Erreichen der Loskeitsgrenze linear und lasst demzufolge
vermuten, dass es sich um einen toxischen Effektud&mischen Mediatoren handelt.
Untersuchungen mit p-Kresolsulfat wurden erstmal®72 von Schepers und Kollegen
durchgefuhrt [129]. Diese zeigten ebenfalls widdispliche Ergebnisse, wie die verstarkte
Bildung von freien Radikalen von zuvor nicht stimedlen Leukozyten durch das
p-Kresolsulfat. Im gleichen Versuchsansatz fuhrteKr@sol hingegen zu Kkeiner
Radikalbildung. Ferner zeigte sich bei zuvor aktiten Leukozyten nach einer Inkubation
mit p-Kresol eine hemmende Wirkung auf die Radikdiing, welche wiederum durch
p-Kresolsulfat nicht bestatigt werden konnte.

Die Einordnung der Plasmakonzentrationen des petsasnd p-Kresolsulfats fiir Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz ist in diesemsZmmenhang nicht moéglich, da der lineare



Diskussion 58

Kurvenverlauf keinen EE-Wert zum Vergleich mit der Dosis-Wirkungskurve ein

Referenzsubstanz berechnen lafit.

5.3 Ausblick

Diverse bereits ausgefiihrte oder noch geplamtdtro Experimente der EUTox-Gruppe
beschéftigen sich mit der Auswirkung urdmischer Mexden auf verschiedenartige
Enzymsysteme, Zellarten und Organsysteme. Diessat&nwird zusatzlich zu den bereits
bekannten neue pathophysiologische Mechanismerudenischen Mediatoren aufzeigen.
Durch eine Zusammenfuhrung dieser Ergebnisse kare Kdassifizierung der uramischen
Mediatoren entsprechend ihrer pathophysiologis@&emeutung fir Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz erreicht werden. Uramische Maeadlien, die sich in diesem
Zusammenhang als besonders unvorteilhaft erweis@émten als Konsequenz bereits in
frihen Stadien der chronischen Niereninsuffizienzcd pharmakologische Interaktionen
neutralisiert oder im Stadium der Nierenversagemelf wahrend der Dialyse aus dem Blut
der Patienten eliminiert werden. Basierend aufitéahrung aus den zusammengetraganen
vitro Studien, mussen sidm vivo Untersuchungen anschlie3en, um einen therapeeatisch
Gewinn fur die Patienten mit chronischer Nierenffizienz aufzuzeigen. Desweiteren
konnten sich aus den vorhandenen Daten Hinweiseeud mehr spezifische Biomarker fur
eine beginnende Niereninsuffizienz ergeben, dieemsdglichen wirden, eine Diagnose
zukunftig bereits in einem friiheren Stadium derr&nkung zu stellen.

Zur Fortsetzung der hier vorliegenden Arbeit musk®ner die bereits neu identifizierten
aber auf grund ihrer noch unveréffentlicheps.cKonzentrationen nicht beriicksichtigten
uramischen MediatorernTébelle 4 an der isolierten perfundierten Niere getestetdese.
Auch sollte ein Schwerpunkt auf die Isolierung uidentifizierung weiterer bisher
unbekannter uramischer Mediatoren gelegt werdenyiescauf die Bestimmung ihrer
jeweiligen Konzentrationen bei gesunden Probandew atienten mit chronischer

Niereninsuffizienz.



6 Zusammenfassung

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz leidbaufig an begleitend auftretenden
Schadigungen des kardiovaskularen Gefal3systemsendittwortlich fir diese Symptome,
die bisweilen entscheidende Komplikationen bei dérerapie zur Folge haben, sind
insbesondere uramische Mediatoren, die aufgrund véeminderten Urinexkretion der
erkrankten Niere im Blut akkumulieren.

