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1 Einleitung

Die Aufrechterhaltung der Hombostase des menschlichen Wasser- und
Elektrolythaushalts ist ein komplexer und lebensnotwendiger Vorgang. Im taglichen
Leben kénnen stédndig Aspekte der Nierenphysiologie am eigenen Leib beobachtet
werden. An heiBen Sommertagen verliert man Uber die Haut Flissigkeit, sodass wenig
und stark konzentrierter Urin die Folge ist. Andererseits flhrt eine erh6hte Trinkmenge
zur Produktion von groBen Volumina hellen, wenig konzentrierten Urins. Dass die
Regulierung dieser scheinbar einfachen Vorgange dennoch hoch kompliziert ist, Iasst
sich aus der Vielzahl der daran beteiligten Organe sowie aus der Aktivierung der
unterschiedlichen hormonellen Regelkreise ableiten.

Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es, den Einfluss exogener Glucocorticoide
auf diese fein abgestimmten Regulationsmechanismen zu untersuchen. Der Fokus liegt
dabei auf dem Antidiuretischen Hormon (ADH) und den Konsequenzen einer
Suppression von ADH fir die Aufrechterhaltung der Homdostase des Wasserhaushalts.
Eine zentrale Rolle spielt in diesem Zusammenhang Aquaporin-2 (AQP2), das
maBgeblich an der renalen Wasserriickresorption beteiligt ist und dessen alternativen
Aktivierungswege hier von Interesse sind.

In diesem Abschnitt erfolgt zunachst eine allgemeine Einfliihrung in die Thematik mit
Wirdigung und kritischer Einschatzung des aktuellen Wissensstandes. Zu Beginn
werden die Synthese und vielféltigen Wirkungen von ADH, die molekularen Grundlagen
der ADH-vermittelten Signaltransduktion sowie die Interaktion von ADH mit
Glucocorticoiden thematisiert. Daran anknipfend wird aufgezeigt, dass es Hinweise far
ADH-unabhangige Mechanismen der renalen Wasserrlickresoprtion gibt, sodass am
Ende dieses Kapitels die konkrete Fragestellung dieser Arbeit und die Motivation fir die
Durchfuhrung hergeleitet werden kdnnen. Die methodischen Details der durchgeflihrten
in vivo Probandenstudie sowie der laborchemischen Untersuchungen werden im
anschlieBenden Abschnitt erlautert.

Im dritten Teil dieser Arbeit werden die Ergebnisse prasentiert und dann im vierten
Abschnitt ausfihrlich im Kontext der aktuellen Literatur diskutiert und eingeordnet.
Zusétzlich werden die Limitationen aufgezeigt. AbschlieBend findet sich eine
Zusammenfassung der vorliegenden Forschungsarbeit mit einer Kurzcharakterisierung

der zentralen Ergebnisse.



1.1 Ursprung und Synthese von Vasopressin

Das Hormon 8-Arginin-Vasopressin (ADH) ist ein Nonapeptid, das Uberwiegend in
magnozellularen Neuronen der hypothalamischen Nuclei paraventricularis (PVN) und
supraopticus (SON) synthetisiert wird. Bei der enzymatischen Prozessierung von ADH
aus einem deutlich gréBeren Praprohormon (pro-ADH) entstehen dquimolare Mengen
des Tragerproteins Neurophysin 2 und des Glykopeptids Copeptin '. Die Rolle dieser
beiden Proteine ist noch nicht vollstandig geklart, aber es wurde gezeigt, dass sie flr
das Verpacken in neurosekretorische Vesikel, den anschlieBenden Transport sowie fir
die richtige Faltung des Nonapeptids unerldsslich sind 2. In diesem Zusammenhang
vermuteten Barat et al. ® den durch verschiedene Gendefekte bedingten Mangel an
Copeptin und die daraus resultierende fehlerhafte Faltung des Vasopressins als eine
Ursache des zentralen Diabetes insipidus. Der weitaus grdBte Teil des hypothalamisch
synthetisierten Vasopressins gelangt direkt Uber axonalen Transport der Neurone in
den Hypophysenhinterlappen, wo es gespeichert und bei entsprechenden Stimuli wie
Hyperosmolaritdt des Plasmas, Hypotension oder Hypovolamie ins Blut sezerniert

*. Ein wesentlich kleinerer Anteil ist nicht fiir die Wirkung in der Peripherie

wird
vorgesehen, sondern verbleibt als Neuromodulator innerhalb des zentralen
Nervensystems.

Zwar konnte gezeigt werden, dass einige der magnozelluldren Neurone des PVN und
SON iber die Eminentia mediana Vasopressin direkt in das Pfortadersystem der
Hypophyse sezernieren, dennoch wird der Uberwiegende Anteil des intracerebral
verbleibenden Vasopressins in anderen Neuronen synthetisiert. Eine wichtige Rolle
spielen in diesem Zusammenhang die parvozellularen Anteile des PVN, die zu den
PortalgeféaBen, zum Hirnstamm und zum Ruckenmark projizieren. Von dort finden sich
Vasopressin-transportierende Fasern mit Verbindung zum Hippocampus, der
Area-Broca, dem Locus coeruleus und den motorischen Kerngebieten des Nervus
vagus°.

Aber nicht nur im Hypothalamus wird Vasopressin exprimiert, sondern in sehr
unterschiedlichen Teilen des GroB- und Kleinhirns, wie Hallbeck et al. ® anhand des
Nachweises von entsprechender messenger-RNA (mMRNA) an Mausen zeigen konnten.
Im Bereich der Stria terminalis und des Corpus amygdaloideum konnten sie
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Vasopressin-Expression zeigen, die sich
jedoch nicht in allen Spezies finden. De Vries et al. ” zeigten, dass insbesondere in



diesen Hirnarealen die Vasopression-Expression stark durch  gonadale
Hormonsekretion beeinflusst wird und eine Gonadektomie zu zentral reduziertem
Vasopressin fuhrt. Hervorzuheben ist, dass diese Unterschiede nicht flr die durch
magnozelluldre Neurone der PVN und SON innervierten Gebiete gelten 8.

Das Neuropeptid Vasopressin findet sich also sowohl in der Peripherie, wohin es
vorwiegend Uber die zur Neurohypophyse projizierenden Axone der magnozellularen
Hypothalamuskerne gelangt, als auch an verschiedenen Orten innerhalb des zentralen
Nervensystems. An letztere gelangt es durch Projektion aus den parvozellularen
Kernen des Hypothalamus, wird aber dariber hinaus jeweils lokal synthetisiert. Die

intracerebrale Ausschuttung erfolgt teilweise geschlechtsspezifisch.

1.2 Wirkungen von Vasopressin

Seit den 50er Jahren des letzen Jahrhunderts, seit Vigneaud und seinen Kollegen die
Isolation des Vasopressins gelang °, sind sukzessive weitere periphere und zentrale
Funktionen dieses Hormons gezeigt worden.

Die beiden Schlisselfunktionen dieses Neuropeptids werden augenscheinlich, wenn
man sich die synonymen Bezeichnungen Vasopressin und Antidiuretisches Hormon vor
Augen flhrt: die Vasokonstriktion der groBen KapazitatsgeféaBe (Vasopressin) und die
renal vermittelte Antidiurese (ADH). Neben diesen beiden Schlisselfunktionen wird
ADH zunehmend mit anderen Aufgaben im Organismus in Verbindung gebracht.
Wichtig ist hier die Beteiligung von ADH an der Regulierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA), wo es die Ausschittung des
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) stimuliert '°. Dabei potenziert ADH die Wir-
kungen des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) ''. Zunehmend grdéBeres Interesse
wird den Funktionen von ADH im Metabolismus entgegengebracht, wo es die Freiset-
zung von Insulin und Glukagon und den Katabolismus von Proteinen stimuliert ' 12,
Vielfaltig sind die Einfliisse von ADH bei der Regulierung von Sozialverhalten zwischen
Individuen einer Spezies, hier meist im Zusammenspiel mit Oxytocin, dem zweiten
neurohypophysaren Hormon . So konnte an verschiedenen Tiermodellen der Einfluss
von ADH auf die Paarbildung ', den Mutterinstinkt '® oder die Modulation von

1

aggressivem sowie angstlichem Verhalten ' gezeigt werden. Ankniipfend an die

Arbeiten mit Nagetieren '°, konnte inzwischen am Menschen ebenfalls ein

Zusammenhang zwischen dem fir den Vasopressin-1a-Rezeptor kodierenden Gen und



dem Paarbildungsverhalten gezeigt werden . Der beobachtete Zusammenhang lieB
sich jedoch nur bei Mannern und nicht bei Frauen nachweisen. Interessant sind auch
Arbeiten UOber Vasopressin, die sich mit der Frage beschaftigen, warum manche
Spezies monogam (ca. 5 %) und andere polygam leben '°.

Bereits 1965 wurde ADH in Zusammenhang mit Lern- und Gedachtnisleistungen
gebracht. Ein Review von de Wied ?° gibt dariiber einen guten Uberblick und bildet
vermutlich gleichzeitig das Fundament fir den Einsatz von Neuropeptiden in der
Alzheimer-Therapie ?'. Das soziale Gedachtnis sowie die komplizierten Mechanismen
der sozialen Erkennung und Anerkennung einer Spezies werden ebenfalls von ADH-
vermittelt 2. Diesen Einfluss ibt ADH vermutlich lber das olfaktorische System aus .

Thompson et al. 2

konnten an menschlichen Probanden ADH-abhangige
geschlechtsspezifische Modulation von nonverbalen Reaktion zeigen. ADH beeinflusst
auch psychiatrische Phanomene wie Depressionen oder Angst, wie erfolgreiche

Therapieversuche mit ADH-Antagonisten zeigten ?°.

1.3 Vasopressin am Rezeptor

Die physiologischen Effekte von Vasopressin werden Uber die Rezeptorsubtypen V1R
und V2R vermittelt, die beide an ein G-Protein (GTP-bindendes Protein) gekoppelt sind
und sich an der Zelloberflache befinden %°.

Der in dieser Arbeit zentrale V2R findet sich Gberwiegend in der Niere, genauer in den
Prinzipalzellen des Sammelrohrs sowie in den Epithelzellen der Pars recta des distalen
Tubulus (TAL) aber auch im Innenohr ?’. Uber G-Proteine aktiviert er die
membranstandige Adenylatcyclase, was in einem zytoplasmatischen Anstieg von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) resultiert. Dieser cAMP-Anstieg bewirkt die
Aktivierung von Proteinkinase A (PKA) und Uber verschiedene Phosphorilierungen den
Einbau von praformierten, hochspezifischen Wasserkandlen (Aquaporinen) in die
apikale Zellmembran der Prinzipalzellen des Sammelrohrs 28, Durch die Identifizierung
dieser Aquaporine, insbesondere AQP2, konnten die Konzentration des Urins sowie die
Regulierung der Plasmaosmolalitét inklusive der damit verbundenen Vorgange auf
zellularer und molekularer Ebene besser verstanden werden. Die intrazellulare
Translokation von AQP2 geschieht innerhalb weniger Minuten. In Experimenten mit
Zellen aus Rattennieren konnte bereits 2 Minuten nach Applikation von ADH die
Relokation von AQP2 in die Zellmembran gezeigt werden. Ein Maximum der AQP2-



Relokation wurde 10 min nach Zugabe von ADH beobachtet 2°. Zusétzlich wurde ein
langfristig induktiver Effekt von Vasopressin auf die AQP2-Synthese beschrieben *°.

An der Regulierung der Plasmaosmolalitat ist ADH einerseits Uber die Regulierung von
AQP2 beteiligt, andererseits fordert es die Expression des Na-K-2Cl-Kotransporters im
TAL. Durch letzteres scheint ADH direkten Einfluss auf die Konzentrierung des Harns
mittels des Gegenstromprinzips zu nehmen 3'. Bei Nagetieren konnte eine innerhalb
von Sekunden bis Minuten einsetzende Vasopressin-vermittelte Steigerung der NaCl-
Absorption im TAL demonstriert werden %2, Uber einen weiteren Mechanismus konnte
zusatzlich der Einfluss von ADH auf die Ausscheidung von Harnstoff gezeigt werden 2.

Neben den vorwiegend renalen V2R unterscheidet man beim V1R weiter zwischen
ViaR und V1bR. Der V1aR ist ubiquitéar, jedoch vorwiegend in der GefaBmuskulatur,
den Hepatozyten, den Zellen der Makula densa und Thrombozyten lokalisiert ** 3. Der
Vi1bR (syn. V3R) wurde in der Adenohypophyse, dem Pankreas sowie im weiBem

t 17 35 12 Beide funktionieren lber eine Aktivierung von

Fettgewebe identifizier
Phospholipase C. Masutani et al. *® konnten zeigen, dass es {iber den V1aR zu einem
Anstieg des durchschnittlichen arteriellen Blutdrucks und des Herzminutenvolumens
kommt. Sie vermuteten, dass diese Aktivitdt durch den konsekutiven Anstieg von
zytoplasmatischem Ca®" nach Aktivierung von Phospholipase C und Inositoltriphosphat
(IP3) vermittelt wird und Vasopressin so den Effekt von Noradrenalin auf das Myokard
und das GefaBsystem potenziert.

Uber den V1R ist ADH in die Kontrolle der hypothalamisch-hypophysaren Achse
einbezogen. Zentral konnten V1bR im Hypophysenvorderlappen lokalisiert werden,
woriiber nachweislich die Freisetzung von ACTH stimuliert wird . In der Nebenniere
selbst finden sich V1aR, die eine Steroidsekretion bewirken. Der direkte Einfluss von
ADH auf die Sekretion von Aldosteron in der Zona glomerulosa sowie von
Glucocorticoiden in der Zona fasciculata konnte flr verschiedene S&ugetiere gezeigt
werden ®. Es gibt Hinweise dafiir, dass die in der Niere (z.B. TAL und Sammelrohr)
identifizierten V1aR ebenfalls an der Regulierung des Wasserhaushalts beteiligt sind,
allerdings ist ihre Wirkung im Detail noch nicht abschlieBend geklart **.

Eine V1bR vermittelte Stimulation der Glucagon-Sekretion durch ADH konnte in einer

39

Zelllinie von a-Pankreaszellen des Hamsters und eine Stimulation der Insulin

0

Sekretion in murinen Pankreasinseln *° nachgewiesen werden. Immunhistochemisch

wurden V1bR in humanen a- und B-Zellen des Pankreas nachgewiesen *°.

5



Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich im humanen Organismus
sowohl V1aR als auch V1bR an verschiedenen Lokalisationen innerhalb und auBerhalb
des zentralen Nervensystems befinden, wohingegen ein Vorkommen der V2R bisher
nur in der Peripherie beschrieben wurde.

1.4 Interaktion von Glucocorticoiden und Vasopressin

Die Synthese und Sezernierung von Glucocorticoiden in der Nebennierenrinde wird
Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse mittels eines negativen
Feedback-Mechanismus reguliert *'. Dabei ist eine gewisse Baseline-Versorgung des
Kérpers mit Glucocorticoiden fir die regelrechte Funktion fast aller Gewebe
unverzichtbar.

Im hypothalamischen Nucleus paraventricularis (PVN) wird das Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) sezerniert *?. AnschlieBend gelangt CRH uber die
PortalgefaBe in die Proopiomelanocortin  (POMC) Zellen des Hypophysen-
vorderlappens, wo es Uber die cAMP abhangige Proteinkinase A die Synthese von
POMC induziert, aus dem unter anderen ACTH abgespalten wird. ACTH wiederum
stimuliert in der Nebennierenrinde die Steroidhormonsynthese aus Cholesterinester.
Ferner wurde eine Stimulation des Nebennierenrindenwachstums durch ACTH
nachgewiesen *®. Die Freisetzung von CRH beruht auf Impulsen aus dem limbischen
System sowie einem negativen Feedback durch ACTH ** und der im Blut zirkulierenden
Glucocorticoide selbst *°. Zirkulierendes Glucocorticoid ist beim Menschen Cortisol und
bei Ratten und Mausen Corticosteron. Die CRH-Konzentration im Blut unterliegt
zirkadianen Schwankungen mit einem Maximum in den frilhen Morgenstunden. Stress
und die Aktivitat des Immunsystems zdhlen ebenfalls zu den wichtigen StellgréBen der
HPA“®.

Wie bereits im Abschnitt 1.2 kurz erwahnt, agieren CRH und Vasopressin synergistisch
bei der Freisetzung von ACTH. Dabei fungiert Vasopressin einerseits selbst Gber V1b-
Rezeptoren als schwaches Sekretagogum fiir ACTH, andererseits scheint seine

potenzierende Wirkung auf CRH von noch gréBerer Bedeutung zu sein, wie in vitro*" %8

und in vivo an Ratten *

gezeigt werden konnte. Vasopressin, das im
Hypophysenvorderlappen im Zusammenspiel mit CRH die Sekretion von ACTH
stimuliert, wird gemeinsam mit CRH in denselben parvozellularen neurosekretorischen

Anteilen des PVN synthetisiert. AnschlieBend gelangt es Uber dieselben Axone wie



CRH Uber die externe Zone der Eminentia mediana ins portale Kapillarsystem des
Hypophysenvorderlappens ** *°. Bei Mausen konnte gezeigt werden, dass alle CRH
synthetisierenden Zellen des PVN ebenfalls ADH enthalten, wohingegen bei Ratten nur
bei ca. der Halfte aller CRH-synthetisierenden Perikarien ADH nachgewiesen werden
konnte °'.

Dartber, ob die magnozellularen Anteile des PVN und SON ebenfalls Vasopressin fur
die Wirkung im Hypophysenvorderlappen synthetisieren und somit Einfluss auf die
Regulierung der HPA haben, gibt es nur wenige Arbeiten, die zu verschiedenen

Ergebnissen kommen °' ™

. Dies mag daran liegen, dass diese Unterscheidung
methodisch eine groBe Herausforderung darstellt, da die verschiedenen
neuroanatomischen Strukturen sehr dicht beieinander lokalisiert sind. In in vivo Studien
hat sich auBerdem gezeigt, dass die Versuchstiere nach Méglichkeit nicht anasthesiert
werden sollten, aber gleichzeitig mdglichst wenig Stress haben dlrfen, was weitere

Schwierigkeiten mit sich bringt *2.

Die meisten Arbeiten befassen sich im Zusammenhang mit dem Zusammenspiel von
Glucocorticoiden und Vasopressin mit der Bedeutung von Vasopressin flr die ACTH-
Sekretion und damit mit dem Einfluss von Vasopressin auf die Sekretion von Cortisol in
der Nebennierenrinde. Es konnte gezeigt werden, dass Cortisolmangel im Plasma zu
einer verstarkten ADH-Sekretion in der Hypophyse fiihrt °®. Dabei sind die Einfliisse von
ADH und CRH auf die ACTH-Sekretion sehr unterschiedlich. Canny et al. ** konnten
zeigen, dass ADH zu einer Erhéhung der Anzahl sekretorischer Zellen flhrt,
wohingegen CRH die ACTH-Ausschittung pro Zelle steigert. Ebenfalls gut untersucht
ist der Anstieg von ADH-Synthese und Sekretion unter Glucocorticoidmangel, der
beispielsweise im Zusammenhang mit einer Hypophysenunterfunktion auftritt. Bei
Patienten mit Hypophysenunterfunktion und resultierendem Glucocorticoidmangel
wurde trotz niedriger Plasmaosmolalitédt ein signifikant erhdéhtes Plasma-Vasopressin
beobachtet *°. Unter exogener Zufuhr von Glucocorticoiden normalisierten sich die
ADH-Werte und eine zuvor klinisch imponierende Hyponatriamie konnte so erfolgreich

therapiert werden °°.

