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1 Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des Dopamin-Ds;-Rezeptors fur die
Regulation der Nierenfunktion untersucht. Hierfir wurde seine Rolle bei der
aminosaurebedingten glomerularen Hyperfiltration, nach pharmakologischer Ak-
tivierung durch 7-OH-DPAT sowie nach einer Volumenexpansion bestimmt.
Schliel3lich wurde der Einfluss von exogenem Dopamin auf die Nierenfunktion

in Bezug auf den D3-Rezeptor untersucht.

1.2 Bisheriger Kenntnisstand

1.2.1 Das Nephron — die funktionelle Einheit

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere stellt das Nephron dar, siehe
Abbildung 1. Eine menschliche Niere besteht aus annahernd 1 Million Nephren,
wogegen die Rattenniere circa 30.000 Nephren besitzt. Das Nephron setzt sich
zusammen aus dem Nierenkdrperchen (Glomerulus und Bowmann Kapsel) und
dem Tubulus, welcher in das Sammelrohr miindet. Das Tubulussytem unterteilt
sich in einen proximalen Teil, das Uberleitungssti]ck mit der Henle Schleife und
den distalen Tubulus. Es wird eine lange Schleife, welche bis ins innere Mark
reicht, von einer kurzen Schleife, welche nur im &auferen Mark verlauft,
unterschieden. Bei Spezies mit ausschliellich kurzen Schleifen (z.B. Biber) ist

die Fahigkeit zur Harnkonzentrierung eingeschrankt.

Bis zu 25 % des Herzzeitvolumens (HZV) flielen pro Minute durch die Niere.
Das Blut wird, vom Vas afferens kommend, im Glomerulus gefiltert, indem sie
nur fur Wasser und kleine Teilchen passabel ist. So entsteht der Primarharn,

der dann Uber das Tubulussystem geleitet wird. Das Blut verlasst Uber das Vas



efferens und die V. renalis wieder die Niere. Die glomerulare Filtrationsrate bei
intakter Niere betragt beim Menschen etwa 120 ml/min. Das gewonnene
Ultrafiltrat ist reich an kleinen Molekllen (Elektrolyte, Glucose, Harnstoff) und
arm an Eiweil. Nach dem Abpressen dieses Primarharns untersteht er im
Tubulussytem verschiedenen Resorptions- und Exkretionsvorgangen, durch
welche der Grofteil des Wassers und der filtrierten Stoffe rickresorbiert wird.

Dies fuhrt schlieRlich zur Bildung des Endharns, der ausgeschieden wird.
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Abbildung 1. Zwei Nephrone mit jeweils einer langen und einer kurzen Schleife.



10

Fir die glomerulare Filtration ist ein gewisser hydrostatischer Druck notwendig.
Man spricht von einem effektiven Filtrationsdruck, der durch die Autoregulation
(Thurau, 1994) der NierengefalBe in einem bestimmten Rahmen (80-160
mmHg) unabhangig von dem herrschenden systemischen Blutdruck ist. Unter
dieser Grenze kommt es schnell zum Nierenversagen, darliber zur Schadigung
der NierengefalRe. Die Autoregulation wird zum einen durch eine myogene
Reaktion (Bayliss Effekt) der praglomerularen Gefalle erreicht. Bei einer
Erhéhung des arteriellen Blutdrucks kommt es durch die Wandspannung zu
einer partiellen Vasokonstriktion. Zum anderen wird die Niere durch den
tubuloglomerularen Feedback (TGF) autoreguliert (Steinhausen et al., 1989).
Das morphologisches Korrelat flir den TGF bildet eine Kontaktstelle der Wand
des distalen Tubulus, genauer der Macula densa mit dem Glomerulus. Diese
Kontaktstelle wird mit weiteren Strukturen als juxtaglomerularer Apparat
bezeichnet. Hier wird die Na’'-Konzentration im Tubuluslumen Uberprift. Ist
diese zu hoch, wird das Vas afferens konstringiert und die GFR und damit die
Tubulusbeladung gesenkt. Ist sie zu niedrig, wird das Vas afferens dilatiert und
die GFR steigt somit an. Weiterhin wird tber die Wandspannung als auch Uber
die gemessene NaCl-Konzentration das RAA-System gesteuert. Ein Abfall des
Blutdrucks oder der Salzkonzentration fiihrt dabei zur Freisetzung des im
juxtaglomerularen Apparat gebildeten Hormons Renin und daruber hinaus zur
Blutdrucksteigerung Uber Angiotensin Il und zur vermehrten Wasser- und

Natriumrtckresorption Uber Aldosteron.