In der vorliegenden Dissertation wurden 74 gegetgvidentifizierte uramische Mediatoren
mit Hilfe eines Bioassays experimentell auf ihroaidives Potential untersucht. Als Bioassay
diente der Perfusionstest an der isolierten RaigeanZiel war es, durch die systematische
vergleichende Untersuchung bisher unbekannte vagealurdmische Mediatoren zu
identifizieren und ihre pathophysiologische Bedagtufir Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz einzuordnen.

Die Ergebnisse zeigten einen vasokonstriktorisck#fekt der uramischen Mediatoren
1-Methyladenosin, Endothelin-1, Methylguanidin-H®leuropeptid Y, Phenol, p-Kresol und
Uridin, sowie einen vasodilatatorischen Effekt vddrenomedullin, Atriales natriuretisches
Peptid, Harnstoff, Hydrochinon, Kaliumindoxylsulfatund p-Kresolsulfat.  Far
1-Methyladenosin, Harnstoff, Hydrochinon, Kaliumixylsulfat, Methylguanidin-HCI,
Phenol, p-Kresol, p-Kresolsulfat und Uridin konmiestmalig ein vasoaktiver Effekt an der
isolierten perfundierten Rattenniere nachgewieserden. Die Dosis-Wirkungskurven von
Kaliumindoxylsulfat, p-Kresol und p-Kresolsulfatigeen einen linearen Verlauf. Die Dosis-
Wirkungskurven aller weiteren vasoaktiven uramischiediatoren verliefen sigmoidal.
Besonders bemerkenswert ist die gegensatzlicheakasivat des p-Kresols, das bei einer
Dosis von 5 x 18 mol vasokonstriktorisch wirkteAp +17,4 mmHg) und seines sulfatierten
Derivats p-Kresolsulfat, das bei gleicher Dosisodilatatorisch wirkte Ap -38,7 mmHQ).
Die relativen Wirkungsstarken der urdmischen Medet lassen sich fur Substanzen mit
ahnlichem EDRy-Wert durch die Injektion eines Testbolus immer sddvsen Menge
vergleichen. Fur die vasokonstriktorischen Medtomit einer Elgyvon -6+2 log mol und
einen Bolus von 10 mol ergab sich folgende Reihenfolge: Uridin (SthéHg) >
Methylguanidin-HCI (38,7 mmHg) > 1-Methyladenos82(3 mmHg) > Phenol (14,2 mmHg)
> p-Kresol (4,0 mmHg). Die dilatatorische Wirkurgsgfolge lautet: p-Kresolsulfat
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(-26,0 mmHg) > Kaliumindoxylsulfat (-24,9 mmHg) > y#tochinon (-16,9 mmHg) >
Harnstoff (-0,6 mmHg).

Zusatzlich wurden fur die Nukleoside 1-Methyladenpdviethylguanidin-HCI und Uridin
pharmakologische Rezeptoruntersuchungen durchdefuhiDiese  zeigten  fir
1-Methyladenosin und Uridin, dass die vasokongirikthe Wirkung an der isolierten
perfundierten Rattenniere lberwiegend UberR&zeptoren vermittelt wird. ;FRezeptoren
scheinen hingegen nicht an der vasokonstiktorisééigkung dieser uramischen Mediatoren
beteiligt zu sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass uramistdaiatoren durch Einflussnahme auf die
GefalRregulation einen Beitrag zu kardiovaskularerkraBkungen bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz leisten. Durch efiessammenfihrung dieser Ergebnisse mit
weiteren bereits ausgefihrten und noch geplamtgitro Experimente an verschiedenartigen
Enzymsystemen, Zellarten und Organsystemen besteht die Mdoglichkeit, besonders
unvorteilhafte urédmische Mediatoren zu identifierer Das erweiterte Verstandnis der
Wirkungsweisen uramischer Mediatoren tragt so dazeay Behandlungen von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz zielgenauer zu mached Begleiterscheinungen wie die

kardiovaskuléaren Erkrankungen zu minimieren.
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8 Abklrzungen