Watts °® weist in seiner Ubersichtsarbeit darauf hin, dass die seit Jahren in der Literatur
fest verankerte Theorie von einer einfachen negativen Feedback-Kopplung zwischen
Glucocorticoiden und deren Sekretionsstimuli CRH und ADH wahrscheinlich nicht



uneingeschrankt in allen Situationen gultig ist. Er betont, dass der Unterschied
zwischen Gen-Expression, Peptidsynthese und Peptidfreisetzung nicht auBer Acht
gelassen werden darf. Zwar konnte Watts zeigen, dass zirkulierende Glucocorticoide
die ADH-Gentranskription schnell und direkt reduzieren, doch trifft er diese Aussage
ausschlieBlich fur die parvozellularen Anteile der PVN. Seine Aussage ist konsistent mit
anderen Tierexperimenten an Ratten, wo nach Adrenalektomie wiederholt ein Anstieg
von ADH-mRNA und Peptidexpression in den parvozelluldaren neurosekretorischen
Neuronen gezeigt werden konnte °” °® >°_ Spater konnten Kovacs et al. ® zusétzlich an
adrenektomierten mannlichen Ratten einen Anstieg von ADH-hnRNA in den
parvozellularen Anteilen des PVN zeigen, der durch die Substitution mit Corticosteron

supprimiert werden konnte.

Es kann folglich als gesichert angenommen werden, dass der negative Feedback des
Cortisols, der sowohl fiur CRH im Hypothalamus als auch fir ACTH im
Hypophysenhinterlappen gezeigt werden konnte *°, ebenso fiir die vasopressinergen
parvozellularen Anteile des PVN gilt. Inwieweit sich dieser negative Feedback-
Mechanismus analog auf die magnozellularen Vasopressin synthetisierenden Neurone
Ubertragen lasst, bleibt in der Literatur weiterhin unklar.

% in ihrer oben zitierten Studie an

Beispielsweise konnten Kovacs et al.
adrenalektomierten Ratten keinen Anstieg der ADH-hnRNA auf Stimulation mit Stress in
den magnozellularen Anteilen des PVN, SON oder des Nucleus suprachiasmaticus
(SCN) nachweisen. Zu etwas anderen Ergebnissen kommen Davis et al. ', die
ebenfalls mit adrenalektomierten Ratten arbeiteten und einen Anstieg von ADH-mRNA
in den parvozellularen sowie magnozellularen Neuronen des PVN zeigen konnten.
Wourden diese Ratten zuvor mit dem Glucocorticoid Dexamethason behandelt, blieb der
Anstieg aus. Ebenfalls kein Anstieg von ADH-mRNA wurde im SON und SCN
beobachtet.

In einer in vitro durchgeflihrten elektrophysiologischen Arbeit mit Neuronen des PVN
von Ratten wurde nach Applikation von Corticosteron und/ oder Hydrocortison eine
Inhibition von 58 % der magnozelluldren vasopressinergen Neurone beobachtet 2.
Allerdings wurden auch in dieser Arbeit lediglich die magnozellularen Anteile des PVN

und nicht die magnozellularen Gebiete des SON und SCN untersucht.



Erkut et al. % zeigten die beschriebenen Feedback-Effekte auf hypothalamischer Ebene
erstmals am Menschen. Post mortem verglichen sie mittels Immunhistochemie die
ADH-Expression im PVN und SON von pramortal mit Corticosteroiden behandelten
Patienten und Kontrollen. Die ADH-Menge betrug bei den unter Glucocorticoidtherapie
verstorbenen Patienten nur 31 % der ADH-Menge in der Kontrollgruppe. Allerdings
weisen die Autoren darauf hin, dass sie keine Unterschiede zwischen magno- und
parvozellularen Neuronen treffen konnten. Eine solche Unterscheidung ist schwer, da
im menschlichen Hypothalamus - im Gegensatz zur Ratte - anatomisch keine raumliche
Trennung zwischen beiden Zellpopulationen des PVN besteht.

Am Menschen durchgefiihrte in vivo Studien, die den Einfluss von exogenem
Glucocorticoidexzess auf die Plasma-ADH-Konzentrationen und die daraus
resultierenden Auswirkungen auf den Wasserhaushalt, den GefaBtonus, die HPA-

Regulierung, den Metabolismus oder die Psyche analysieren, gibt es nur wenige.

Erstmals konnte 2006 in Klinik fir Endokrinologie, Diabetes und Erndhrungsmedizin

. % in einer Kklinischen Studie an

(Charité — Universitatsmedizin Berlin) von Béahr et a
sieben gesunden mannlichen Probanden der hemmende Einfluss von exogenem
Glucocorticoidexzess auf das Plasma-ADH gezeigt werden. In derselben Arbeit wurde
ebenfalls gezeigt, dass es trotz des supprimierten ADH nicht zu einer Polyurie im Sinne
eines Diabetes insipidus centralis kam. Wahrend des Durstens blieb die renale
Wasserrlickresorption und damit die adaquate Urinkonzentration erhalten.

Eine Erklarung fur die Mechanismen, die einer erhaltenen Wasserrtckresorption unter

supprimiertem ADH zugrunde liegen ist, in der Literatur bis jetzt nicht beschrieben.

1.5 ADH-unabhangige Mechanismen der renalen
Wasserruckresorption

Wie im vorangegangenen Abschnitt hergeleitet, gibt es Hinweise auf die Existenz
alternativer und weitgehend ADH-unabhangiger Mechanismen der renalen
Wasserriickresorption. Grundséatzlich stellt sich die Frage, inwieweit solche alternativen
Mechanismen abhangig oder unabhangig von AQP2-Wasserkanélen sind.

Erste Anhaltspunkte fiir die Existenz von ADH-unabhangiger AQP2-Translokation
wurden in in vitro Studien gefunden. Beispielsweise konnte in Zellkulturen aus
Rattennieren demonstriert werden, dass eine 24-stindige Erhéhung der effektiven



extrazellularen Osmolaritat (Tonizitdt) zu einer signifikanten Steigerung der AQP2-
Expression in Abwesenheit von ADH mittels Stimulation von AQP2-Gen-Transkription
fihrt %. In Zellkulturen muriner medullarer Sammelrohrzellen konnte ebenfalls nach
osmotischer Stimulation eine Steigerung des Einbaus von AQP2 in die apikale
Zellmembran beobachtet werden . Diese in vitro Arbeiten lieBen also vermuten, dass
Hyperosmolalitait auch in vivo ein ADH-unabhangiger Mechanismus der AQP2-
Aktivierung und damit der Wasserrlckresorption sein kénnte, was zu Tierexperimenten
an Brattleboro-Ratten veranlasste. Brattleboro-Ratten wurden 1965 entdeckt und leiden
aufgrund einer Nukleotid-Deletion im zweiten Exon des ADH-NPII-Gens unter einem
absolut ADH-defizienten autosomal-rezessiven Diabetes insipidus centralis ¢”. Obwohl
Unterschiede zum humanen Diabetes insipidus centralis bestehen, der Gberwiegend
autosomal dominant vererbt wird und sich meist erst in den ersten Lebensjahren
manifestiert, eignen sich Brattleboro-Ratten gut als Model, um die zellularen Effekte von
ADH zu studieren. Erstaunlicher Weise wurde in Brattleboro Ratten dennoch
immunhistochemisch die Existenz von AQP2 nachgewiesen, wenn auch vermindert im
Gegensatz zu Kontroligruppen .

Li et al. ® konnten in vivo an Brattleboro-Ratten zeigen, dass durch Hyperosmolalitat
eine ADH-unabhéangige Steigerung der Expression sowohl von renalem AQP2 als auch
von renalen Na-K-2Cl Cotransportern induziert wird. Ebenfalls kam es zu einem Anstieg
der Urinosmolalitdt. Ob die Hyperosmolalitdt durch Glucose- oder NaCl-Infusionen
hervorgerufen wurde, spielte dabei keine Rolle. Allerdings kommt eine andere
Arbeitsgruppe, die ebenfalls in vivo mit Brattleboro-Ratten gearbeitet hat, zu teilweise
widersprichlichen Ergebnissen. Zwar konnten sie wahrend 12-stiindigen Durstens
ebenfalls einen Anstieg der Urinosmolalitat registrieren, doch blieb ein Anstieg von
AQP2-mRNA in den Sammelrohrzellen aus ™.

Ob der AQP2-Einbau alleine durch lokale osmotische Stimulation hervorgerufen werden

kann, wird sich in dieser humanen in vivo Arbeit nicht Gberprifen lassen.

Eine ganzlich andere Hypothese zur ADH-unabhangigen Wasserrickresorption kann
aus Arbeiten mit dem Mineralocortocoid Aldosteron abgeleitet werden. Schon lange gibt
es konkrete Hinweise darauf, dass es nicht-genomische Effekte dieses Hormons gibt.
Uber die Bindungsstirke (65 pN) konnte ein membranstindiger Mineralocortocoid-
Rezeptor nachgewiesen werden, der allerdings noch nicht eindeutig identifiziert ist ”".
Bereits 2002 konnte an enthommenen Zellen von Rattennieren gezeigt werden, dass
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Aldosteron im IMCD (inner medullary collecting duct) zuséatzlich zur klassischen

genomischen Aktivierung der Natriumreabsorption "

auch einen schnellen, nicht
genomischen Einfluss auf die Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration in der
IMCD Zellen hat. . Durch Zugabe von Aldosteron konnte innerhalb von 4 Minuten eine
signifikante Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration registriert werden.
Erfolgte die Zugabe von Aldosteron in Kombination mit ADH, so wurde die vorher bei
alleiniger Zugabe von ADH gemessene cAMP-Erhéhung in Anwesenheit von
Aldosteron potenziert. Dieser Effekt des Aldosterons konnte weder durch den
klassischen Mineralocortocoid-Rezeptor-Antagonisten  Spironolacton noch durch
Zugabe von V1R- und/oder V2R-Antagonisten blockiert werden. Die Insertion von
AQP2 in die apikale Zellmembran nach Aktivierung von V2R durch ADH wird ebenfalls
Uber eine Erhéhung von intrazellularem cAMP vermittelt, wie bereits im Abschnitt 1.3
erlautert wurde. Daher kann vermutet werden, dass Aldosteron entweder génzlich
unabhangig von ADH an der Insertion von AQP2 beteiligt ist oder zumindest bei
relativem ADH-Mangel substituierend wirkt. Ein weiteres indirektes Indiz flr die
mogliche Kompensation von ADH durch Aldosteron findet sich in einer etwas alteren
Arbeit zu osmotischer Stimulation von Brattleboro-Ratten. Es wurde gezeigt, dass
Brattleboro-Ratten im Vergleich mit einer Kontrollgruppe nach Applikation von
Isoproterenol, das eine Reninfreisetzung und damit Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) induziert, signifikant weniger trinken als in der
Kontrollgruppe "*. Zwar wurden in dieser Arbeit weder Vasopressin-Spiegel noch AQP2-

Insertion bestimmt, dennoch kann ein Aldosteron vermittelter Effekt vermutet werden.

Auch wenn die Details des ADH-vermittelten Einbaus von AQP2 in die apikale
Zellmembran von Sammelrohrzellen noch nicht vollstandig verstanden sind, so gilt nach
Aktivierung des membranstandigen V2R der cAMP-Anstieg mit konsekutiver Aktivierung

256

der PKA und resultierender Phosphorilierung von AQP2 an Ser als gesichert. In

diesem Zusammenhang konnte wiederholt gezeigt werden, dass dabei die

256 antscheidend fiir die Akkumulation von AQP2 in der

Phosphorilierung am Ser
apikalen Zellmembran ist ”°. Unklarheit besteht dariiber, ob die Phosphorilierung die
Translokation von AQP2 induziert, oder beispielsweise die Endocytose von bereits
eingebautem AQP2 blockiert und so zu einer Akkumulation von AQP2-Molekilen
fihrt "°. Bouley et al. 2 haben gezeigt, dass die essentielle Phosphorilierung von Ser?*®

alternativ zu cAMP durch eine cGMP-vermittelte Signalkaskade induziert werden kann.
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In in vitro Versuchen an Rattennieren zeigten sie, dass ein cGMP-abhangiger und
cAMP-unabhangiger Einbau von AQP2 mdglich ist, der nicht Gber Aktivierung der PKA
sondern mittels Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) vermittelt wird. In der gleichen
Arbeit demonstrierten sie, dass diese cGMP-abhangige Translokation von AQP2 durch
Stickstoffmonoxid (NO) oder durch das Atriale Natriuretische Peptid (ANP) vermittelt
werden kann. In einer Anschlussarbeit derselben Arbeitsgruppe wurde in Abwesenheit
von ADH sowohl in vitro als auch in vivo mittels Immunfluoreszensmikroskopie die
apikale Akkumulation von AQP2 nach cGMP Erhéhung durch Gabe des
Phosphodiesterase-5-Hemmers (Sildenafil) gezeigt ”’.

Aber auch die Inhibition der renalen Prostaglandin E2 —Synthese (PGE2) kdnnte im
Falle eines durch Glucocorticoide supprimierten ADH von zentraler Bedeutung flr die
erhaltene Wasserrlickresorption sein. ADH stimuliert die Bildung von PGE2 in der
Niere. In ADH-defizienten Brattleboro-Ratten findet sich ein signifikant niedrigeres
PGE2 als in Kontrollgruppen 8. Eine extrem hohe PGE2-Ausscheidung im Urin zeigen
dagegen Patienten mit nephrogenem Diabetes insipidus, der durch ein defektes AQP2
und konsekutiv erhdhte ADH-Plamaspiegel gekennzeichnet ist . Gleichzeitig gibt es
Hinweise darauf, dass ADH durch PGE2 auf verschiedenen Wegen antagonisiert wird.
So kann PGE2 nach Bindung an den EP3-Rezeptor zum einen die V2R-abhangige
cAMP-Erhéhung inhibieren, sowie alternativ Uber die Aktivierung von Rho mit
nachfolgender Actin-Polymerisation die Translokation von AQP2 verhindern . Auch
konnte gezeigt werden, dass PGE2 die Entfernung von AQP2 aus der Zellmembran
férdert, ohne dass AQP2 dafiir zwangslaufig dephosphoryliert werden muss 8'.

Prostaglandine werden enzymatisch aus Phospholipiden der Zellmembran synthetisiert.
Ein zentraler Schritt ist dabei die Umwandlung von Arachidonsaure in Prostaglandin H2,
woraus wiederum andere Prostaglandine hervorgehen. Fir diese Umwandlung ist das
Enzym Prostaglandin-H-Synthase (PGHS) verantwortlich, welches sowohl eine Cyclo-
oxygenase-2 (COX-2) als auch eine Peroxidaseaktivitat besitzt. Wird mittels nicht-
steroidaler Antirheumatika (z.B. Indometacin) die COX-2-Aktivtat der Prostaglandin-H-
Synthase durch Acetylierung irreversibel inhibiert, kommt es zu einer Steigerung der
Antidiurese in dehydrierten Ratten und einer Hochregulierung der V2R-mRNA #. In
gesunden Menschen resultiert die Einnahme von Indometacin und damit die Inhibition
der PGE2-Synthese in einer gesteigerten Ausscheidung von AQP2 im Urin 3. Eine
COX-2-Inhibierung durch das Glucocorticoid Corticosteron wurde in der Ratte
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gezeigt 2. Im Urin werden keine vollstdndigen Aquaporin-2-Molekiile ausgeschieden,
sondern nur Teile des Molekils. Korrekter ist es folglich von urinary-AQP2 (u-AQP2) zu
sprechen. In dieser Arbeit wird daher u-AQP2 verwendet, wenn explizit von den im Urin
gemessenen Werten fir AQP2 die Rede ist.

Beim Menschen kdnnte die Suppression der lokalen Synthese von PGE2 unter
Glucocorticoiden dazu beitragen, dass trotz supprimiertem Plasma-ADH die Antidiurese

aufrecht erhalten werden kann.

1.6 Fragestellung

Cortisolmangel im Plasma resultiert in schwerer Hyponatridmie, die mit einem erhdhten
Plasma-ADH-Spiegel einhergeht und sich unter Substitution mit exogenen
Glucocorticoiden normalisiert *> . Umgekehrt konnte am Menschen gezeigt werden,
dass exogener Glucocorticoidexzess zu einer tonischen ADH-Suppression fiihrt ®.
Trotz des signifikant reduzierten Plasma-ADH-Spiegels kam es bei den Probanden
eben dieser Studie nicht zu einer Polyurie im Sinne eines Diabetes insipidus centralis,
sondern die adaquate renale Urinkonzentration wahrend des Durstens blieb erhalten.

An die beobachtete ADH-unabhangige Wasserlckresorption galt es in der vorliegenden
Forschungsarbeit anzuknipfen. Sie wurde dafiir mit doppelter Zielsetzung durchgefihrt.
Zunachst sollte das oben beschriebene Phadnomen der ADH-Suppression unter
Glucocorticoidexzess mit erhaltener Wasserrlckresorption an einer grdBeren
Probandenzahl in vivo erneut untersucht werden. DarUber hinaus sollten Erklarungen
fir die beobachtete ADH-unabhangige Wasserlckresorption gefunden werden. Auch
wenn in der Literatur bislang keine konkrete Erklarung fir dieses Phanomen existiert,
gibt es Hinweise auf alternative Mechanismen. Um diesen Hinweisen auf mdgliche
Mechanismen einer ADH-unabhangigen Antidiurese bestméglich nachzugehen,
konzipierten wir diese klinische in vivo Studie mit Durstversuchen an gesunden
mannlichen Probanden.

Da in diesem Zusammenhang Nierenbiopsien gesunder Probanden ethisch nicht
vertretbar waren, wurde die u-AQP2-Ausscheidung im Urin gemessen, um
Ruckschliisse auf die intrarenalen Vorgénge zu ziehen 8 8. Gleichzeitig wurden Renin,
Aldosteron und ANP aus dem Serum bzw. Plasma der Probanden bestimmt. Im Urin
war die Messung von PGE2 von zentraler Bedeutung.
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2 Methodik

Um die im vorangegangenen Abschnitt hergeleitete Fragestellung zu untersuchen,
wurde eine klinische Studie fir 12 gesunde mannliche Probanden konzipiert, die
grundsatzlich auf der Durchfihrung von standardisierten Durstversuchen (DV) nach
Diederich et al. ® basiert. Entsprechend einer bereits in der Klinik fiir Endokrinologie,
Diabetes und Erndhrungsmedizin (Charité — Universitdtsmedizin Berlin) erfolgreich
abgeschlossenen Vorstudie wurde zu Beginn jeweils ein Durstversuch ohne
Prednisoloneinnahme durchgefiihrt. Dieser wurde als basaler Durstversuch bezeichnet.
Zwei weitere Durstversuche am Tag 1 und Tag 5 der Prednisoloneinnahme (30 mg/d
tber 5 d) folgten. In Vorversuchen wurde gezeigt, dass die gewahlte Prednisolondosis
von 30 mg/d zu einer Suppression des detektierten Plasma-Vasopressins unter 4 pg/mi
fihrt ®*. Um unter in vivo Bedingungen die zugrundeliegende Fragestellung méglichst
umfassend zu beantworten, erfolgten diverse hormonelle und nicht hormonelle
Bestimmungen aus Blut und Urin der Probanden, die unten detailliert beschrieben

werden.

2.1 Aufbau der klinischen Studie

Nach Planung einer in vivo Studie mit 12 gesunden mannlichen Probanden, erfolgte die
Genehmigung durch die Ethikkommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin
(EudraCT-Studiennummer 2005-003488-22). Fir die Festlegung der GruppengrdBe auf
12 spielte die Arbeit von Pedersen et al. ® eine Rolle, in der sich bei gleicher
GruppengrdBe eine signifikante Modulation (p < 0,050) der Aquaporin-2-Ausscheidung
durch Hemmung der Cyclooxygenase zeigte.

Die Art der zu messenden Parameter und die relativ leichte Kontrolle der Compliance
(siehe unten) ermdglichten, auf eine Placebo-Kontrolle sowie eine Randomisierung zu
verzichten. Die Medikamenteneinnahme konnte Uber Bestimmung der Prednisolon- und
ACTH-Konzentrationen im Serum bzw. Plasma und die regelrechte Durchflihrung der
Durstversuche durch wiederholtes Wiegen der Probanden sichergestellt werden. Die
Studie wurde konsekutiv angelegt.
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2.1.1 Auswahl der Probanden

Per Aushang an verschiedenen &ffentlich zuganglichen Orten auf dem Campus der
Charité — Universitatsmedizin Berlin wurden gesunde junge Ménner fir die Teilnahme
an dieser klinischen Studie rekrutiert. Sie durften in keinem Abhangigkeitsverhaltnis zu
den Studiendurchfiihrenden stehen. Von den Uber 70 Bewerbern wurden 12 Manner im
Alter zwischen 23 und 33 Jahren (27,0 £ 0,7 Jahre MW + SEM) mit einem mittleren
Body Mass Index von 23,6 £ 0,6 kg/m?2 MW + SEM (Schwankungsbreite: 21-27 kg/m?)
ausgewahlt. Die Probanden wurden persénlich durch den betreuenden Arzt und mittels
eines Informationsblattes Uber Ziel und Durchfilhrung der Studie sowie eventuelle
Nebenwirkungen der verabreichten Medikamente aufgeklart. Nach Unterzeichnung der
Einverstéandniserklarung erfolgte die Voruntersuchung, bestehend aus ausfuhrlicher
Anamnese, korperlicher Untersuchung, Ableitung eines 12-Kanal-EKG, Untersuchung
des Spontanurins mittels Teststreifens (pH-Wert, Leukozyten, Nitrit, Proteingehalt,
Glucose, Ketonkdrper, Bilirubin, Urobilinogen, Blut und Hamoglobin), Bestimmung von
Leberwerten (GOT, GPT, y-GT, AP, Bilirubin ges.) und Lipiden (Triglyceride,
Gesamtcholesterin) im Serum sowie einer Routine-Labor-Untersuchung (groBes
Blutbild, Natrium, Kalium, Kalzium, Kreatinin und Blutzucker). Ziel war es, gesunde
Probanden zu rekrutieren, sodass folgende Ausschlusskriterien galten:

Hypertonie (BD syst. > 140 mmHg, BD diast. > 90 mmHG), Diabetes mellitus, Nieren-
insuffizienz, Polyurie, Polydipsie, Adipositas (BMI > 30 kg/m?), Dyslipidamie,
anamnestisch  Ulcus ventriculi oder duodeni, Osteoporose, Hyperkalzamie,
Infektionskrankheit, Z.n. Tuberkulose, Z.n. Malignom, Z.n. Thrombose, anstehende oder
gerade durchgeflhrte Impfung, psychiatrische Erkrankungen (z.B. Depression,
Schizophrenie), Krampfleiden, Glaukom, Katarakt, ausgepragte Akne,
Willebrand-Jirgens-Syndrom, kardiovaskulare Vorerkrankungen, Herzinsuffizienz
> NYHA Il, Substanzmissbrauch (z.B. Alkohol, Nikotin, alle psychoaktiven Substanzen),
klinisch signifikant abweichende EKG-Befunde in der Voruntersuchung, Kklinisch
signifikant abweichende Laborbefunde in der Voruntersuchung, Teilnahme an einer
anderen Medikamenten—Studie wahrend der vergangenen 60 Tage, Blutspende von
mehr als 500 ml wahrend der vergangenen 60 Tage, regelmaBige Medikamenten-
Einnahme.

In den Eingangsuntersuchungen wurden keine pathologischen Werte erhoben, sodass
die unbedenkliche Teilnahme aller Probanden gewahrleistet war. Es erfolgte individuell
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die Besprechung der notwendigen Verhaltensweisen wahrend der Studie
(Alkoholabstinenz,  keine  zusatzlichen  Medikamente, @ Meldung  mdglicher
Nebenwirkungen). Beim Gerling-Konzern wurde fiir jeden Probanden eine Versicherung
abgeschlossen (Versicherungsschein-Nr. 70-5644584-4). Als Aufwandsentschadigung
erhielten die Probanden nach Abschluss aller Versuchstage 300 € von der Brahms AG.
Im Gegenzug wurde der Brahms AG (Kontakt Prof. Morgenthaler) unter Wahrung der
Anonymitat der Probanden eine EDTA-Plasma Probe jeder Blutentnahme Uberlassen.
Anhand der ebenfalls UObermittelten korrespondierenden ADH-Werte konnte die

Brahms-AG einen Schnelltest zur Copeptin Bestimmung validieren.

2.1.2 Versuchsablauf

Maximal vier Wochen nach Durchflihrung der Eingangsuntersuchung begann jeder der
12 Probanden mit einem basalen Durstversuch ohne Prednisoloneinnahme. Darauf
folgte eine mindestens dreitagige Pause, bevor die Probanden Uber finf Tage jeweils
morgens um 07.45 Uhr 30 mg Prednisolon (20 mg + 10 mg Decortin H® der Merck
Pharma GmbH, Frankfurt) einnahmen. Am ersten und am flinften Tag der Prednisolon

Einnahme erfolgten jeweils zwei weitere Durstversuche.

Vorunter- 3 d Pause

o —————»

suchung

Kontrolle der Werte, max 30 d > Prednisolon 30 mg/d fiir 5 d >

Abbildung 1:Uberblick Versuchsablauf

Alle Durstversuche wurden standardisiert nach einem seit Jahren etablierten Protokoll
der Klinik fir Endokrinologie, Diabetes und Erndhrungsmedizin (Charité -
Universitatsmedizin Berlin) wie folgt durchgefiihrt %4 87:

Zwischen 07.00 und 17.30 Uhr durften die Probanden weder Fliissigkeit noch Speisen
mit hohem Wassergehalt (wie z.B. Suppen, Obst, Salat oder Eiscreme) zu sich
nehmen. Alle Versuchstage begannen morgens um 07.30 Uhr in der Klinik, welche
dann bis 18.00 Uhr nicht verlassen werden durfte. Zu den Zeitpunkten 08.00; 10.00;
12.00; 14.00; und 16.00 Uhr erfolgte jeweils
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1. vendse Blutentnahme, wunschweise durch wiederholte Venen-Punktion oder
Uber einen um 08.00 Uhr gelegten vendsen Zugang (5x9 ml Serum, 2x9 ml
EDTA Plasma, 2x9 ml EDTA Plasma + 10 ug Trasylol, 2x6 ml Li-Heparin Gel),

2. Registrierung des Urinvolumens und Gewinnung von Urinproben,

3. Messung von Blutdruck (nach Riva-Rocci) und Herzfrequenz,

4. eine Gewichtskontrolle.

Nach Verwerfung eines eventuellen Urinrestvolumens wurden um 16.30 Uhr einmalig
4 ug Desmopressinacetat (Minirin® der Ferring Arzneimittel GmbH, Kiel) intravends als
Bolus appliziert. Desmopressinacetat ist ein seit Uber 30 Jahren zugelassenes
Arzneimittel, das in seiner Wirkung auf den Wasserhaushalt dem physiologisch
vorkommenden Vasopressin entspricht. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
Desmopressinacetat selektiv auf V2R und nur in wesentlich geringerem MaBe auf V1R
oder Oxytocin-Rezeptoren wirkt %8. Es ist also davon auszugehen, dass es nicht zu
einer entscheidenden vasopressorischen Wirkung auf die groBen KapazitatsgefaBe
kommt, da diese V1R vermittelt ist.
Um 17.30 Uhr erfolgten eine weitere Bestimmung des Urinvolumens sowie eine
Gewinnung von Urinproben. Nach erneuter Kontrolle der Vitalparameter Blutdruck und
Herzfrequenz wurden die Probanden anschlieBend nach Hause entlassen. Dort
sammelten sie selbstandig bis zum nachsten Morgen (07.30 Uhr) ihren Urin in einem
dafdr erhaltenen Vacutainer® (Becton Dickson GmbH, Heidelberg) und lagerten ihn bei
4°C. Um 8.00 Uhr morgens wurde der Sammelbehalter im Labor entgegengenommen.
Das Urinvoulumen wurde bestimmt und entsprechende Proben gewonnen.
Grundsatzlich galten fiir alle Versuche generelle sowie individuelle Abbruchkriterien. Ein
genereller Abbruch der Versuche ware beim Auftreten unerwarteter Nebenwirkungen
der beiden verwendeten Arzneimittel erfolgt. Die individuellen Abbruchkriterien wurden
wie folgt festgelegt:

1. jederzeit auf Wunsch des Probanden,

2. Kodrpergewichtsverlust > 5 % des Ausgangsgewichts,

3. Blutdruckabfall > 30 mmHg syst.
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2.2 Laborchemische Bestimmungen

Die nachfolgende Tabelle 1 gibt einen Uberblick (ber alle vorgenommenen
Bestimmungen. Die einzelnen Nachweismethoden werden in den folgenden
Abschnitten ndher charakterisiert. Einen besonderen Stellenwert nimmt dabei die
Erlauterung des Immunoassays ein, da mit diesem Verfahren quantitative

Bestimmungen kleinster Substanzmengen wie die des hier zentralen Vasopressins

maoglich sind.

Material Abnahme Parameter (Nachweis)

Serum auf Eis, dann 15 Natrium (ionensensitive Elektrode)
min bei 3000 U/min | Kalium (ionensensitive Elektrode)
zentrifugiert Kreatinin (Jaffé-Reaktion)

Aldosteron (RIA)
Prednisolon (HPLC)

Plasma (EDTA) auf Eis dann 15 min | Osmolalitét (Gefrierpunkterniedrigung)
zentrifugiert bei Renin (RIA)
3000 U/min ACTH (CLIA)

Plasma (EDTA) + auf Eis dann 15 min | ANP (RIA)
10.000 IE Trasylol bei 3000 U/min
zentrifugiert

Plasma (Li-Heparin- | auf Eis, dann Vasopressin (RIA)
Gel) 30 min bei 3000
U/min zentrifugiert
Urin Natrium (ionensensitive Elektrode)

Kalium (ionensensitive Elektrode)
Kreatinin (Jaffé-Reaktion)

Osmolalitat (Gefrierpunkterniedrigung)
u-AQP2 (RIA)

PGE2 (EIA)

Tabelle 1:  Uberblick der laborchemischen Bestimmungen

Alle Blutabnahmen erfolgten mit S-Monovetten® (Sarstedt AG&Co, Nirnberg) nach
dem Aspirationsprinzip, um die Abnahmegeschwindigkeit individuell anpassen zu
kénnen. Zentrifugiert wurde ausschlieBlich in der Thermo Scientific® Zentrifuge
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Die Bestimmungen der Osmolalitdten (Blut und
Urin) erfolgten unmittelbar nach Materialgewinnung. Die Proben fir die Bestimmung
von ADH und ANP wurden sofort bei -80°C und alle anderen Proben sofort bei -20° C
eingefroren. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass so die Messungen spater en bloc
erfolgen konnten.
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2.2.1 Hormonelle Bestimmungen mit Immunoassays

Yalow und Berson entwarfen 1951 erstmals einen Immunoassay in Form eines
Radioimmunoassays (RIA) zur Messung von Insulin 8. Seither gehéren Immunoassay
in der Bioanalytik zu den beliebtesten Nachweisverfahren von Substanzen geringer
Konzentrationen, beispielsweise Hormonen. Zwar wurden in den letzten 50 Jahren
verschiedene Detektionstechniken (z.B. Chemolumineszenz, ELISA, RIA, DNA-Labels)
sowie Assay-Prinzipien (kompetitiver Assay, nicht-kompetitiver-Sandwich-Assay,
direkter Assay) entwickelt, dennoch blieb die Grundlage eines jeden Assays eine
Antigen-Antikérper-Reaktion. So lasst sich im Prinzip jede Substanz, gegen die
Antikérper (AK) erzeugt werden kénnen, bestimmen. Die jeweils bendtigten Antikdrper
wurden haufig durch Immunisierung von Tieren gewonnen. Seit 1975 kénnen
monoklonale Antikérper in vitro produziert werden ®. Ein Vorteil dieser Methode liegt in
der Méglichkeit zur Automatisierung vieler Messungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ADH, ANP, Renin, Aldosteron und u-AQP2 mittels
Radioimmunoassays bestimmt. Anhand der gemessenen Radioaktivitditen von
bekannten Konzentrationen einer Testsubstanz wurden jeweils Standardkurven ermittelt
und dann daraus die unbekannten Konzentrationen abgeleitet. Lediglich ACTH wurde
mittels Chemolumineszens-lummunoassays (CLIA) bestimmt. Die jeweiligen
Messbereiche, verwendeten Antikdrper, die Intra- und Interassay-Variabilitaten sowie
Sensitivitat und Spezifitdt werden nachfolgend im Einzelnen beschrieben.

2.2.1.1 ADH-Bestimmung aus Heparin-Plasma

Da die mdglichst akkurate Messung der Vasopressinkonzentration im Plasma essentiell
zur Beantwortung der zugrundeliegenden Fragestellung ist, wurde kein kommerzieller
Kit verwendet, sondern ein hochsensitiver RIA nach Morton et al. ® durchgefiihrt.
Verdeutlicht wird die Uberlegenheit dieser Methode beim Vergleich der unteren
Nachweisgrenze, die im hier durchgefthrten RIA bei 0,4 pg/ml lag und vom Marktfihrer
fir seinen kommerziellen Arg8 EIA Kit (Assay Designs, Inc. Ann Arbor, MI, USA) mit
4,1 pg/ml angegeben wird. Die einzelnen Arbeitsschritte werden nachfolgend
beschrieben.

Nach Blutentnahme von jeweils zwei Ammonium-Heparinat-Monovetten wurden diese
sofort auf Eis gekuhlt und anschlieBend in der Kihlzentrifuge (diese wurde vorher
bereits auf 4°C vorgekuhlt) fir 20 min mit 3000 U/min zentrifugiert. Die relativ lange
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Zentrifugationszeit und das Stehenlassen des ersten 1 cm vom Plasmadberstand (Uber
den zellularen Bestandteilen) beim anschlieBenden Abpipettieren, sollten dabei eine
unerwiinschte Mitbestimmung des an Thrombozyten gebundenen ADH verhindern %,
Das Plasma wurde in 1,5 ml Portionen aliquotiert und bei -80° C gelagert.

Nach Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Plasma-Proben erneut fir 5 Minuten
bei 3000 U/min zentrifugiert. FUr die nun folgende Extraktion wurden die verwendeten
Sep-Pak® C-18-Kartusche (Water Associates, Milford, MA, USA) erst mit 4 ml Methanol
und dann mit 5 ml H20 aktiviert. Zur besseren Handhabung wurden einfache Trichter als
Einflhrhilfen verwandt. Nun wurde jede Kartusche mit 1 ml Plasma beschickt und das
Volumen mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Waters, Milford, MA, USA) bei ca. 15 mmHg
durch den Filter der Kartuschen gezogen.

AnschlieBend wurden die Kartuschen mit 5 ml 1 %-Essigsdure gereinigt, bevor aus
jeder Kartusche mit 2,2 ml Methanol das ADH eluiert wurde. Bei Raumtemperatur
wurde nun das Methanol des Eluats verblasen. Der Rlckstand wurde jetzt in 150 pl
eines zuvor hergestellten TRIS-Puffers (50 mmol/l, pH 7,4) geldst und erneut far flnf
Minuten zentrifugiert. Der Vorteil dieses Zwei-Komponenten-Puffers besteht darin, dass
er Proteine nicht in ihren Reaktionen beeinflusst.

Je Probe wurden nun zweimal 50 pl in ein neues Rdhrchen pipettiert, sodass eine
Doppelwertbestimmung mdoglich wurde. Es folgten die Zugabe von 50 pul ADH-
Thyroglobin-AK (Dr. Morton, MRC Blood Pressure Unit, Glasgow, Schottland - Titer
1:25000) sowie 50 pl radioaktiv markiertem 3-'2°-Tyrosylol-Vasopressin (Amersham
International, Buckinghamshire, England, verdinnt auf ca. 1000 cpm/50 pl) als Tracer.
Der AK wurde in Kaninchen durch Immunisierung mit an Rinder-Thyreoglobin
gebundenem Vasopressin gewonnen %. Im gleichen Arbeitsschritt wurden ebenfalls die
ADH-Proben fir die Standardkurve verdinnt (8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 und 0 pg
Vasopressin/ Réhrchen) und mit den identischen Zugaben versehen. Alle Proben
wurden erneut gemischt, mit Folie verschlossen und bei 4° C fir 24 h inkubiert.

Nach entsprechender Inkubation wurde zu den radioaktiven Proben jeweils 1 ml des
gekihlten Trennreagenz (1 %-Dextrancoated-Charcoal-Lésung) gegeben, um das freie
Vasopressin zu adsorbieren und vom AK-gebundenen Vasopressin zu trennen. Es
folgte eine erneute zehnminltige Zentrifugation bei 3000 U/min. Sofort im Anschluss
wurde der Uberstand von Hand dekantiert. Bei diesem Arbeitsschritt war besondere Eile
geboten, da fur die Trennung nur ein sehr begrenztes Zeitfenster von wenigen Minuten
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zur Verfugung stand. Lasst man zu viel Zeit verstreichen, wirkt das Trennreagenz nicht
mehr ausreichend.

In einem letzten Arbeitsschritt konnte jetzt mit Hilfe des automatischen Gamma-
Counters Wizard-1470® (Perkin Elmer, Rodgau friher Bertold) die verbliebene
Vasopressin-Konzentration unter Messung der Radioaktivitdt in counts per minute
anhand der jeweiligen Standardkurven ermittelt werden. Da in jedem Ansatz zur
Kontrolle auch zwei Vasopressin-Proben des hauseigenen ADH-Pools mit bekannten
Konzentrationen von Anfang an mitliefen, konnten je Assay nur maximal 10 Probanden-
Proben bestimmt werden. Alle Proben wurden als ,echte* Doppelwerte ermittelt, sodass
aus jeweils vier Ergebnissen am Ende der Mittelwert bestimmt werden konnte.

Die Intraassay-Variabilitdt betrug 4,9 % und die Interassay-Variabilitdt 8,8 %. Die
Nachweisgrenze lag bei 0,4 pg/ml ADH im Plasma.

2.2.1.2 Renin-Bestimmung aus EDTA-Plasma

Verwendet wurde der kommerzielle Kit Renin Ill. Generation Model 12 (Cisbio
International Bioassays, Bagnols-sur-Ceze 30200, Frankreich). Gemessen wurde
hierbei nur das aktive Renin. In der Sandwich-Technik wurden paarweise monoklonale
Anti-Humanrenin-AK von der Maus verwendet, wobei die nicht ans Réhrchen

d'?® markiert waren. Der Puffer bestand aus einer Tris-HCI-

gebundenen AK mit Jo
Lésung (pH 7,9), die Pferdeserum und Natriumazid (0,1 %) enthielt. Der Messbereich
des Assays lag zwischen 1-320 ng/l, wobei die funktionale Empfindlichkeit bei 5 ng/l lag.
Die durchschnittliche Intraassay-Variabilitat lag bei 1,8 % und die Interassay-Variabilitat
bei 4,1 %. Die Spezifitat war sehr hoch, lediglich mit Hamoglobin werden leichte
Interferenzen beobachtet. Aus diesem Grund wurde mittels Augenmalf darauf geachtet,
keine hamolytischen Proben zu verwenden. Der Referenzbereich bei gesunden jungen

Méannern liegt im Liegen zwischen 2,5-25,8 ng/l Renin im Plasma.

2.2.1.3 Aldosteron-Bestimmung aus Serum

Aldosteron wurde mittels des kommerziellen Festphasen RIA Coat-A-Count®
Aldosteron (Siemens Medical Soulutions Diagnostics, Los Angeles, CA 90045, USA)
gemessen. Dabei erfolgt eine direkte quantitative Bestimmung mit Hilfe von
'25]_markiertem Aldosteron, das eine vorgegebene Zeit mit dem Aldosteron im Serum
der Probanden um die Bindung der im TestrOhrchen enthaltenen spezifischen AK
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konkurrierte. Der Messbereich dieses RIA lag zwischen 25-1200 ng/l, wobei die
Nachweisgrenze in den hier erfolgten Messungen bei 27 ng/l lag. Es war von einer
mittleren Intraassay-Variabilitdt von 3,3 % und einer mittleren Interassay-Variabilitat von
8,3 % auszugehen. Die Spezifitat wird mit nahezu 100 % angegeben. Der
Referenzbereich bei gesunden jungen Mannern liegt bei Blutenthahme im Liegen
zwischen 10-160 ng/l Aldosteron im Serum, nach einer mindestens 30-mindltigen

Ruhephase. In aufrechter Position liegt er mit 40-310 ng/l Aldosteron deutlich héher.