5-HT Serotonin

a,p-meATP alpha,beta-methylen-Adenosin-5'-triphosphat
A Adenosinrezeptor

ACE engl.: Angiotensin Converting Enzyme
ADMA asymmetrisches Dimethylarginin

AG Arbeitsgruppe

AM Adrenomedullin

Angll Angiotensin I

ANP Atriales natriuretisches Peptid

Ap4 Adenosin-5’-tetraphosphat

AT Angiotensinrezeptor

ATP Adenosin-5-triphosphat

B Bradykininrezeptor

BNP engl.: brain natriuretc peptid

ce* Kalzium

Cbfal engl.: core binding factor alpha 1
cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
CGRP Calcitonin gene-related peptid

Crax hdchste je gemessene uramische Konzentratigeweiligen Substanz
CNI chronische Niereninsuffizienz

CNP C-Typ natriuretisches Peptid

CGO, Kohlendioxid

CRP C-reaktives-Protein

D Dopaminrezeptor

DHET Dihydroxyeikosatriensaure

DNP Dendroaspis-Typ natriuretisches Peptid
DP Prostaglandin D Rezeptor

DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine

EDso-Wert  Substanzmenge, die bendtigt wird um 50% dasgiiMalausschlags zu
erreichen

EDHF engl.: Endothelium-derived hyperpolariziagtor
EDRF engl.: endothelium derived relaxing factor
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EET
EP

ET
EUTox

GFR

HCI
HDL
HSE
ICAM-1
IDL

K*
KCI
K/DOQI
kDa
KH.PO,

MDRD
MgCl,
MGP
min

ml
mmHg
mmol

Epoxyeikosatriensaure

Prostaglandin E Rezeptor

Endothelin

engl.: European Uremic Toxins Work Group
Gramm

glomerulare Filtrationsrate
Histaminrezeptor

Chlorwasserstoff

engl.: High-Density-Lipoprotein-Cholesterin
HUGO SACHS ELETRONIK

engl.: Inter-Cellular Adhesion Molecule-1
engl.: Intermediate-Density-Lipoprotein-Chslerin
internationale Einheit

Immunglobulin

Prostaglandin | Rezeptor

Kalium

Kaliumchlorid

engl.: Kidney Disease Outcome Quality Irtitre
Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Kilogramm

Liter

engl.: Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin
Logarithmus

Leukotrien

Muscarinrezeptor

Quadratmeter

engl.: Modification of Diet in Renal Disease
Magnesiumchlorid

Matrix-Gla-Protein

Minute

Milliliter

Millimeter Quecksilbersaule

Millimol
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ul

MPO
Na'
NapHPO,
NaCl
NAD(P)H
NaH,PO,
NaHCG;
NECA
NGFN
NK

NKF
NaNs
NO
NPR
NPY

O

OAT

P

P

PBS
PO,

PR

PTH
PTHR
PTHIP
QALY
R-PIA
RAA
SDMA
SEM

™
TNFa
TP

mykroliter

Myeloperoxidase

Natrium
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenkarbonat
5°-N-ethylcarboxamidoadenosin
Nationales Genomforschungsnetz
Neurokininrezeptor

engl.: National Kidney Foundation
Natriumazid

Stickstoffmonoxid
Natriuretischer Peptidrezeptor
Neuropeptid Y

Sauerstoff

organische Aniontransporter
para

Purin-Rezeptor

Phosphatpuffer

Phosphat

Pyrophosphat

Parathormon
Parathormonrezeptor
Parathormon &hnliches Protein
gualitatsbereinigtes Lebensjahr
(R)IN6-phenylisopropyladenosin
Renin-Angiotensin-Aldosteron
symmetrisches Dimethylarginine
engl.: standard error of the mean
engl.: Trademark

Tumor Nekrose Faktor alpha
Thromboxanrezeptor



Abkirzungen

75

UpaA

Vv
VCAM-1
VIP

VR

Uridin adenosin tetraphosphat
Vasopressinrezeptor

engl.: vascular cell adhesion molecule-1
Vasoaktives intestinales Peptid
Vanilloidrezeptor



9 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichemn@ein in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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