2.2.1.4 ANP-Bestimmung aus EDTA-Plasma

Vor der Abnahme des Plasmas flir die ANP-Bestimmungen erfolgte jeweils eine Zugabe
von 10pug (10.000 IE) Aprotinin (Trasylol® Bayer AG, Leverkusen), um die
Serinprotease Plasmin zu hemmen. Aus dem zuvor bei -80°C gelagerten Plasma
wurde ANP dann mittels einer Sep-Pak® C-18-Kartusche (Water Associates, Milford,

% Die hier

MA, USA) aus dem Plasma extrahiert, analog zu Pedersen at al.
verwendeten Anti-ANP-AK stammten vom Hasen und wurden von der Abteilung fur
Klinische Chemie des Bispebjerg-Hospitals in Danemark geliefert. Die Nachweisgrenze
dieses RIA lag bei 0,5 pmol/l mit einer Intraassay-Variabilitat von 10 % und einer

Interassay-Variabilitat von 12 %.

2.2.1.5 ACTH-Bestimmung aus EDTA-Plasma

ACTH wurde mittels des vollautomatischen Chemolumineszens-Immunoassays
Immulite 2000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Minchen; friher DPC, Los
Angeles, CA 90045, USA) gemessen. Das Testprinzip beruht auch hier auf einer
Antigen-AK-Reaktion, die im Rahmen eines sequentiellen heterogenen nicht-
kompetitiven Assays ablauft. Das zugrunde liegende Detektionsprinzip ist die
Chemolumineszenz. Dabei zerfallt eine energiereiche Verbindung unter Lichtemission
in ein energiearmeres Endprodukt. Die verwendeten monoklonalen ACTH-AK stammten
von der Maus. Der Messbereich umfasste Werte bis 1250 pg/ml (278 pmol/l) und die
analytische Sensitivitdt betrug 5 pg/ml (1,1 pmol/l). Die Intraassay-Variabilitdt betrug
7,7 % und die Interassay-Variabilitdt lag bei 8,5 %. Der Test war hochspezifisch flr
ACTH.
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2.2.2 Bestimmung von Plasma- und Urinosmolalitaten

Die Osmolalitat von Plasma- und Urinproben wurde mit Hilfe des digitalem Osmomat®
030 (Gonotec GmbH, Berlin) nach dem Prinzip der Gefrierpunkterniedrigung ermittelt.
Diese Messung macht sich ein chemisches Phanomen zu nutze: Die Gefrierpunkte von
wassrigen Lésungen (hier Plasma und Urin) niedriger liegen als die von reinen
Fllssigkeiten (hier Aquadest). Entscheidend ist, dass die Erniedrigung mittels einer
kryoskopischen Konstante (-1,858°C pro 1 osmol/kg H20) berechnet werden kann, die
nur vom Lésungsmittel und nicht vom gelésten Stoff abhangt. Somit ist die Gefrierpunkt-
erniedrigung von Plasma und Urin (n&herungsweise) direkt proportional zu ihrer
Molalitét .

Bei Raumtemperatur wurden 50 pg jeder Probe in ein sauberes MessgefalB3 pipettiert
und dann mittels Peltier-Element bis zu einem vorgegebenen Wert unterkihlt, ohne
dass die Ldésung gefror. Dann wurde automatisch eine kalte Glasnadel eingetaucht und
so die Eisbildung eingeleitet. Die Temperatur der Probe stieg nun bis zum Gefrierpunkt
wieder an, wobei sich ebenda in der Abkihlungskurve ein Wendepunkt von einigen
Sekunden Dauer zeigte. Dieser Wendepunkt (bzw. Plateau bei destilliertem Wasser)
wurde registriert und mit der kryoskopischen Konstante verrechnet. Auf der
Digitalanzeige konnte jetzt die Osmolalitdt in mOsmol/kg H.0 abgelesen werden. Vor
der nachsten Messung musste die Glasnadel kurz abgewischt werden.

Da die Messungen der Osmolalititen jeweils direkt im Anschluss an die
Probengewinnung vorgenommen wurden, erfolgte zur Sicherstellung der Genauigkeit in
regelmaBigen Abstédnden eine Zweipunktkalibrierung. Nach 0-Punkt-Bestimmung mit
destillietem Wasser wurde mit Hilfe einer Standardlésung von 300 mOsmol/kg der
zweite Messpunkt UOberprift und gegebenenfalls eine Eichung vorgenommen. Die
Messungen wurden jeweils dreimal wiederholt, bevor anschlieBend der Mittelwert

gebildet wurde.

2.2.3 Prednisolon-Bestimmungen aus Serum

Zur Kontrolle der Compliance beziglich der Medikamenteneinnahme wurde die Serum-
Prednisolon-Konzentration im Labor von Prof. Kleuser (Institut fir Pharmazie, Freie
Universitat Berlin) bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mittels Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (HPLC) wie beschrieben von Gysler et al. *. Verwendet
wurde das LaChrom HPLC System (Merck Pharma GmbH, Frankfurt). Die UV-Messung
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erfolgt bei 254 nm. HPLC ist eine analytische Methode, die auf einem
chromatografischen Trennverfahren zur Quantifizierung von Stoffen basiert. Als interner
Vergleichsstandard diente hier Betamethason. Alle Bestimmungen wurden als
Doppelwerte vorgenommen, die Intraassay-Variabilitat lag bei 10 % und die Interassay-
Variabilitat bei 16 %.

2.2.4 Elektrolyte aus Serum und Urin

Die beiden Kationen Natrium und Kalium wurden sowohl im Serum als auch im Urin
mittels  indirekt messenden ionensensitiven  Elektroden  bestimmt. Diese
elektrochemischen Halbzellen bestimmen die auftretende elekirische Spannung
zwischen der verwendeten Messlésung und dem jeweiligen elektrochemisch aktiven
Elektronenmaterial . Fiir gesunde junge Erwachsene gelten nach dieser Methode ein
Natrium von 134-145 mmol/l und ein Kalium von 3,4-5,2 mmol/l als Referenzwerte im
Serum. Sowohl die Natrium- als auch die Kaliumausscheidung im Urin unterliegen
physiologischer Weise groBen Schwankungen in Kombination mit einer circadianen
Rhythmik. Daher gibt es keine allgemeingultigen Referenzwerte, sondern alle Werte

muassen immer aus dem konkreten Kontext heraus interpretiert werden.

2.2.5 Kreatinin aus Serum und Urin

Die Messung erfolgte mit COBAS Integra® 400 (Roche Diagnostics AG, Schweiz).
Diese Methode basiert auf einem erstmals von Max Jaffé (1841-1911) beschriebenen
kinetischen Farbtest. Kreatinin und Pikrinsaure bilden einen gelb-orangenen Komplex,
der eine photometrische kinetische Messung erméglicht ®. Die Kreatinin-Clearance im
Plasma und damit ndherungsweise die glomerulare Filtrationsrate (GFR) wurde mit der
gangigen von Cockroft und Gault entwickelten Formel berechnet:

(140 — Lebensjahre) x Kérpergewicht
0,82 x Serum-Kreatinin (umol/l)

Kreatinin-Clearance (ml/min) =

2.2.6 U-Aquaporin-2 im Urin

Die Bestimmung des u-AQP2 erfolgte im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Pedersen
(Department of Medicine, Holstebro Hospital, Denmark). Verwendet wurde ein RIA,
dessen verwendete Hasen-AK (LL358) von Prof. Nielsen (Department of Cell Biology,
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Aarhus University) synthetisiert wurden. Die Extraktion des verwendeten '?°l-markierten
AQP2 wurd mittels Gelfiltration an einer Sephadex® G-10 Kolonne (GE-Healthcare
Deutschland, Minchen) vorgenommen. Alle weiteren Schritte erfolgten analog zu
Pedersen et al. %,

2.2.7 Prostaglandin E2 im Urin

Die Bestimmung von Prostaglandin E2 im Urin wurde mit dem kommerziellen
hochsensitiven PGE2 High Sensitivity EIA KIT (Assay Designs, Inc. Ann Arbor, MI,
USA) vorgenommen. Dieser kompetetive Enzymimmunoassay (EIA) zeichnet sich
durch eine sehr hohe Verlasslichkeit und relative einfache Handhabung aus. Der Kit
enthalt monoklonale PGE2-AK von der Maus. Nach einer festgelegten Inkubationszeit
wurde die ablaufende Enzymreaktion gestoppt und die erzeugte Gelbfarbung von einem
Mikroplatten-Reader bei 405 nm Wellenlange abgelesen. Dabei war die Intensitat
umgekehrt proportional zur PGE2-Konzentration im Urin. Der Messbereich dieses
hochsensitiven Assays lag zwischen 7,8-1000 pg/ml bei einer Sensitivitdt von
8,26 pg/ml. Die Interassay-Variabilitdt betrug 10,9 % und die Intraassay-Variabilitat
6,3 %.

2.3 Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte am
Computer mit Hilfe von Microsoft Excel® 2003, der Statistiksoftware SPSS® Version
16.0 fur Windows (Chicago, USA) und dem Graphikprogramm SigmaPlot® 2001. Alle
erhobenen Daten wurden ausschlieBlich pseudonymisiert im Rahmen der geltenden
Dokumentations- und Mitteilungspflichten an Dritte weitergegeben.

Die Variablen wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung gepruft.
Flr nicht normal verteilte Variablen wurde der Wilcoxon-Test, fir alle normal verteilten
Variablen der Student’s T-test verwendet. Korrelationen wurden mittels Test nach
Pearson berechnet. Die Flache unter der Kurve (AUC) wurde mittels der
Trapezmethode berechnet. Als statistisch signifikant wurde ein a-Fehler (p-Wert) von
< 0,05 betrachtet, was einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5 % entspricht. Unter hoch
signifikant werden Ergebnisse verstanden, die einen a-Fehler von <0,001 und somit
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0,1 % haben. Wenn nicht anders gekennzeichnet,

sind alle Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler (MW = SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

Sémtliche Durstversuche konnten im Zeitraum von 12/2006 bis 03/2007
komplikationslos durchgefiuhrt werden. In keinem Fall musste ein Durstversuch vorzeitig
abgebrochen werden. Es traten keine klinischen Auffélligkeiten der 12 gesunden
mannlichen Probanden im Anschluss an die Versuche auf.

3.1 Einfluss der Glucocorticoideinnahme auf relevante Blutparameter
wahrend des Durstversuchs

Samtliche Blutentnahmen konnten bei allen Probanden zu den vorgesehenen
Abnahmezeitpunkten (08.00, 10.00, 12.00, 14.00 und 16.00 Uhr) regelrecht erfolgen.
11 der 12 Probanden entschieden sich flr den Einsatz von Venenverweilkanulen.

3.1.1 Plasma-ADH und Plasmaosmolalitat

Am ersten Versuchstag lag der morgendliche ADH-Basalwert um 08.00 Uhr bei 5 der
12 Probanden Uber der Nachweisgrenze des Assays (0,4 pg/ml) mit einem Mittelwert
von 0,45 pg/ml und einem Standardfehler von 0,09 pg/ml. Wahrend des Durstversuchs
stieg ADH im Plasma bei allen 12 Probanden an. Bereits um 10.00 Uhr konnte bei
samtlichen Probanden ein Wert oberhalb der Nachweisgrenze gemessen werden. Nach
achtstindigem Dursten lag das ADH um 16.00 Uhr bei 1,79 0,15 pg/ml. Fir alle
Ergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze wurde in statistischen Berechnungen ein
Wert von 0,39 pg/ml angenommen. Gegen die ebenfalls mégliche Verteilung von
Zufallsvariablen im Bereich von 0 bis <0,4 pg/ml sprach die zugrunde liegende
Physiologie.

Die Einnahme des Prednisolons hatte einen signifikanten Einfluss sowohl auf den
Basalwert als auch den Verlauf des ADH-Plasma-Spiegels im Durstversuch. Am ersten
Tag der Prednisoloneinnahme lag der 08.00 Uhr Wert bei allen Probanden unterhalb
der Nachweisgrenze des RIA und war damit niedriger als bei der
Vergleichsuntersuchung ohne Einnahme von Prednisolon. Unter Prednisoloneinnahme
blieb der Anstieg des ADH im Verlauf des Durstversuches aus. Der 16.00 Uhr Wert war
nach einem Tag unter Prednisolon hoch signifikant niedriger als am basalen
Versuchstag (p < 0,001).
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Nach funf Tagen unter oraler Einnahme von 30 mg/d Prednisolon lag das morgendliche
Plasma-ADH bei 11 von 12 Probanden unterhalb der Nachweisgrenze. Analog zum
ersten Tag unter Prednisoloneinnahme zeigte sich auch nach finf Tagen unter
Glucocorticoideinnahme kein signifikanter Anstieg wahrend des Durstens. Lediglich bei
einem Probanden konnte um 16.00 Uhr mit einem ADH-Wert von 0,5 pg/ml ein Wert
innerhalb der Nachweisempfindlichkeit gemessen werden. Im Vergleich zum basalen
Versuchstag waren die 16.00 Uhr Werte hoch signifikant niedriger (p < 0,001). Die
Dauer der Prednisoloneinnahme hatte keinen Einfluss auf die Supprimierung des
Plasma-ADH.

Am basalen Versuchstag wurden zu jeder der funf Blutentnahmen (08.00, 10.00, 12.00,
14.00, 16.00 Uhr) die ADH-Werte im Plasma bestimmt. An den folgenden
Versuchstagen wurden zunédchst bei zwei Probanden alle Werte bestimmt. Da jedoch
samtliche Werte unterhalb der Nachweisgrenze lagen, wurde bei den U(brigen
Probanden auf die Bestimmungen der Zwischenwerte verzichtet und das Plasma-ADH
lediglich vor und nach achtstiindigem Dursten ermittelt (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2:Plasmakonzentration von ADH in pg/ml wahrend des Durstens. Dargestellt
sind die MW + SEM der 12 gesunden mannlichen Probanden an allen drei
Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1d 30 mg PD rot und nach 5d
30 mg PD grlin). Zur besseren Ubersicht wurden die Werte unterhalb der
Nachweisgrenze nebeneinander dargestellt, was nicht notwendiger Weise
ihrer wirklichen Verteilung entspricht.

Waéhrend des Durstens kam es zu einem Anstieg der Plasmaosmolalitat. Diese lag im
basalen Durstversuch um 08.00 Uhr morgens bei 281,8 + 0,74 mOsmol/kg und stieg
hoch signifikant auf 290,2 + 1,15 mOsmol/kg an (p < 0,001). Es konnte bei allen 12
Probanden ein Anstieg verzeichnet werden.

Am ersten Tag der Prednisoloneinnahme lag die morgendliche Plasmaosmolalitat bei
278,92 £ 0,85 mOsmol/kg und stieg erneut bei allen Probanden durch Dursten hoch
signifikant auf 288,75 + 0,89 mOsmol/kg an (p < 0,001).

Auch nach 5 Tagen Prednisoloneinnahme stieg die Plasmaosmolalitat im Durstversuch
von morgendlichen 280,17 £0,81 mOsmol/kg hoch signifikant auf 290+ 0,95
mOsmol/kg an (p < 0,001). Die Anstiege sind in Tabelle 2 dargestellt. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede der Anstiege zwischen den Versuchstagen mit und
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ohne

Prednisoloneinnahme.

Die Abbildung 3

zeigt

das

Nomogramm  der

Plasmaosmolalitdt bezogen auf das jeweilige Plasma-ADH. In Anlehnung an Robertson

u. Ganguly * wurde durch Messreihen in unserer Abteilung das normale Verhéltnis von

ADH und Plasmaosmolalitat ermittelt. in Abbildung 3 wird das normale Verhaltnis durch

einen Korridor grauer Linien dargestellt.

P-Osmolalitdt | P-Osmolalitat des MW P-Osmolalitat Signifikanz
d
(mOgnrr‘ﬁl/kg) (mOir?\gI/kg) v (mg:r?lgﬁkg) Ansiges
:D?e?i?'lr;;%lon 9.83 £0.75 +8.1% 016 P <0001
Tabelle 2:  Anstieg der Plasmaosmolalitat (mOsmol/kg) von 08.00 bis 16.00 Uhr an

allen drei Versuchstagen bei 12 gesunden mannlichen Probanden.
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Abbildung 3:Nomogramm von ADH (pg/ml) bezogen auf die Plasmaosmolalitat
(mOsmol/kg). Dargestellt sind MW jeweils von 08.00 und 16.00 Uhr bei 12
gesunden mannlichen Probanden an allen drei Versuchstagen (ohne PD in
schwarz, nach 1 d 30 mg PD in rot und nach 5d 30 mg PD in grin). Zur
besseren Ubersicht wurden die Werte unterhalb der Nachweisgrenze
nebeneinander dargestellt, was nicht notwendiger Weise ihrer wirklichen
Verteilung entspricht.

3.1.2 Elektrolyte im Serum und Kreatinin-Clearance

Zu allen Messzeitpunkten wurden die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Serum
bestimmt. Zu Beginn des basalen Versuchstages lag die Natriumkonzentration bei
135,2 £ 0,5 mmol/l. Wahrend des Durstens kam es lediglich bei 5 Probanden zu einem
Anstieg der Natriumspiegel, bei 7 Probanden fiel der Wert leicht ab. Diese Anderungen
zeigen sich nicht im 16.00 Uhr Wert von 135,2 + 0,6 mmol/I.

An beiden Versuchstagen unter Prednisoloneinnahme stieg die Natriumkonzentration
im Serum wéahrend des Durstens an. Vergleicht man die Ausgangswerte um 08.00 Uhr
mit den letzten Bestimmungen um 16.00 Uhr des jeweiligen Versuchstages, so ergeben
sich keine signifikanten Unterschiede. Allerdings lasst sich flr beide Versuchstage unter
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Prednisolon eine tendenzielle Zunahme der Serumkonzentration von Natrium feststellen
(p = 0,070 fir 1 Tag PD und p = 0,06 fir 5 Tage PD), siehe dazu Abbildung 4.

Vergleicht man die Flachen unter den Kurven (AUC), so war die AUC am basalen
Versuchstag  signifikant  (p=0,010) héher als am ersten Tag der
Medikamenteneinnahme. Zwischen den anderen Versuchstagen fanden sich keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4:Verlauf der Natriumkonzentration im Serum (mmol/l) wahrend des
Durstens. Dargestellt sind die MW + SEM der 12 gesunden mannlichen
Probanden an allen drei Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1d
30 mg PD rot und nach 5 d 30 mg PD grln).

Als zweites Serumelektrolyt wurde Kalium bestimmt. Bei Betrachtung der Abbildung 5
wird deutlich, dass die Ausgangs- und Endwerte der Kaliumkonzentration am basalen
Versuchstag nahezu identisch waren, wahrend unter Glucocorticoideinnahme eine
tendenzielle Zunahme zu verzeichnen war. Am basalen Versuchstag konnte lediglich
bei 6 Probanden ein Kaliumanstieg durch Dursten registriert werden
(+0,12 £ 0,09 mmol/l). Am ersten Tag der Medikamenteneinnahme wurde bereits bei 9

Probanden ein steigendes Kalium ermittelt, was einer Zunahme des Kaliumspiegels um
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+0,29 + 0,09 mmol/l entsprach. Nach fiunf Tagen Prednisoloneinnahme wurde bei allen
12 Probanden ein Anstieg sichtbar (+0,52 + 0,07 mmol/l). Der Anstieg nach finf Tagen
Prednisolon ist signifikant héher als ohne Medikamenteneinnahme (p = 0,001) und
signifikant héher als am ersten Tag der Medikamenteneinnahme (p =0,010). Am
basalen Versuchstag wurde bei der 08.00 Uhr Messung bei einem klinisch unauffélligen
Probanden mit intakter Nierenfunktion ein Kaliumwert von 6,9 mmol/l ermittelt
(Referenzbereich: 3,4 — 5,2 mmol/l). Da alle Ubrigen Werte dieses Probanden zwischen
3,3 und 4,2 mmol/l lagen, wurde dieser Wert als Fehlbestimmung gewertet und aus der
Statistik ausgeschlossen. Ferner ist es sehr unwahrscheinlich, dass ein solch hoher

Wert von einem Gesunden symptomlos toleriert wird.
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Abbildung 5:Verlauf der Kaliumkonzentration im Serum (mmol/l) wahrend des Durstens.
Dargestellt sind MW + SEM der 12 gesunden mannlichen Probanden an
allen drei Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1 d 30 mg PD rot und
nach 5 d 30 mg PD grln).

Die Kreatinin-Clearance im Plasma als ungefdhres MaB fir die glomerulare

Filtrationsrate blieb sowohl vom Dursten als auch von der Prednisoloneinnahme
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unbeeinflusst. Bei keinem Probanden lag sie auBerhalb des Referenzbereiches von 90
bis 130 ml/min (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6:Plasma-Kreatinin-Clearance (ml/min) wahrend des Durstens. Dargestellt
sind MW + SEM bei 12 gesunden mannlichen Probanden an allen drei
Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1 d 30 mg PD rot und nach 5d
30 mg PD grin).

3.1.3 ANP im Plasma

Unter Prednisolon lagen samtliche Plasmaspiegel des Atrialen Natriuretrischen Peptids
Uber denen am basalen Versuchstag. Im basalen Durstversuch lag der Mittelwert des
Plasma-ANP um 08.00 Uhr morgens bei 8,9+ 0,6 pmol/l, am ersten Tag der
Prednisoloneinnahme stieg dieser Wert auf 9,4 £ 0,9 pmol/l und am flnften Tag der

Prednisoloneinnahme stieg er auf 11,6 + 1,7 pmol/l (siehe Abbildung 7). In Abbildung 8

sind die AUCs des Plasma-ANP im direkten Vergleich dargestellt.

Die Veranderung des ANP im Plasma korrelierte nicht mit der in Abschnitt 3.1.2
gezeigten Veradnderung von Natrium oder Kalium im Urin (fNaviem)y = 0,321;
F(Kalium) = 0,415).
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Abbildung 7: ANP-Konzentration im Plasma (pmol/l) wahrend des Durstens. Dargestellt
sind MW + SEM von 12 gesunden mannlichen Probanden an allen drei
Versuchstagen (ohne PD in schwarz, nach 1 d mit 30 mg PD oral in rot und
nach 5 d mit 30 mg PD oral in grin).
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Abbildung 8: AUC-ANP wéahrend des Durstens. Dargestellt sind MW + SEM mitn = 12
fur alle drei Versuchstage.
*: signifikant mit p < 0,05
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3.1.4 Renin und Aldosteron

Am basalen Versuchstag kam es wahrend des Durstens zu keinen signifikantem
Veranderungen der Reninkonzentrationen im Plasma. Um 08.00 Uhr lag die
Reninkonzentration bei 15,36 + 3,15 ng/l und bei der letzen Messung um 16.00 Uhr mit
13,80 £ 2,10 ng/l leicht darunter. Bei keinem der Probanden wurde ein Wert auBerhalb
des Referenzbereiches (2,5-25,8 ng/l) gemessen.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Reninspiegel unter
Prednisoloneinnahme.  Die  Einnahme des  Glucocorticoids erh6éhte  die
Plasmareninkonzentration signifikant. Am ersten Tag der Predniosoloneinnahme stieg
die Reninkonzentration wahrend des Durstens signifikant von 13,22 + 1,54 ng/l auf
33,66 5,25 ng/l an (p=0,001). Um 16.00 Uhr hatten 7 der 12 Probanden eine
Reninkonzentration im Plasma oberhalb des Referenzbereiches.

Am finften Tag der Glucocorticoideinnahme kam es ebenfalls zu einem signifikantem
Anstieg (p = 0,020) der Reninkonzentration im Plasma der Probanden. Die Bestimmung
um 16.00 Uhr lieferte einen Reninwert von 27,71 £ 5,12 ng/l, wobei 6 von 12 Probanden
Werte oberhalb des Referenzbereiches boten (siehe Abbildung 9).

Betrachtet man die AUCs an den drei Versuchstagen, so waren die AUCs unter
Prednisolon jeweils signifikant hdher als ohne Medikamenteneinnahme (siehe
Abbildung 10).
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Abbildung 9: Reninkonzentration im Plasma (ng/l) wahrend des Durstens. MW + SEM
bei 12 gesunden méannlichen Probanden. Die drei Versuchstage sind
farblich getrennt voneinander dargestellt (ohne PD in schwarz, nach 1d
mit 30 mg PD oral in rot und nach 5 d mit 30 mg PD oral in grin).
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Abbildung 10: AUC-Renin wahrend des Durstens. MW £ SEM mit n = 12 an allen drei
Versuchstagen
*: signifikant mit p < 0,05 n.s.: nicht signifikant
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Insgesamt lagen 44 der 180 im Serum gemessenen Werte (24 %) von Aldosteron
unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten RIA (27 ng/l). Far statistische
Berechnungen wurde flr alle Ergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze ein Wert von
26,9 ng/l angenommen. Am basalen Versuchstag lagen 12 von 60 Werten (20%), am
ersten Tag der Prednisoloneinnahme 6 von 60 (10 %) und am letzten Tag der Predni-
soloneinnahme 26 von 60 Werten (43 %) unterhalb der Nachweisgrenze des RIA.

Analog zum oben gezeigten Verlauf der Reninkonzentration im Plasma gab es auch
beim Aldosteron am basalen Versuchstag wahrend des Durstens keine signifikante
Anderung im Tagesverlauf. Im Mittel kam es zu einem Abfall von 30,2 + 23,0 ng/l. Unter
Prednisolon kam es dagegen, ebenfalls analog zum Renin, im Mittel zu einem Anstieg
der Aldosteronkonzentration (siehe Abbildung 11). Am ersten Tag unter PD betrug der

Anstieg 46,2+ 30,7 ng/l und am funften Tag unter PD betrug die Zunahme
9,9+ 18,4 ngl/l.

An beiden Versuchstagen unter Prednisolon waren die AUCs des Serumaldosterons
signifikant hdher als ohne Prednisolon (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 11: Aldosteronkonzentration im Serum (ng/l) wahrend des Durstens.
Dargestellt sind MW + SEM bei 12 gesunden mannlichen Probanden an
allen drei Versuchstagen (ohne PD in schwarz, nach 1 d mit 30 mg PD
oral in rot und nach 5 d mit 30 mg PD oral in grln).
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Abbildung 12: AUC-Aldosteron wahrend des Durstens. MW £ SEM mitn =12 an allen
drei Versuchstagen.
*: signifikant mit p < 0,05,
***: signifikant mit p = 0,001
n.s.: nicht signifikant

3.2 Einfluss der Glucocorticoideinnahme auf relevante Urinparameter
wahrend des Durstversuchs

Anders als die Blutparameter wurden alle Parameter aus dem Urin zusatzlich um
17.30 Uhr sowie aus dem néachtlichen Sammelurin bestimmt werden. Der 17.30 Uhr
Urin wurde jeweils nach Gabe von 4 pg Desmopressinacetat (Minirin®) i.v. gewonnen
(vgl. Abschnitt 2.1.2). Die Auswertung erfolgte daher getrennt. In diesem Abschnitt
werden die Werte wahrend des Durstens (bis 16.00 Uhr) dargestellt, im Abschnitt 3.3
erfolgt die Darstellung der Ergebnisse nach Gabe des V2R-Agonisten Minirin®.

3.2.1 Urinosmolalitat und Urinvolumen

An allen drei Versuchstagen hatten die Mittelwerte der Urinosmolalitat einen ahnlichen
Tagesverlauf. Die Osmolalitat nahm zunachst ab und hatte sowohl basal als auch unter
Medikamenteneinnahme um 12.00 Uhr ihr Minimum (siehe Abbildung 13). Vergleicht
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man die 08.00 Uhr Werte mit denen von 16.00 Uhr, so stieg die Osmolalitat des Urins
sowohl am basalen Versuchstag (p = 0,026) als auch am ersten Tag unter Prednisolon
(p =0,030) signifikant an. Nicht signifikant war der Anstieg hingegen am dritten
Versuchstag.

Insgesamt hatte die Prednisoloneinnahme keinen signifikanten Einfluss auf die Fahig-
keit zur Konzentration des Urins: Die Kurvenverlaufe der drei Versuchstage sind weit-
gehend identisch und die AUCs unterscheiden sich nicht signifikant (siehe Tabelle 3).

Einer der Probanden konnte seinen Urin im Tagesverlauf in keinem der drei
Durstversuche starker konzentrieren. Allerdings stellte seine morgendliche
Urinosmolalitdt an jedem Versuchstag das Maximum der Gruppe dar, sodass sich
vermutlich aus diesem hohen Wert zu Beginn des Durstversuches der fehlende Anstieg

der Osmolalitat erklaren lasst.
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Abbildung 13: Urinosmolalitdt wahrend des Durstens (mOsmol/kg). Dargestellt sind
MW + SEM bei 12 gesunden mannlichen Probanden. Die drei
Versuchstage sind farblich getrennt voneinander dargestellt (ohne PD in
schwarz, nach 1 d 30 mg PD in rot und nach 5 d 30 mg PD in grln).
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kein Prednisolon

Urinosmolalitat
MW + SEM

1 d Prednisolon

Urinosmolalitat
MW + SEM

5 d Prednisolon

Urinosmolalitat
MW + SEM

AUC

386215 + 22348 n.s.

350640 + 24192 n.s.

385030 + 24930 n.s.

Tabelle 3: AUC der Urinosmolalitat an allen drei Versuchstagen. Darstellung von MW

+ SEM mitn =12.
n.s.: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstagen

Entsprechend des umgekehrt proportionalen Verhéltnisses von Urinosmolalitat und
Urinvolumen stellen sich die Verlaufskurven des Urinvolumens spiegelbildlich zur

Osmolalitdt dar (siehe Abbildung 14). An allen drei Versuchstagen korrelierte die

Urinosmolalitdt mit dem entsprechenden Urinvolumen. Nach Pearson entsprach dies
einem Korrelationskoeffizienten von r = -0,858 und war mit p < 0,001 hoch signifikant.
Es bestand also ein starker negativ-linearer Zusammenhang zwischen den beiden
Werten (siehe Abbildung 15). In Tabelle 4 sind die Korrelationskoeffizienten fur die

Tage im Einzelnen wiedergegeben.
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Abbildung 14: Urinvolumen wéahrend des Durstens (ml). Dargestellt sind MW = SEM
bei 12 gesunden méannlichen Probanden an allen drei Versuchstagen
(ohne PD in schwarz, nach 1 d 30 mg PD in rot und nach 5d 30 mg PD
in gran).
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen Urinvolumen und Urinosmolalitat an allen drei
Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1 d 30 mg PD rot und nach 5 d
30 mg PD griin) mit einer gemeinsamen Regressionsgeraden und dem

Regressionskoeffizienten r2 = 0,736.

kein 1d30mg 5d 30 mg
Prednisolon Prednisolon Prednisolon
Korrelation nach Pearson von
r =-0,954** r =-0,928* r=-0,831
Urinvolumen und Osmolalitat

Tabelle 4: Korrelationen von Urinvolumen und Urinosmolalitat an allen drei

Versuchstagen bei 12 gesunden mannlichen Probanden.

** = die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (einseitig).
* = die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (einseitig).

Analog zur Urinosmolalitdt gab es auch beim Urinvolumen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den jeweils gesammelten Urinmengen von 08.00 bis 16.00 Uhr

an den Versuchstagen. Allerdings bestand ein Trend (p = 0,070) zu einem h&heren
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Urinvolumen am ersten Tag unter Prednisolon im Vergleich zum basalen Tag (siehe

Tabelle 5).
Urinvolumen Urinvolumen Urinvolumen
08.00 - 16.00 Uhr | 08.00 - 16.00 Uhr | 08.00 - 16.00 Uhr
MW SEM Range
(ml) (ml) (ml)
Basaler
653 n.s. +79 241-1160
Durstversuch
1d 30 mg
885 n.s. +107 560-1810
Prednisolon
5d 30 mg
672 n.s. +76 310-1250
Prednisolon
Tabelle 5: Gesammelte Urinmenge wéahrend des Durstens zwischen 08.00 und

16.00 Uhr bei 12 gesunden mannlichen Probanden. Dargestellt sind alle

drei Versuchstage.

n.s.: keine signifikanten Unterschiede zwischen den gesammelten
Urinvolumina der Versuchstage

3.2.2 Elektrolyte im Urin

Entsprechend der zunehmenden Konzentrierung des Harns stieg im Laufe der Durst-
versuche die Natriumkonzentration im Urin an. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16

grafisch dargestellt. Am basalen Versuchstag stieg die Natriumkonzentration im Urin um
48,3 £ 16,8 mmol/l. Am ersten Tag der Prednisoloneinnahme war der Anstieg mit

42,1 +15,6 mmol/l etwas geringer. Im Verlauf des flinften Tages der

Prednisoloneinnahme stieg die Natriumkonzentration im Urin um 88,3 + 15,9 mmol/l an.
Dieser Anstieg ist signifikant héher als am basalen Tag (p = 0,048) und ebenfalls
signifikant héher als am ersten Tag unter Prednisolon (p = 0,022). Die kumulierten
absoluten Ausscheidungsmengen von Natrium im Urin unterschieden sich nicht
signifikant (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 16: Natriumkonzentration im Urin (mmol/l) wahrend des Durstens.
Dargestellt sind MW + SEM (n=12) an allen drei Versuchstagen (ohne
Prednisolon schwarz, nach 1d 30 mg Prednisolon rot und nach 5d
30 mg Prednisolon gran).
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Abbildung 17: Gesamtmenge an ausgeschiedenem Natrium im Urin (mmol) von 08.00
bis 16.00 Uhr an allen drei Versuchstagen bei 12 gesunden méannlichen
Probanden. Innerhalb der Box reprasentiert die schwarze Linie den
Median, die rot-gestrichelte Linie zeigt den Mittelwert an.
n.s.: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstagen
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Entsprechend der Zunahme der Natriumkonzentration im Urin (siehe Abbildung 16)

stieg die Kaliumkonzentration im Urin ebenfalls an allen drei Versuchstagen an. Der

Anstieg war jedoch zu keinem Messzeitpunkt signifikant (siehe Abbildung 18).

Die Gesamtmenge des im Urin ausgeschiedenen Kaliums war unter einem Tag
Prednisolon signifikant héher als am basalen Versuchstag (p = 0,041) und ebenfalls
signifikant héher als am finften Tag der Prednisoloneinnahme (p < 0,001). Am dritten
Tag der Prednisoloneinnahme war die ausgeschiedene Menge am geringsten (siehe
Abbildung 19).

120
—&— kein Prednisolon
—&— 1d 30mg Prednisolon
5d 30mg Prednisolon
100 -
E
g/ 80 .
£
2
©
X 60
£
D
40 -
20 T T T T T

8 10 12 14 16
Sammelzeitpunkt (Uhrzeit)

Abbildung 18: Kaliumkonzentration im Urin (mmol/l) wahrend des Durstens. Dargestellt
sind MW £ SEM von 12 gesunden mannlichen Probanden an allen drei
Versuchstagen (ohne Prednisolon schwarz, nach 1 d 30 mg Prednisolon
rot und nach 5 d 30 mg Prednisolon grin).
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Abbildung 19: Gesamtmenge an ausgeschiedenem Kalium im Urin (mmol) von
08.00 bis 16.00 Uhr an allen drei Versuchstagen bei 12 gesunden
mannlichen Probanden. Innerhalb der Box reprasentiert die
schwarze Linie den Median, die rote Linie zeigt den Mittelwert an.

*: signifikant mit p = 0,041 (1 d PD vs. basal)
> signifikant mit p < 0,001 (1 d PD vs. 5d PD)
n.s.: nicht signifikant (basal vs. 5 d PD)

3.2.3 U-AQP2-Ausscheidung im Urin

Aus allen Urinproben der Probanden wurde u-AQP2 bestimmt, sodass pro Proband
insgesamt 21 Bestimmungen vorgenommen wurden. Trotz wiederholter Messungen
unplausibler Werte, wurden fir einen Probanden am basalen Versuchstag fir drei der
sieben Sammelzeitpunkte Werte bestimmt, die zwischen dem 4,5- und dem 17-fachen
der jeweiligen SD vom MW entfernt lagen. Diese Werte wurden fir alle weiteren
statistischen Berechnungen nicht verwendet. Bei einem anderen Probanden konnte
kein 14.00 Uhr Wert des ersten Tages unter Prednisolon ermittelt werden. Vermutlich

waren entweder die Probe selbst oder verwendete Hilfsmittel verunreinigt.
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Um die jeweils ausgeschiedene Gesamtmenge an u-AQP2 zu ermitteln, wurden die in
ng/ml gemessenen Werte mit den registrierten Urinvolumina (ml) multipliziert. Am
basalen Versuchstag kam es zu keinen signifikanten Anderungen der u-AQP2-
Auscheidungsmenge wahrend des Durstens. Am ersten Tag unter Prednisolon stieg die
Ausscheidungsmenge im Tagesverlauf signifikant (p = 0,026) an. Am flnften Tag der
Prednisoloneinnahme konnte ebenfalls ein Anstieg beobachtet werden, der jedoch nicht
signifikant war (siehe Abbildung 20). In Abbildung 21 sind fur alle drei Tage die

absoluten kumulierten Mengen an ausgeschiedenem u-AQP2 bis 16.00 Uhr dargestellt.
Es wird deutlich, das deren Mittelwerte an allen drei Tagen sehr dicht beieinander
liegen (kein Prednisolon 719+65ng, 1 Tag Prednisolon 718 £65ng, 5 Tage
Prednisolon 716 + 60 ng). Die kumulierten Ausscheidungsmengen unterschieden sich
nicht signifikant zwischen den Versuchstagen.

In Abbildung 22 ist die u-AQP2-Ausscheidung in Relation zur Kreatininausscheidung

dargestellt. Bezogen auf die Kreatininausscheidung kam es im Tagesverlauf des
basalen Versuchstages zu einem Abfall der ausgeschiedenen Menge an u-AQP2 von
0,16 u-AQP2 pro Kreatinin (ng/mg). Dieser Abfall war jedoch nicht signifikant
(p = 0,330). Nach funf Tagen unter Prednisolon fand im Tagesverlauf eine leichte
Zunahme um 0,11 u-AQP2 pro Kreatinin (ng/mg) statt, die jedoch ebenfalls nicht
signifikant war (p = 0,100).
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Abbildung 20: Absolut ausgeschiedene Mengen von u-AQP2 im Urin (ng). Darstellung
von MW + SEM (n = 12) an allen drei Versuchstagen (ohne PD schwarz,
nach 1 d 30 mg PD rot und nach 5 d 30 mg PD grun).
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Abbildung 21: Gesamtmenge an u-AQP2 (ng) im Urin von 08.00 bis 16.00 Uhr an allen
drei Versuchstagen bei 12 gesunden mannlichen Probanden. Die
schwarze Linie reprasentiert den Median, die rote Linie zeigt den
Mittelwert an. n.s.: keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 22: u-AQP2-Ausscheidung im Urin bezogen auf Kreatinin (ng/mg).
Dargestellt sind MW + SEM bei 12 gesunden mannlichen Probanden an
allen drei Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1 d 30 mg PD rot und
nach 5 d 30 mg PD grln).

3.2.4 PGE2-Ausscheidung im Urin

Die absolute Ausscheidung von PGE2 im Urin nahm sowohl mit als auch ohne externe
Glucocorticoidzufuhr im Tagesverslauf zu. Wie in Abbildung 23 ersichtlich, war der

Anstieg unter Prednisolon tendenziell starker als am basalen Versuchstag. Statistisch
signifikant war dieser Unterschied jedoch nicht. Betrachtet man die kumulierte
Ausscheidungsmenge von PGE2 wahrend des Durstens, so blieb sie analog zur oben
gezeigten u-AQP2-Ausscheidung unter Prednisolon weitgehend konstant. Die
kumulierte Ausscheidungsmenge unter Prednisolon unterschied sich statistisch nicht
signifikant vom basalen Versuchstag (siehe Abbildung 24).

Am dritten Versuchstag wurden um 08.00 Uhr bei einem Probanden 49625 pg/ml PGE2

gemessen. MW £ SEM der Ubrigen Probanden zum selben Zeitpunkt lagen bei
1205 £ 148 pg/ml. Die 49625 pg/ml PGE2 waren als extremer AusreiBer anzusehen

und wurden in allen weiteren statistischen Berechnungen nicht bericksichtigt.
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Abbildung 23: Absolut ausgeschiedene Mengen von PGE2 im Urin (ng). Darstellung

von MW + SEM (n=12) an drei Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach
1 d 30 mg PD rot und nach 5 d 30 mg PD grin).
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Abbildung 24: Gesamtmenge an PGE2 (ng) im Urin von 08.00 bis 16.00 Uhr an allen
Versuchstagen bei 12 gesunden mannlichen Probanden. Die schwarze
Linie markiert den Median, die rote Linie den Mittelwert.
n.s.: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchstagen
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Die Aussch

eidungsrate pro Minute des PGE2 erhdhte sich an allen drei Versuchstagen

im Tagesverlauf (siehe Abbildung 25). Die Steigerungen unter Prednisolon waren

jeweils signifikant (p = 0,040 far den ersten und p = 0,050 fur den fanften Tag unter

Prednisolon), wahrend die Steigerung am basalen Versuchstag nicht signifikant war
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Abbildung 25: Ausscheidungsrate des PGE2 im Urin (pg/min). Dargestellt sind die MW

+ SEM bei 12 gesunden méannlichen Probanden wahrend des Durstens
an allen drei Versuchstagen (ohne PD schwarz, nach 1 d 30 mg PD rot
und nach 5 d 30 mg PD grin).

3.3 Einfluss der Glucocorticoideinnahme auf relevante Urinparameter

nach

Gabe des V2R-Agonisten Minirin®

In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Prednisoloneinnahme auf die ermittelten Urin-

Parameter u-AQP2, PGE2, Osmolalitat und Volumen nach intravendser Gabe von 4 ug

des V2R-Agonisten Minirin® gezeigt.

Die Aussch

eidung von u-AQP2 stieg allen drei Versuchstagen nach Gabe von Minirin®

hoch signifikant an (jeweils p <0,001). Die Anstiege unter Prednisoloneinnahme

unterschieden sich nicht signifikant von dem ohne Glucocorticoideinnahme.
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Bei einem Probanden wurde auch nach Messwiederholung ein u-AQP2 gemessen, das
um mehr als die 18-fache Standardabweichung vom Mittelwert entfernt lag. Dieser Wert

wurde in den weiteren statistischen Berechnungen nicht berlcksichtigt.
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Abbildung 26: u-AQP2 Konzentration im Urin (ng/ml) vor und nach intravendser Gabe
von 4pg Minirin®. Dargestellt sind MW = SEM bei 12 gesunden
mannlichen Probanden jeweils ohne PD, nach 1 d mit 30 mg PD oral
und nach 5 d mit 30 mg PD oral.

**: signifikant mit p < 0,001

Die Konzentration von PGE2 stieg nach Gabe von Minirin® ebenfalls an (siehe
Abbildung 27). Allerdings waren die Anstiege an keinem der Versuchstage signifikant.

Auch bestanden keine signifikanten Unterschiede der Anstiege untereinander.
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Abbildung 27: PGE2-Konzentration im Urin (pg/ml) vor und nach intravendser Gabe
von 4 ug Minirin®. Dargestellt sind MW + SEM bei 12 gesunden
mannlichen Probanden jeweils ohne PD, nach 1 d mit 30 mg PD oral
und nach 5 d mit 30 mg PD oral.

n.s.: Anstieg ist nicht signifikant

Die Urinosmolalitat stieg regelmaBig im Anschluss an die intravenése Applikation von
Minirin® an. Ohne Prednisolon war der Anstieg im Mittel nicht signifikant, wohingegen
er an beiden Tagen unter Prednisoloneinnahme hoch signifikant war (siehe Tabelle 6).
Die Osmolatitat des nachtlichen Sammelurins war unter Prednisoloneinnahme jeweils

signifikant hdher als am basalen Versuchstag ohne Glucocorticoideinnahme.

Die Einnahme von Prednisolon hatte im Mittel keinen signifikanten Einfluss auf das
registrierte Urinvolumen nach Gabe von Minirin® (4 ug i.v.). Das Volumen des
nachtlichen Sammelurins lag am Versuchstag ohne Medikamenteinnahme mit 500 + 62
ml signifikant Gber (p = 0,340) dem am ersten Tag der Prednisoloneinnahme 365 + 36

ml. Weitere signifikante Unterschiede bestanden nicht.
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kein Prednisolon

Urin Osmolalitat

1 d Prednisolon

Urin Osmolalitat

5 d Prednisolon

Urin Osmolalitat

MW + SEM MW + SEM MW + SEM

(mOsmol/l) (mOsmol/l) (mOsmol/l)
16.00 Uhr 921,2+29,5 897,0 + 38,2 886,7 + 48,9
17.30 Uhr (nach 954,8 + 17,4 1029,3+ 51,6 1030,4 + 48,1
4 ug Minirin® i.v.)
Anstieg nach N -
Minitin® Gabe 33,6 £ 25,9 132,3 + 31,0# 143,8 + 20,4
Signifikanz des nicht signifikant hoch signifikant hoch signifikant
Anstiegs nach _0.221 —0.001 0.001
Minirin® Gabe p=5 p=1 p<b
nachtlicher .
Sammelurin 979,0 + 24,3 #, 1109,3 + 37,2 n.s. 1083,0 + 31,1
Tabelle 6: Urinosmolalitat (mOsmol/l) vor und nach Applikation von Minirin® (4 ug

i.v.) sowie im nachtlichen Sammelurin. Dargestellt sind MW + SEM bei 12
gesunden mannlichen Probanden jeweils ohne PD, nach 1 d mit 30 mg
PD oral und nach 5 d mit 30 mg PD oral.
#: hoch signifikant, p = 0,001 (kein PD vs. 1 d 30 mg PD)

*: signifikant, p = 0,004 (kein PD vs. 5 d 30 mg PD)

n.s.: nicht signifikant, p = 0,540 (1 d 30 mg PD vs. 5d 30 mg PD)

3.4 Kontrolle der Compliance

Um die regelrechte Prednisoloneinnahme der Probanden zu Uberprifen, wurden an

beiden

Versuchstagen

unter

Glucocorticoideinnahme

jeweils um

10 Uhr die

Prednisolonspiegel der Probanden im Serum bestimmt. Es konnte bei allen 12

Probanden Prednisolon im Serum nachgewiesen werden (siehe Tabelle 7).

Prednisolon im Serum

Prednisolon im Serum

Prednisolon im Serum

10.00 Uhr 10.00 Uhr 10.00 Uhr
Range Mittelwert SEM
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1d 30 mg
Prednisolon 340 — 440 370 +10
5d 30 mg
Prednisolon 220 -420 330 +10
Tabelle 7:  Prednisolon im Serum (ng/ml) an beiden Versuchstagen mit

Medikamenteneinnahme bei 12 gesunden méannlichen Probanden um
10.00 Uhr.
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Zusatzlich wurde der ACTH-Spiegel im Plasma am basalen Versuchstag sowie am
finften Tag der Prednisoloneinnahme um 8.00 Uhr bestimmt (siehe Abbildung 28). Am

basalen Versuchstag konnte bei allen Probanden ein morgendlicher ACTH-Spiegel im
Plasma oberhalb der Nachweisgrenze des Assays (5 pg/ml) ermittelt werden. Im Mittel
wurden 31,63 + 5,27 pg/ml gemessen.

Am letzten Tag der Prednisoloneinnahme lag der morgendliche ACTH-Wert im Plasma
bei 22,94 + 2,23 pg/ml und war damit signifikant niedriger als am basalen Versuchstag
(p = 0,044).
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Abbildung 28: Morgendliches Plasma-ACTH (pg/ml) ohne Prednisolon sowie am
finften Tag der oralen Einnahme von 30 mg/d Prednisolon. Dargestellt
sind MW £ SEM bei 12 gesunden mannlichen Probanden.

Die wiederholte Kontrolle des Kérpergewichts bei allen Probanden zu samtlichen
Messzeitpunkten zeigte moderate Kérpergewichtsabfélle, die in keinem Fall mehr als
3 % des Ausgangsgewichts betrugen.
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4 Diskussion

In  der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine flnftdgige orale
Prednisoloneinnahme von 30 mg/d den Plasma-ADH-Spiegel supprimiert und inwiefern
die renale Wasserrtckresorption dadurch moduliert wird. Zur Beantwortung dieser
zweifachen Fragestellung wurden Durstversuche an gesunden méannlichen Probanden
durchgefihrt. GemaB einem etablierten Protokoll erfolgte jeweils zu Beginn ein basaler
Durstversuch ohne Medikamenteneinnahme. An diesen basalen Durstversuch
schlossen sich zwei weitere Durstversuche am ersten und letzten Tag einer flnftagigen
Prednisoloneinnahme an. Die Compliance der Probanden wurde anhand der
Bestimmung von Prednisolon- und ACTH-Spiegeln sichergestellt. Um Hinweise fir
ADH-unabhangige Mechanismen der Wasserrickresorption zu erhalten, wurden unter
anderem im Plasma Renin und ADH, im Serum Aldosteron und im Urin PGE2 bestimmt.

Es wurde gezeigt, dass orale Glucocorticoidzufuhr den Plasma-ADH-Spiegel signifikant
supprimiert. Auch nach achtstindigem Dursten stieg das Plasma-ADH unter
Prednisolon nicht Uber die Nachweisgrenze des verwendeten RIA (0,4 pg/ml) an. Die
Prednisoloneinnahme hatte keinen Einfluss auf den Anstieg der Plasmaosmolalitat
wahrend des Durstens. Daraus kann gefolgert werden, dass der endogene Anstieg des
ADH trotz entsprechender osmotischer Stimulation ausblieb.

Weiterhin gezeigt wurde, dass die Fahigkeit zur Urinkonzentration unter
Glucocorticoidexzess trotz des supprimierten Plasma-ADH uneingeschrankt erhalten
blieb. Ebenfalls blieb die kumulierte Ausscheidungsmenge von u-AQP2 unter
Prednisolon konstant. Sie diente als MaB fir die renal in die Plasmamembran der
Sammelrohrzellen eingebauten AQP2-Molekiile. Eine Anderung der glomeruléren
Filtrationsrate, gemessen als Kreatinin-Clearance, konnte ausgeschlossen werden.

Die Spiegel der Hormone ANP, Renin und Aldosteron stiegen unter
Prednisoloneinnahme im Vergleich zum basalen Durstversuch signifikant an. Unter
Prednisolon konnte dagegen keine signifikante Anderung der PGE2-Ausscheidung im
Urin beobachtet werden.

Insgesamt lassen sich aus den Ergebnissen Ruickschlisse auf alternative
Mechanismen der renalen Wasserrlckresorption und insbesondere auf einen ADH-
unabhangigen Aquaporin-2-Einbau ziehen. Diese werden aufbauend auf einer
grundsatzlichen Diskussion der Ergebnisse im Folgenden dargelegt.
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4.1 Prednisolon supprimiert ADH im Plasma

Am basalen Versuchstag kam es zu einem normalen Anstieg von ADH im Plasma. Die
orale Einnahme von 30 mg Prednisolon dagegen hatte eine Suppression des Plasma-
ADH unter die Nachweisgrenze des verwendeten RIA (0,4 pg/ml) zur Folge (siehe
Abbildung 2). An allen drei Versuchstagen stieg die Plasmaosmolalitdt wahrend des
achtstindigen Durstens unverandert an (siehe Tabelle 2), daher ist von einem
adaquaten osmotischen Stimulus fir die endogene ADH-Sekretion auszugehen *. Da
der erwartete ADH-Anstieg trotz dieser Stimulation ausblieb (siehe Abbildung 3), muss
die Glucocorticoideinnahme die endogene Vasopressin-Antwort auf den osmotischen
Stimulus verhindert haben. Die Dauer der Prednisoloneinnahme hatte dabei keinen
Einfluss auf den beschriebenen Effekt. Bereits am ersten Tag der Prednisoloneinnahme
konnte im Durstversuch bei keinem der Probanden das Plasma-ADH zum Anstieg Uber

die Nachweisgrenze stimuliert werden.

In dieser Arbeit konnten somit die von Béahr et al. ® publizierten Resultate an einer
gréBeren Probandenzahl bestétigt werden. Ebenfalls im Einklang mit unseren
Ergebnissen sind Tierexperimente an Hunden, bei denen eine Cortisol-Infusion zu einer
signifikanten Reduktion der ADH-Antwort auf osmotische Stimulation fiihrte % 1. An
méannlichen Wistar-Ratten untersuchten Batalhdo et al. '® den Einfluss von
Dexamethason auf die Vasopressin-Sekretion wahrend des endotoxamischen Schocks.
Sie konnten zeigen, dass unter Dexamethason-Gabe nach Induktion eines
endotoxamischen Schocks die erwartete endogene Vasopressin-Antwort zur Erhéhung
des mittleren arteriellen Blutdrucks ausblieb. Die eingangs zitierten in vitro
Arbeiten %% 3 ® konnten ebenfalls eine ADH-Supprimierung durch Glucocorticoide
zeigen.

Im fraglichen Widerspruch zu unseren Ergebnissen steht eine Studie an Ratten, bei der
die Applikation des Glucocorticoids Dexamethason zu keiner Suppression der
Vasopressin-Sekretion flhrte, gleichwohl eine Suppression von Corticosteron registriert

wurde 103

. Einschrankend muss hinzugefligt werden, dass es sich um eine rein
intrazerebrale Injektion von Dexamethason handelte und auch die osmotische
Stimulation nur zentral erfolgte. Ruginsk et al. '® konnten ebenfalls nach Stimulation mit
einer hypertonen Infusion unter Applikation von Dexamethason keine Reduktion des

Plasma-Vasopressin-Spiegels an Ratten beobachten. Diese beiden Arbeiten deuten
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darauf hin, dass eventuell zwischen dem Einfluss verschiedener Glucocorticoide und
der jeweiligen ADH-Stimulation unterschieden werden muss.

4.2 Keine Reduzierung der renalen Wasserrickresorption trotz ADH-

Suppression

Es ist allgemein akzeptiert, dass ADH Uber renale V2R den Einbau von AQP2 in die
apikale Zellmembran von Prinzipalzellen des Sammelrohrs vermittelt (siehe Abschnitt
1.3). Einigkeit herrscht ebenfalls dariber, dass ADH Uber die AQP2-Translokation den

potentesten antidiuretischen Effekt in der Niere induziert '%°.

Wird endogen eine supraphysiologische Menge an ADH ausgeschuttet, spricht man
vom Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion (SIADH) oder auch Schwartz-Bartter-
Syndrom. Klinisch &uBert sich dies in einer hypotonen Verdinnungs-Hyponatridmie
aufgrund von gesteigerter ADH-bedingter renaler Wasserriickresorption '%. Schwer-
wiegende und irreversible neurologische Ausfélle im Hirnstamm kénnen die Folge sein.
Bei hospitalisierten Patienten ist SIADH eine Ursache von Hyponatridmie und tritt oft
nach Schadel-Hirn-Traumata auf. Therapeutisch stehen heute unter anderem ADH-
Antagonisten fiir die Behandlung des SIADH zur Verfiigung '®”. Nicht selten wird die
Hyponatridamie durch eine hohe ADH-Plasma-Konzentration hervorgerufen, die
wiederum durch niedrige Cortisol-Plasma-Spiegel bedingt ist und mit exogenen

Glucocorticoiden behandelt wird > &,

Entsprechend tritt bei endogenem Vasopressin-Mangel, dem sogenannten Diabetes
insipidus centralis, eine massive Polyurie mit konsekutiver Polydipsie auf. Die Polyurie
ist auf den verminderten ADH-Plasma-Spiegel zurlckzufihren, der die unzureichende
renale Wasserriickresorption bedingt '®. Das ausgeschiedene Urinvolumen kann dabei
mehr als 50 ml/kg Kérpergewicht in 24 h betragen und die Urinosmolalitat liegt unter
300 mOsmol/kg. Diabetes insipidus centralis kann genetisch bedingt oder erworben
(z.B. in Folge von Traumata, Neoplasien, Infektionen, toxischen Noxen oder GefaB-
malformationen) sein. Die Therapie besteht in der Applikation von V2R-Agonisten wie
Desmopressinacetat (Minirin®).
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Bei den Probanden dieser Studie wurde das Plasma-ADH durch Prednisolon unter die
Nachweisgrenze des RIA supprimiert und lieB sich auch durch Anstieg der
Plasmaosmolalitdt im achtstindigen Durstversuch nicht in messbare Bereiche

l. 8 entwickelte

stimulieren (siehe Abbildung 3). Wendet man die von Diederich et a
Formel zur Diagnose des Diabetes insipidus an, so wirden die Probanden unserer
Studie nach Prednisoloneinnahme alle in die Kategorie des Diabetes insipidus fallen. Im
basalen Durstversuch dagegen galten nach Diederich et al. alle Probanden als
unaufféllig. Doch diese Formel betrachtet allein das Verhalinis von Plasma-ADH zu
Plasmaosmolalitdt und wurde urspringlich zur Differentialdiagnose polyurischer
Syndrome entwickelt. Keine Beachtung wird hingegen dem Urinvolumen oder der
Urinosmolalitdt geschenkt. Wirde Prednisolon einen Diabetes insipidus bei unseren
Probanden imitieren - wie es nach der Formel von Diederich et al. scheint — misste das

Urinvolumen erhéht und die Urinosmolalitét erniedrigt sein.

Aber es kam bei den Probanden dieser Studie zu keiner Anderung ihrer Wasserdiurese.
Die Urinosmolalitat stieg an allen drei Versuchstagen wahrend der Durstversuche an
(siehe Abbildung 13) und es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Anstiegen oder den AUCs (siehe Tabelle 3). Ebenfalls bestanden keine signifikanten
Unterschiede des kumulierten Urinvolumens der Versuchstage. Zwar war das
ausgeschiedene Urinvolumen am ersten Tag der Prednisoloneinnahme héher als am
basalen Versuchstag, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (siehe Tabelle 5).
Die Korrelation von ausgeschiedenem Urinvolumen mit der entsprechenden
Urinosmolalitat war hoch (siehe Tabelle 4) und anderte sich trotz supprimierten Plasma-
ADH nicht signifikant. Warum die Urinosmolalitdt um 12.00 Uhr an allen Tagen ein
Minimum (Abbildung 13) und entsprechend das ausgeschiedene Urinvolumen ein
Maximum (Abbildung 14) hatte, bleibt unklar. Pedersen et al. ¥ haben ebenfalls
Durstversuche am Menschen durchgeflihrt und beschrieben wahrend der ersten vier
Stunden einen Abfall der Urinosmolalitat, nicht aber des Volumens. Die exakten Werte
wurden leider nicht publiziert, was einen genauen Vergleich erschwert. Eine mdgliche
Erklarung dieses Phanomens ware eine gesteigerte Flissigkeitsaufnahme der
Probanden vor Versuchsbeginn. Dies war laut Versuchsanweisung zwar nicht gestattet
und alle Probanden verneinten auf explizites Nachfragen eine erhdhte
Flussigkeitsaufnahme vor Beginn des Durstens, diese kann aber nicht mit Sicherheit

ausgeschlossen werden.
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Die Beobachtung der erhaltenen Wasserdiurese unter Plasma-ADH-Supprimierung
mittels exogenem Glucocorticoidexzess ist konsistent mit den Ergebnissen von Béhr et
al. ®*. Allerdings gibt es andere Arbeiten, die unter mehrtagiger Applikation von Cortisol
am Menschen eine Steigerung des Urinvolumens zeigten ' '"°. Bei bis zu 23 % der
Patienten, die unter einem Cushing-Syndrom mit endogenem Cortisolexzess leiden,
wird eine Polyurie in Kombination mit Polydipsie beschrieben '''. Auch tierexperimentell
resultiert sowohl exogener 2 als auch endogener ''® Glucocorticoidexzess bei Hunden
in einer Polyurie.

In der Literatur ist eine teilweise Steigerung der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) unter
Einnahme von Glucocorticoiden beschrieben ''*. Bei unseren Probanden wurde die
GFR naherungsweise mittels der Kreatinin-Clearance im Plasma bestimmt. Unter
Prednisolon wurde jedoch keine signifikante Hyperfiltration beobachtet. Auch wurde die
GFR durch Dursten nicht signifikant beeinflusst. Die Autoregulation der Niere im
Bereich eines mittleren arteriellen Bluttdrucks von 70-180 mmHg scheint bei unseren

Probanden demnach nicht auBer Kraft gesetzt worden zu sein (siehe Abbildung 6).

4.2.1 Kein Einfluss der Glucocorticoide auf u-AQP2-Ausscheidung

Im vorangegangen Abschnitt wurde demonstriert, dass sich die eingangs geduBerte
Vermutung einer ADH-unabhangigen Wasserriickresorption bestatig hat. Einleitend
wurde gezeigt, dass die antidiuretische Wirkung von ADH mittels renaler AQP2-
Insertion in die apikale Plasmamembran geschieht. Mit der Messung der u-AQP2-
Ausscheidung im Urin der Probanden wollten wir ndherungsweise Hinweise auf die
apikale Insertion von AQP2 gewinnen. Es konnte wiederholt gezeigt werden, dass die
Anderung des ADH-Spiegels im Plasma mit der ausgeschiedenen Menge an u-AQP2
korreliert 1188,

Wie vermutet kam es zu keiner signifikanten Anderung der kumulierten u-AQP2-
Ausscheidung, trotz massiv reduziertem Plasma-ADH (siehe Abbildung 21). Ein
geringer Unterschied bestand lediglich in der u-AQP2-Ausscheidung im Tagesverlauf.
Wahrend sie am basalen Versuchstag weitgehend konstant blieb, kam es unter
Prednisolon jeweils zu einem leichten Anstieg der u-AQP2-Ausscheidung (siehe
Abbildung 20). Auch nach Normierung auf die Kreatinin-Ausscheidung war keine
signifikante Anderung der u-AQP2-Auscheidung im Tagesverlauf oder unter

Prednisoloneinnahme messbar (siehe Abbildung 22).
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Am basalen Versuchstag kam es trotz eines signifikanten Anstieges des Plasma-ADH
zu keiner Steigerung der u-AQP2-Ausscheidung. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzuflihren, dass sich kurzfristige Anderungen des ADH-Spiegels nicht unmittelbar
in einer Anderung der u-AQP2-Ausscheidung widerspiegeln. Beispielsweise wurde in
dehydrierten Long-Evans Ratten erst nach 16 Stunden ein signifikanter Anstieg von
u-AQP2 festgestellt °. Auch Pedersen et al. ® beschrieben erst nach 12 Stunden
FlUssigkeitsrestriktion einen signifikanten Anstieg von u-AQP2 bezogen auf die
Kreatinin-Auscheidung beim Menschen.

Mit Messung der u-AQP2-Ausscheidung nach Applikation des V2R-Agonisten
Desmopressinacetat (Minirin®) am Ende jedes Durstversuches konnten wir Gberprifen,
ob die Signaltransduktion am V2R selbst durch die Glucocorticoide inhibiert wurde.
Nach Gabe des V2R-Agonisten kam es jeweils zu einem signifikanten Anstieg der
u-AQP2-Ausscheidung. Dieser  Anstieg blieb  unbeeinflusst  von der
Prednisoloneinnahme (siehe Abbildung 26). Unsere Ergebnisse sprechen daflr, dass
nach Glucocorticoideinnahme die Signaltransduktion von der Aktivierung des V2R bis
zur Insertion von AQP2 in die apikale Zellmembran erhalten blieb.

4.3 ADH-unabhéange renale Wasserriickresorption

Bis jetzt konnte gezeigt werden, dass ADH unter Prednisolon supprimiert wurde.
Gleichzeitig kam es zu keiner Anderung der renalen Wasserausscheidung. Ebenfalls
unverandert blieb die u-AQP2-Auscheidung im Urin. Bringt man diese drei
Beobachtungen in einen gemeinsamen Kontext, wird die Existenz von ADH-
unabhangigen Mechanismen einer AQP2-vermittelten Wasserrlickresorption sehr
wahrscheinlich. Einleitend wurden denkbare Mechanismen einer solchen ADH-
unabhangien Wasserrlckresorption aufgezeigt (vgl. Abs. 1.5). Diese werden
nachfolgend anhand der in vivo Resultate der vorliegenden Arbeit diskutiert.

4.3.1 RAAS-induzierter Einbau von AQP2?

5

Wie gerade in einem aktuellen Review '® aufgezeigt, konnten bis heute nicht alle

Details der AQP2-Translokation abschlieBend geklart werden. Etabliert ist inzwischen
die V2R-vermittlete intrazellulare cAMP-Erhdhung mit konsekutiver Aktivierung von PKA
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und resultierender Phosphorilierung von AQP2 an Ser=™®. Diese ADH-vermittelte
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Aktivierung der Signalkaskade fiihrt letztlich zur Translokation von AQP2 aus Vesikeln
in die apikale Zellmembran "°.

Das Mineralocortocoid Aldosteron kann ebenfalls eine Erhéhung der cAMP-
Konzentration in renalen Sammelrohzellen bewirken oder dort die ADH-vermittelte
cAMP-Erhdhung verstirken ". Aldosteron ist Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems und wird in der Zona glomerulosa in der Nebennierenrinde aus
Cholesterinesther synthetisiert. Es férdert die renale Natriumretention und
Kaliumausscheidung. Sekretionsstimuli fir Aldosteron sind Angiotensin Il (als Teil des
RAAS), Hyperkaliamie, Hyponatridmie sowie in geringerem MaBe der Plasma-ACTH-
Spiegel ''®. Hemmend wirken Hypokaliamie, Hypernatriamie, Somatostatin oder auch
ANP "7,

Bei den Probanden unserer Studie kam es unter Prednisoloneinnahme zu einer
deutlichen Zunahme der Aktivierung des RAAS. Unter Prednisolon stieg die Plasma-
Reninkonzentration im Tagesverlauf signifikant an (siehe Abbildung 9 und Abbildung
10). Signifikant war auch der Anstieg der Aldosteron-AUC unter Prednisolon im
Vergleich zum basalen Versuchstag (siehe Abbildung 12). Der starke Renin-Anstieg ist
insofern erstaunlich, als Renin durch ANP inhibiert wird '8, welches ebenfalls stark
anstieg (siehe Abbildung 7).

Als Erklarung des beobachteten Aldosteron-Anstiegs in unserer Studie kommt weder
eine Steigerung des ACTH-Spiegels (Abbildung 28), noch eine Hyponatriamie
(Abbildung 4) in Frage. Als mdgliche Stimuli bleiben der leichte Anstieg der Serum-
Kaliumkonzentration (Abbildung 5) und die signifikante Erhéhung des Renin- und damit
des Angiotensin II-Spiegels (Abbildung 9). Méglicherweise lag eine Kombination dieser

beiden Stimuli vor. Mit ADH war zudem ein potenter Renin-Inhibitor supprimiert '*°.

In Anbetracht der Tatsache, dass Aldosteron in der Niere zu Natriumretention und
Kaliumausscheidung fuhrt, scheinen die Messungen der Elektrolyte im Urin auf den
ersten Blick verwirrend. Bei den Probanden dieser Studie erhdhte sich sowohl die
Natrium- als auch die Kaliumkonzentration des Urins (siehe Abbildung 16 und
Abbildung 18), jedoch waren diese Effekte nicht Prednisolon-abhangig. Méglicherweise
bewirkte Aldosteron in Abwesenheit von ADH (Uber Bindung an einen

! eine intrazellulare cAMP-Erhéhung "

membranstandigen Mineralocorticoidrezeptor ’
mit konsekutiver Translokation von AQP2 in die apikale Zellmembran. Zwar besitzt auch

Prednisolon selbst eine Mineralocortocoide Potenz '?°, jedoch ist diese so schwach 2",
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dass eine ausreichende Aktivierung des Mineralocorticoidrezeptors durch Prednisolon
unwahrscheinlich ist ">,

Eine andere Arbeit legt die Vermutung nahe, dass Aldosteron Uber einen klassischen
intrazellularen Mineralocorticoidrezeptor an der Translokation von AQP2 beteiligt ist. Bei
gesunden Ratten kam es unter Applikation eines Aldosteron-Antagonisten zu einer
signifikant erhdhten Urinausscheidung mit verminderter Urinosmolalitat '2%. Mittels
semiquantitativem Immunoblotting konnte in dieser Studie gleichzeitig eine 45 %
Reduktion der AQP2-Expression in Anwesenheit des Aldosteron-Antagonisten
nachgewiesen werden. In vitro wurde bei der Applikation von Aldosteron in Kulturen
muriner Sammelrohrzellen zwischen einem lang- und einem kurzfristigen Effekt
unterschieden werden. Innerhalb der ersten 24 Stunden kam es zu einer verminderten
AQP2-Expression. Bei langerer Aldosterongabe hingegen wurde die AQP2-Expression
gesteigert '%°.

Ein mdglicher intrazellularer cAMP-Anstieg in den Sammelrohrzellen konnte nicht als
Anstieg von cAMP im Urin nachgewiesen werden ®. Inwiefern die Ausscheidung von
cAMP im Urin mit einem intrazellularen cAMP-Anstieg in den Prinzipalzellen des
Sammelrohrs gleichgesetzt werden kann, ist jedoch unklar.

Auch wenn die beobachtete Aktivierung des RAAS unter Prednisoloneinnahme
signifikant war und es Hinweise flr einen Aldosteron-vermittelten AQP2-Einbau gibt,
sprechen die Messungen von cAMP im Urin ®* dagegen, dass der Aldosteron-induzierte
cAMP-Anstieg alleine die ADH-unabhangige Wasserrlickresorption bedingt hat.

4.3.2 ANP-induzierter Einbau von AQP2?

Das Atriale Natriuretische Peptid far eine gesteigerte Wasserriickresorption
verantwortlich zu machen, erscheint im ersten Moment nicht besonders naheliegend.
Denn schon aus seinem Namen ldsst sich die Schlisselfunktion dieses Hormons
ableiten. Es bewirkt in der Niere eine gesteigerte Natriurese mit konsekutiver Erhéhung
der Wasserausscheidung. So soll der Koérper vor Volumenidberlastung geschitzt
werden. ANP ist zudem ein potenter Vasodilatator und wirkt hemmend auf das RAAS.
Klassischer Weise wird ANP daher Gegenspieler von ADH gesehen.

Jedoch gibt es zunehmend Hinweise, dass das renale Zusammenspiel von ADH und
ANP synergistisch sein kénnte (siehe Abs. 1.5). In vitro konnte in Sammelrohrzellen von

Ratten die Existenz eines ANP-Rezeptors nachgewiesen werden '?*) der eine
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intrazellulare cGMP-Erhdhung bewirkt 2°. Ebenfalls in vitro wurde die cGMP-abhangige
intrazelluldre Translokation von AQP2 gezeigt, die durch ANP hervorgerufen wird %,
Dabei aktiviert ANP Uber cGMP die Proteinkinase G - anstelle der cAMP vermittelten

Aktivierung vom Proteinkinase A — und vermittelt so die Phosphorilierung von Ser®*®.

Unter Prednisoloneinnahme war der Plasma-ANP-Spiegel signifikant erhéht (siehe
Abbildung 7). Die ANP-AUC war unter Prednisolon ebenfalls signifikant gesteigert
(sieche Abbildung 8). Die Anderung des Plasma-ANP korrelierte nicht mit der Anderung
der Natriumausscheidung im Urin (r=0,321). Auch nahm unter Prednisolon die
kumulierte Natriumausscheidung nicht signifikant zu (siehe Abbildung 17), wie es nach
der Steigerung von ANP im Plasma zu erwarten gewesen ware. Die
Natriumkonzentration im Serum stieg ebenfalls unter Prednisolon trotz deutlich
erhdhtem Plasma-ANP an (siehe Abbildung 4). Diese Befunde zeigen, dass unter
exogenem Glucocorticoidexzess und supprimiertem ADH der natriuretische Effekt von

ANP nicht zum Tragen kam.

In Durstversuchen ohne Prednisoloneinnahme wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
kein Anstieg von ANP im Tagesverlauf beschrieben ®, was sich mit unseren
Beobachtungen am basalen Tag deckte. Dagegen wurde In Ratten eine signifikante

103

Erhdhung des Plasma-ANP nach zentraler osmotischer Stimulation sowie nach

exogener Stimulation mit dem Glucocorticoid Dexamethason gezeigt '?°.

Das signifikant erhéhte Plasma-ANP koénnte Uber cGMP den ADH-unabhangigen
Einbau von AQP2 in die apikale Plasmamembran bewirkt haben und die erhaltene
Wasserriickresorption erklaren #°. Starklint et al. '*® beschrieben bei Probanden nach
Nahrungskarenz und anschlieBender hyperosmolarer Stiumulation ebenfalls eine ANP-
Erhéhung im Plasma. Sie sahen in dieser Erhéhung eine mogliche Erklarung fir die
ebenfalls erhdhte Ausscheidung von u-AQP2. Passend zu der Vermutung einer cGMP-
abhdngigen AQP2-Insertion ist die oben angefiihrte ® Abnahme der cAMP-

Ausscheidung im Durstversuch unter Prednisolon.

Zunehmend ricken zentrale Funktionen von ANP im den Vordergrund. Es gelang der
immunreaktive Nachweis von ANP im PVN, SON und der Neurohypophyse '#’.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass endogenes ANP einen direkten
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Einfluss auf die Oxitocin-Synthese als Antwort auf osmotische Stimuli besitzt '?®. Durch
Hypertonizitdt werden zentrale ANPerge Neuronen aktiviert, wodurch die Oxitocin-
Sekretion stimuliert wird. In Kulturen muriner Hypophysenvorderlappenzellen inhibierte
ANP die CRH-stimulierte ACTH-Freisetzung und nahm so Einfluss auf die Regulierung
der HPA '®. Eine entsprechende zentrale neuroendokrine Regulierung des Wasser-
und Elektrolythaushalts durch ANP wurde von Antunes-Rodrigues et al. ' bereits

beschrieben.

Das renale Zusammenspiel von ADH und ANP ist noch weitgehend ungeklart und es
gibt darGber widersprichliche Aussagen in der Literatur. Einige Arbeiten beschreiben in
vitro eine ANP-vermittelte Inhibition von ADH in der Niere '®'. Andere postulieren einen
biphasischen Effekt von ANP auf die Natriurese und Diurese. Nach einer zehnminitigen
Steigerung der Natriurese und Diurese unter ANP-Infusion beschrieben Wang et al. '
nach 90 Minuten einen vermehrten Einbau von AQP2 sowie eine erhéhte
Wasserrlckresorption. Inwieweit dieser Effekt kompensatorisch oder ANP-vermittelt ist,
blieb unklar.

Es kann festgehalten werden, dass wir erstmals in vivo am Menschen zeigen konnten,
dass es unter Prednisolon trotz ADH-Suppression zu einer signifikanten ANP-Erhéhung
im Plasma kam. Diese Erhéhung bestand basal und lieB sich zusatzlich im
Durstversuch steigern. Kombiniert man dies mit den eindeutigen Ergebnissen von
tierexperimentellen und in vitro Arbeiten, so ist eine ANP-vermittelte AQP2-
Translokation zur Aufrechterhaltung der renalen Wasserriickresorbtion sehr
wahrscheinlich. Zur weiteren Analyse ware eine gleichzeitige Bestimmung von sowohl
cGMP- und u-AQP2-Ausscheidung im Urin als auch der Plasma-ANP- und Plasma-
ADH-Spiegel in Nachfolgestudien sinnvoll. Es ist vorstellbar, dass die ANP-Erhéhung

Uber eine zentrale Ruckkopplung getriggert wurde.

4.3.3 Verschiebt PGE2 die Relation von Endo-und Exozythose der AQP2-
Translokation in Abwesenheit von ADH?

Wie einleitend erlautert, antagonisiert Prostaglandin E2 vermutlich die ADH-induzierte
Translokation von AQP2 in die apikale Zellmembran der Sammelrohrzellen . Nach
Bindung an den EP3-Rezeptor kann PGE2 nach Aktivierung von Rho mit nachfolgender
Actin-Polymerisation die Translokation von AQP2 verhindern. Es wurde ebenfalls in
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verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass die ADH-vermittelte cAMP-Erhéhung durch PGE2
inhibiert wird "% 3% Zudem scheint PGE2 die Exozythose von AQP2 und damit den
Ausbau aus der apikalen Zellmembran zu férdern ®'.

Manche Arbeiten zeigen eine ADH-vermittelte Stimulation der Bildung von PGE2 "8 7°,
daher kann PGE2 als eine Art renaler Schutzmechanismus verstanden werden. Im
Sinne eines negativen Feedbacks antagonisiert PGE2 die antidiuretsiche Wirkung von
ADH und reguliert so die renale Feinabstimmung. Nach Machida et al. ¥ kann PGE2 die
ADH-Wirkung sowohl akut Uber eine Hemmung des cAMP-Anstieges modulieren als
auch langerfristig durch eine Inhibition von V2R-mRNA-Expression. Durch Hemmung
der COX-2 kénnen Glucocorticoide die PGE2-Synthese hemmen %,

Nach dieser Theorie bliebe die Balance der Wasserrlckresorption erhalten, wenn die
renale PGE2-Synthese bei supprimiertem ADH ebenfalls verringert ware. Unsere
Resultate konnten dies allerdings nicht bestatigen. Die PGE2-Ausscheidung im Urin der
Probanden wurde durch die Prednisoloneinnahme nicht verringert (siehe Abbildung 23
und Abbildung 24). Die Ausscheidungsrate stieg sogar unter Prednisolon im
Tagesverlauf starker als am basalen Versuchstag (siehe Abbildung 25). Die eingangs
geauBerte Hypothese, dass Prednisolon Uber eine COX-2 Inhibierung die PGE2-
Synthese reduzieren wirde, konnte damit nicht bestéatigt werden.

Insgesamt erscheint es etwas problematisch aus dem im Urin gemessenen PGE2 auf
die Menge von aktivem PGE2 in den renalen Sammelrohrzellen zu schlieBen. PGE2 ist
ein Eicosanoid, das ubiquitar im Kérper lokal synthetisiert und auch abgebaut wird. Die
Halbwertszeit von PGE2 betragt nur wenige Minuten. Im Gegensatz zu den klassischen
Hormonen erreicht PGE2 seine Erfolgszellen nicht tiber die systemische Zirkulation. Es
ist dennoch mdglich, dass das im Urin gemessene PGE2 auch aus anderen Organen
des Kdérpers stammte und nicht allein die lokale Konzentration in den Sammelrohrzellen

widerspiegelte.

Nach pharmakologischer Stimulation des VR2 mit Desmopressinacetat stieg die PGE2-
Konzentration im Urin leicht an (siehe Abbildung 27). Prednisolon hatte dabei keinen
signifikanten Einfluss auf die Starke des Anstieges. Dies legt die Vermutung nahe, dass
die oben beschriebene ADH-induzierte Stimulation der PGE2-Synthese Uber V2R
vermittelt wird. Eine mégliche Inhibierung der PGE2-Synthese in den Sammelrohrzellen
der Niere durch Prednisolon konnten wir mittels der PGE2-Ausscheidung im Urin nicht
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nachweisen. Denkbar ware allerdings, dass die Prednisolon-vermittelte Inhibierung der
COX-2 durch eine von Zhang et al. ' beschriebene Erhéhung der COX-2-
Immunoreaktivitat mittels des Mineralocortocoids Aldosteron ausgeglichen wurde.

Mit unseren Ergebnissen konnten wir die von Pedersen et al. ® beschriebene Erhdhung
der u-AQP2-Ausscheidung unter dem COX-2 Inhibitor Ibuprofen nicht fir den COX-2
Inhibitor Prednisolon bestatigen.

Es ist davon auszugehen, dass PGE2 entscheidend an der Regulierung der renalen
Wasserrlickresorption beteiligt ist. Allerdings l&sst sich durch unsere Ergebnisse eine
verminderte PGE2-Synthese als Antwort auf die supprimierten ADH-Spiegel unter
Prednisoloneinnahme nicht nachweisen. Um ein genaues Verstandnis der PGE2-
vermittelten Balance der AQP2-Translokation beim Menschen zu bekommen, wéren
Nierenbiopsien notwendig.

4.4 Exkurs: Mogliche Mechanismen der ADH-Suppression unter
Prednisolon

Prednisolon ist ein synthetisches Glucocorticoid, das ungefahr viermal so potent ist wie
das physiologisch beim Menschen zirkulierende Cortisol. Die Halbwertszeit von
Prednisolon liegt bei 3 Stunden und die Wirkdauer bei ca. 12-36 Stunden '*'.
Prednisolon ist lipophil und kann daher die Blut-Hirn-Schranke gut passieren. Nach
oraler Applikation von Prednisolon betragt die Bioverfligbarkeit beim Menschen
82+13% (MW +SD) ", Der Wirkeintritt ist dosisabhangig, kann aber nach oraler
Einnahme von 20 mg Prednisolon bereits nach wenigen Minuten eintreten '*. Der
Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration nach oraler Einnahme von 30 mg
Prednisolon wird nach 1,5+ 0,5 Stunden (MW + SD) erreicht. Dann ist eine maximale
Konzentration von 458 + 150 ng/ml (MW + SD) Prednisolon im Plasma zu erwar-
ten 2% '3 Bej unseren Probanden wurden die Prednisolonspiegel 2 Stunden nach
oraler Einnahme bestimmt und lagen bei 370+10 ng/ml am ersten Tag der
Prednisoloneinnahme und bei 330+ 10 ng/ml nach funf Tagen Prednisolon (siehe
Tabelle 7). Wir schlieBen daraus, dass das Prednisolon von allen Probanden regelrecht
eingenommen und enteral resorbiert wurde.

Die signifikante Verringerung des Plasma-ACTH-Spiegels nach finf Tagen

Prednisoloneinnahme (siehe Abbildung 28) zeigt, dass die zentral erreichte
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Konzentration von Prednisolon hoch genug war, um im Sinne eines negativen
Feedbacks auf die HPA zu wirken. Die kdrpereigene CRH-Sekretion im PVN des
Hypothalamus wurde so teilweise inhibiert und es kam im Hypophysenvorderlappen zur
verminderten ACTH-Sekretion. Zusatzlich machte sich vermutlich der ADH-Mangel und

damit das Fehlen eines zweiten Sekretagogums flir ACTH bemerkbar.

In der Literatur ist der negative Feedback-Mechanismus von Cortisol auf die
parvozellularen vasopressinergen Neurone, die direkten Einfluss auf die Regulierung
der HPA haben, gut belegt *®. Aus unserer Beobachtung des massiv supprimierten
Plasma-ADH, welches Uberwiegend in den hypothalamischen magnozelluldren
Neuronen des PVN und SON synthetisiert wird (vgl. Abschnitt 1.1), lassen sich zwei
mogliche Rickschlisse ziehen. Einerseits kann in vivo ein Glucocorticoidexzess beim
Menschen zu einer Suppression der magnozellularen Vasopressin-synthestisierenden
Neurone im Hypothalamus fihren. Andererseits kann die Glucocorticoidwirkung auf
Inhibition der neurohypophysaren ADH-Sekretion beruhen. Ein kombinierter Einfluss auf
beide Regionen ist ebenfalls mdglich. Diskutiert werden muss daridber hinaus die
Méglichkeit einer Glucocorticoid-abhangigen Modulation der zentralen Osmorezeptoren
sowie eine Reduzierung der Plasmahalbwertszeit von ADH.

Far eine direkte Wirkung der Glucocorticoide auf hypothalamische magnozelluléare
vasopressinerge Neurone spricht der Nachweis von Glucocorticoid-Rezeptoren (GR) im
Zytoplasma dieser Neuronen. Der Nachweis wurde mittels Bindungsstudien des
synthetischen Glucocorticoid-Agonisten [*HJRU-28362 an andrenalektomierten Ratten
erbracht '°. Allerdings konnte in anderen Arbeiten immunhistochemisch erst nach
zehntagiger hypoosmotischer Stimulation GR-Expression im SON nachgewiesen
werden ''. Durch diese zehntdgige hypoosmotische Stimulation wird eine maximale
Inhibition des Plasma-ADH und der ADH-mRNA im SON erreicht. Ohne diese vorherige
Stimulation fanden sich keine GR im SON. Papanek et al. ' fihrten die
unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich des Vorkommens von GR im SON darauf
zurlck, dass es vermutlich verschiedene GR gibt, die noch nicht alle identifiziert sind.
Werden beispielsweise Rezeptor-AK zum Nachweis verwendet, kdénnen andere
Resultate erreicht werden, als wenn die Expression eines Gens gemessen wird.

Auch kénnte die Abspaltung von ADH aus pro-ADH durch Glucocorticoidgabe gehemmt

worden sein. Erkut at al. ® beschrieben post mortem eine geringere Vasopressin-
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Expression in Hypothalami von mit Glucocorticoiden behandelten Patienten bei
gleichbleibender pro-ADH Expression. Mdglicherweise ist dies durch eine geringere
Expression der Prohormon-Konvertasen PC-1 und PC-2 zu erklaren '*%. Dazu passen
die in vitro gewonnenen Ergebnisse von Papanek et al. '*? aus Versuchen an SON-
Zellen von Ratten. In Anwesenheit von Corticosteron beobachteten sie eine fehlende
ADH-Sekretion nach osmotischer Stimulation. Da sie keine Anderung der ADH-mRNA
registrierten, gehen sie von einem nicht genomischen Effekt des Glucocorticoids aus.
Andere Arbeiten postulieren ebenfalls das Vorkommen eines membranstéandigen GR,
(iber den die Vasopressin-Sekretion nicht-genomisch gehemmt wird "4,

Gegen die Vorstellung einer isolierten Hemmung der neurohypophysaren ADH-
Sekretion spricht eine Studie mit einem selektiven Modulator des Estrogenrezeptors
(Tamoxifen) an Ratten. Dort wurde eine signifikante Supprimierung der Plasma-ADH-
Spiegel gemessen, ohne dass im Vergleich zur Kontrollgruppe ein reduzierter ADH-

Gehalt in der Neurohypophyse gemessen wurde '°.

Alternativ kénnte Prednisolon die Empfindlichkeit der zentralen Osmorezeptoren
modulieren bzw. die Antwort der magnozelluldaren vasopressinergen Neurone auf

13 nach ihren

osmotische Stimulation. Diese These vertreten Biewenga et al.
Experimenten an Hunden mit endogenem Gilucocorticoidexzess und supprimiertem
Plasma-ADH. In in vitro Arbeiten wurde spater gezeigt, dass durch Blockade der
Synapsen an vasopressinergen Neuronen der Ratte eine Vasopressin-Antwort im Sinne
von erhdhter ADH-mRNA auf osmotische Stimulation ausblieb *. Dennoch ist es sehr
unwahrscheinlich, dass Glucocorticoide die ADH-Suppression alleine Uber eine
Modulation von Osmorezeptoren ausiiben. Bei Hunden beobachteten Papanek et al. '’
eine Senkung des basalen ADH-Spiegels infolge mehrtagiger Glucocorticoidapplikation.
Der ohne Medikamentengabe beobachtete Zusammenhang zwischen der
Natriumkonzentration im Serum und des Plasma-ADH-Spiegels wurde durch die
Glucocorticoidapplikation auBer Kraft gesetzt. Daraus folgerten die Autoren, dass die
Wirkung des Cortisols nicht mit der Idee einer alleinigen Modifikation der

Osmorezeptoren zu vereinbaren ist.

Eine weitere Moglichkeit, die vorliegenden Ergebnisse zu erklaren, ware eine
Prednisolon-vermittelte Senkung der Halbwertszeit von ADH im Plasma. Es finden sich
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in der Literatur jedoch keine Hinweise auf einen solchen Effekt von Prednisolon auf die

Halbwertszeit von ADH.

Am wahrscheinlichsten beruht die beobachtete ADH-Supprimierung unter oraler
Einnahme von Prednisolon also auf einem negativen Feedback-Mechanismus auf
hypothalamischer Ebene unter Einbeziehung der magnozelluldren vasopressinergen
Neurone des SON und PVN. Inwieweit dieser Effekt genomisch und/ oder nicht-
genomisch vermittelt ist, kann nicht eindeutig geklart werden. Andere
Erklarungsmodelle wie eine Modulation der Osmorezeptoren, eine Inhibition der
neurohypophysaren Sekretion oder auch eine veranderte Halbwertszeit von ADH im
Plasma sind wie oben dargelegt fur eine Erklarung der Ergebnisse von untergeordneter

Relevanz.

4.5 Limitationen dieser Arbeit

Die Interpretation der aufgezeigten Ergebnisse verlangt eine sorgfaltige Analyse der
spezifischen Limitationen, die im Zusammenhang dieser Arbeit zu bedenken sind.
Limitationen ergeben sich vor allem aus dem Studiendesign, aus Defiziten der
laborchemischen  Bestimmungen, sowie den unterstellten biophysiologischen

Zusammenhangen.

4.5.1 Limitationen im Studiendesign

Mit 12 Probanden ist die Fallzahl fir statistische Berechnungen relativ klein. Bei der
Bestimmung einiger Parameter, wurden einzelne Messergebnisse wegen Unplausibilitat
ausgeschlossen. Dadurch verringerte sich die Fallzahl einiger MessgrdBen auf 9 bis 11.
Aufgrund der teilweise beobachteten morgendlichen Elektrolytschwankungen sollte
zukinftig bei klinischen Studien dieser Art die Nahrungsaufnahme wéahrend und
unmittelbar vor den Durstversuchen standardisiert werden, um Nahrung als StérgréBe
auszuschlieBen. Neben der Nahrungsaufnahme sollte die Flissigkeitsaufnahme in den
12 Stunden vor Beginn des Durstversuches festgelegt werden. Mdglicherweise kénnten
damit die groBen Unterschiede zwischen den morgendlichen Urinosmolalitaten
verhindert werden. AuBerdem lieBe sich so eine unbewusste vorsorgliche
Flussigkeitsaufnahme unterbinden. Interessant ware in diesem Zusammenhang, ob das
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beobachtete ,12.00-Uhr-Phadnomen® (max. Urinvolumen und min. Urinosmolalitat; siehe
Abbildung 13 und Abbildung 14) unter diesen Bedingungen persistieren wirde.

4.5.2 Limitationen der laborchemischen Bestimmungen

Ein kritischer Punkt dieser Arbeit besteht in der Empfindlichkeit des Vasopressin-RIA.
Die Nachweisgrenze dieses RIA lag bei 0,4 pg/ml und war damit im Vergleich zu
anderen Nachweismethoden oder kommerziell erhéltlichen RIA sehr niedrig. Dennoch
kann nicht ausgeschlossen werden, dass ADH in Konzentrationen unter 0,4 pg/ml einen
signifikanten Einfluss auf die Nierenfunktion auslibt. Beispielsweise ware eine
sukzessive Adaptation der magnozelluldren vasopressinergen Neurone an die erhéhten
Glucocorticoidspiegel denkbar, welche in einer Erhéhung des Vasopressin-Sekretion
resultieren kénnte. Eine mégliche Erhéhung im Bereich von 0 bis 0,4 pg/ml konnte aber
von unserem RIA nicht erkannt werden. Dieses Problem wird erst zu I6sen sein, wenn

empfindlichere Nachweismethoden verflgbar und etabliert werden.

4.5.3 Limitationen der zugrunde gelegten biophysiologischen

Zusammenhange

Ohne Nierenbiopsien konnten wir keine AQP2-Konzentration in den Prinzipalzellen des
Sammelrohrs der Niere messen. Naherungsweise konnten wir daher nur die u-AQP2-
Ausscheidung im Urin der Probanden messen. Es ist inzwischen allgemein anerkannt,
aus einen Anstieg von u-AQP2 im Urin auf einen vermehrten Einbau von AQP2 in die
apikale Zellmembran zu folgern ®. Fiir diese Annahme sprechen sicherlich auch unsere
Ergebnisse. Nach pharmakologischer Stimulierung des V2R kam es zu einer
signifikanten Erhéhung der u-AQP2-Ausscheidung im Urin. Allerdings ist nicht
abschlieBend geklart, ob sich diese beiden Werte proportional zueinander entwickeln.
Wahrscheinlich entspricht die Menge der u-AQP2-Auscheidung nicht der Menge an
eingebautem AQP2 sondern nur wenigen Prozent hiervon ''°. Der tiberwiegende Teil
von AQP2 wird intrazellular recycelt. Allerdings stieg bei Ratten nach 48-stliindiger
Flussigkeitsrestriktion die renale AQP2-Konzentration vierfach an, wohingegen die
Ausscheidung von u-AQP2 im Urin um das Neunfache stieg ''°. Ebenfalls besteht nicht
immer ein Zusammenhang zwischen der Urinosmolalitadt und der u-AQP2-
Ausscheidung '*®. Es ist denkbar, dass das im Urin gemessene u-AQP2 nicht durch die
Membraninsertion sondern durch den Ausbau von AQP2 entsteht. Es ist dariber hinaus
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unklar, ob das Verhéltnis zwischen ausgeschiedenem u-AQP2 und recyceltem AQP2
fest oder variabel ist.

Dennoch bietet die u-AQP2-Bestimmung aktuell die einzige Md&glichkeit in vivo am
Menschen Riickschliisse auf die Veranderungen intrarenaler AQP2-Translokationen zu
ziehen. Winschenswert waren hier Tierexperimente, die sich explizit der Beziehung von
u-AQP2 zu AQP2 in verschiedenen Hydrationszustanden sowie in An- und
Abwesenheit von ADH widmen. Da ahnlich zum AQP2 auch Einschréankungen bei
moglichen Rickschlissen aus Bestimmung von cAMP und PGE2 im Urin bestehen,
kénnten in einem solchen Tierexperiment gleichzeitig intrarenale Messungen dieser
beiden Stoffe erfolgen. Wir hielten es fir unvertretbar an gesunden Probanden

Nierenbiopsien vorzunehmen.
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5 Zusammenfassung

Die renale Wasserlckresorption mittels des hochspezifischen Aquaporin-2-
Wasserkanals in den Prinzipalzellen des Sammelrohrs ist ein wesentlicher
Mechanismus der Aufrechterhaltung der Homdostase des menschlichen Wasser- und
Elektrolythaushalts. Lange wurde angenommen, dass allein das Antidiuretische Hormon
(ADH) nach Bindung am Vasopressin-2-Rezeptor (V2R) Uber eine intrazellulare cAMP-
Erhdhung die Translokation von Aquaporin-2 (AQP2) in die apikale Zellmembran der
Prinzipalzellen bewirkt. Allerdings wurde 2006 eine ADH-unabh&ngige renale
Wasserrlickresorption unter exogener Glucocorticoidzufuhr beschrieben. Die Ziele der
vorliegenden Arbeit waren

(1) die Suppression des Plasma-ADH unter exogener Glucocorticoidzufuhr an einer

gréBeren Probandenzahl in vivo zu Uberprifen,
(2) die ADH-unabhangige Antidiurese zu bestatigen und
(3) die biophysiologischen Vorgange einer ADH-unabhangigen renalen Wasser-
rickresorption zu untersuchen.

Um den negativen Feedback von exogenen Glucocorticoiden auf die ADH-Sekretion zu
untersuchen, wurden an 12 gesunden mannlichen Probanden standardisierte
Durstversuche durchgefiuhrt. Auf einen basalen Durstversuch ohne Medikamenten-
einnahme folgten zwei weitere Durstversuche am ersten und letzten Tag einer
finftdgigen Einnahme von 30 mg/d Prednisolon oral. Fir die Beurteilung der
intrazellularen AQP2-Translokation wurde die Ausscheidung von urinary-AQP2
(u-AQP2) im Urin bestimmt. Im Anschluss an das achtstiindige Dursten wurden jeweils
4 ug des V2R-Agonisten Desmopressinacetat i.v. appliziert.
Im basalen Durstversuch ohne Gilucocorticoideinnahme stieg das Plasma-ADH
signifikant von 0,45+ 0,09 auf 1,79 £0,15 pg/ml an. Unter Prednisolon stieg das
Plasma-ADH auch nach achtstiindigem Dursten nicht Uber die Nachweisgrenze des
verwendeten Radioimmunossays von 0,4 pg/ml an. Keine signifikanten Unterschiede
gab es beim Anstieg der Plasmaosmolalitat, der jeweils 8,1 % betrug.
Trotz des supprimierten Plasma-ADH wurde der Urin im Tagesverlauf entsprechend
konzentriert. Die Prednisoloneinnahme hatte keinen Einfluss auf die Ausscheidung von
u-AQP2 wahrend des Durstens. Diese Ergebnisse machen die Existenz von ADH-
unabhangigen Mechanismen der AQP2-Translokation wahrscheinlich. Nach
pharmakologischer  Stimulation des V2R kam es unabhangig von der
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Prednisoloneinnahme zur signifikanten Steigerung der Ausscheidung von u-AQP2. Dies
impliziert, dass Prednisolon die Signaltransduktion am V2R nicht modulierte.

Unter Prednisoloneinnahme waren die Plasmaspiegel des Atrialen Natriuretischen
Peptids (ANP) signifikant erhdht. In der Tat wurde bereits in vitro gezeigt, dass ANP
tber einen cGMP-vermittelten Mechanismus die AQP2-Translokation in die apikale
Zellmembran der renalen Sammelrohrzellen und damit die Wasserrlickresorption
bewirken kann. Unsere Daten unterstlitzen die Mdglichkeit der Existenz des gleichen
Mechanismus in vivo.

Unter Prednisolon wurde zudem in dieser Arbeit eine signifikante Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) festgestellt. 2009 wurde ein membran-
standiger Aldosteronrezeptor in renalen Sammelrohrzellen nachgewiesen, dessen
Aktivierung dort eine cAMP-Erh6hung und damit die Translokation von AQP2 in die
apikale Zellmembran bewirken kann. Uber diesen Pathomechanismus kénnte der
erhdéhte Aldosteron-Spiegel zur erhaltenen Antidiurese beigetragen haben.

Prednisolon hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Prostaglandin E2 (PGE2)
Ausscheidung im Urin. Somit konnte eine vermutete Inhibierung der COX-2-Synthese
und damit Inhibierung der renalen Prostaglandinsynthese durch Prednisolon nicht

bestatigt werden.

In dieser Arbeit wurde zusammenfassend gezeigt, dass es

(1) unter Prednisolon zu einer signifikanten Supprimierung des Plasma-ADH mit

(2) erhaltener AQP2-vermittelter renaler Antidiurese kam und

(3) die zugrundeliegenden biophysiologischen Mechanismen der ADH-unabhangigen
Wasserrickresoprtion folgendermafBen interpretiert werden kdnnen: Die Ergebnisse
dieser Arbeit stitzen die Hypothese, dass das Phanomen der ADH-unabh&ngigen
Antidiurese auf den signifikant erhéhten Plasma-ANP-Spiegel zurlckzufihren ist.
Vermutlich induzierte ANP Uber cGMP die ADH-unabhangige Translokation von AQP2
in die apikale Zellmembran. Unterstltzend kénnte der beobachtet Aldosteron-Anstieg
uber cAMP ebenfalls den Einbau von AQP2 bewirkt haben. Eine Prednisolon-vermittelte
Hemmung der COX-2 abhangigen PGE2-Synthese und damit Hemmung eines ADH-
Antagonisten wurde hingegen nicht beobachtet.
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Abkilrzungsverzeichnis

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

ADH Antidiuretisches Hormon, Vasopressin

AK Antikdrper

ANP Atriales Natriuretisches Peptid

AQP2 Aquaporin-2

AUC Area under the curve

BD Blutdruck

BMI Body-Mass-Index (kg/m?)

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CLIA. Chemolumineszenz-Immunoassay

CRH Corticotropin releasing hormon

d abgeleitet von lat. dies, der Tag

dest. destilliert

DV Durstversuch

EDTA Ethylendiamintetraacetat, ein Komplexbildner

EIA Enzymimmunoassay

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

G-Protein  GTP-bindendes Protein

GR Glucocorticoid-Rezeptor

HF Herzfrequenz

HLPC high performance liquid chromatography (Hochleistungs-FlUssigkeits-
Chromatographie)

hnRNA heteronuclear RNA

HPA hypothalamo-pituitary-adrenal-axis (Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse)

IE internationale Einheiten

mRNA messenger RNA

MW Mittelwert

PD Prednisolon

PGE2 Prostaglandin E2

PKA Proteinkinase A
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PKG Proteinkinase G
POMC Proopiomelanocortin

pro-ADH Praprohormon des ADH

PVN Nucleus paraventricularis

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RIA Radioimmunoassay

SCN Nucleus suprachiasmaticus

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler des Mittelwerts

SIADH Syndrom der inadaquaten ADH-Sekretion
SON Nucleus supraopticus

TAL thick ascending limb (dicker aufsteigender Teil der Henle-Schleife)
u-AQP2 urinary-Aquaporin-2

ViR Vasopressin-1-Rezeptor

V2R Vasopressin-2-Rezeptor
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