1.2.2 Synthese und Stoffwechsel von Dopamin

Dopamin wird als biogenes Amin aus der Vorstufe L-Tyrosin gebildet. L-Tyrosin
wird mit der Nahrung aufgenommen oder durch Hydroxylierung von L-
Phenylalanin synthetisiert. Dopamin selbst ist ein Zwischenprodukt fur weitere
Katecholamine, Noradrenalin und Adrenalin. Je nach Enzymausstattung der
Zelle kommt es zur Bildung des jeweiligen Neurotransmitters. Dopamin besitzt
neben seiner Funktion als Zwischenprodukt ein spezifisches Rezeptorsystem

und kann Uber dieses seine Wirkungen entfalten.
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In den Zellen des zentralen Nervensystems wird Dopamin aus L-Tyrosin durch
die Tyrosinhydroxylase zu L-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) umgewandelt.
Dieser Schritt wird unter anderem durch nervale Impulse Uber nicotinische
Acetylcholinrezeptoren vermittelt (Loffler und Petrides, 1998). AnschlieRend
wird L-Dopa durch die aromatische L-Dopadecarboxylase zu 3,4-Dihydroxy-
phenylethylamin decarboxyliert. L-Dopa kann dabei endogener oder exogener
Herkunft sein (Suzuki et al., 1984; Muhlbauer et al., 1997c). Dieses letzte
Enzym zeigt eine geringe Spezifitdt fir aromatische L-Aminosauren und wird
deshalb auch als aromatische L-Aminosauredecarboxylase (L-AADC) bezeich-
net. Die Synthese im ZNS findet vorwiegend in den prasynaptischen Nerven-
endigungen statt. Hohe Konzentrationen von Dopamin kommen in den
Kernarealen (Putamen, Nucleus caudatus) des extrapyramidalen Systems vor.
Von hier aus dient Dopamin als Neurotransmitter. Dopamin wird nach der
Ausschuittung, anders als die anderen Amine, grofdtenteils durch die Catechol-
O-Methyltransferase (COMT) und der mitochondrialen Monoaminooxidase
(MAO) abgebaut (Kopin, 1972). Das Stoffwechselendprodukt, die Vanillin-
mandelsaure (3-Methoxy-4-Hydroxymandelsaure), wird ebenso wie unver-

andertes Dopamin mit dem Urin ausgeschieden.

In der Niere wird ebenfalls Dopamin gebildet. Die genaue Lokalisation ist
Gegenstand der laufenden Diskussion. Der Syntheseort konnte in den Nerven-
endigungen (Bell at al., 1978; Ziegler et al., 1990) oder in den Tubuli lokalisiert
sein (Ball und Lee, 1977; Baines und Chan, 1980). Weiterhin kénnte es durch
Dekonjugation von sulfatiertem Dopamin aus extrarenalem Gewebe stammen
(Unger et al., 1980). Die Hypothese der renalen Utilisation von extrarenalem
konjugierten Dopamins konnte in weiteren Untersuchungen jedoch nicht be-
statigt werden (Akpaffiong et al., 1980). Gegen die Vermutung, dass Dopamin
aulBerhalb der Niere gebildet wird und dann renal wirkt, spricht unter anderem,
dass die Plasmaspiegel von freiem Dopamin zu niedrig sind, um die ge-
messenen renalen Dopaminkonzentrationen zu erklaren (Da Prada und
Zurcher, 1976). Adams und Adams (1995) sowie Baines (1982) fanden mit

ihren Studien heraus, dass der Anteil von renalem Dopamin mit neuronaler
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Herkunft weniger als 10 % der Gesamtmenge von Dopamin in der Niere
ausmacht. Dies verstarkt die Annahme, dass der Groldteil des Dopamins im
Tubulussystem gebildet wird. Allerdings kann die Synthese von Dopamin in der

Niere durch vagale Reize gesteigert werden (Hedge und Lokhandwala, 1992).

Nach den heutigen Erkenntnissen wird in der Niere frei filtriertes L-Dopa Uber
einen Na'/L-Dopa-Symport von den Zellen des proximalen Tubulus
aufgenommen (Ball et al.,, 1982; Wahbe et al., 1982). Es wurde beobachtet,
dass die Dopaminausscheidung im Urin (UpaV) mit der Menge von
verabreichtem L-Dopa korreliert (Muhlbauer et al., 1997c). In den proximalen
Tubuluszellen findet der groRte Teil der renalen Dopaminsynthese durch die L-
AADC statt (Baines und Chan, 1980; Suzuki et al., 1984; Barendregt et al.,
1995). In diesem Abschnitt wurde die hochste Aktivitat der L-AADC gemessen
(Hayashi et al., 1991). Es zeigte sich auch, dass der Dopamingehalt in den
proximalen Tubuluszellen nach renaler Denervierung nicht abnahm (Baines et
al., 1985). Von hier aus (Kuster und Mahlbauer, 1998) wirkt Dopamin vermutlich
als parakrines Hormon an apikalen und basolateral gelegenen Rezeptoren. Es
sind noch nicht alle Faktoren, welche zu einer Ausschuttung von Dopamin
fuhren, bekannt. Gezeigt werden konnte, dass eine akute Salzladung die
Dopaminausscheidung im Urin (UpaV) mehr ansteigen lasst als die interstitielle
Dopaminkonzentration (Wang et al., 1997). Die Aufklarung der genauen
Verteilungsmechanismen und aller moglichen Wirkorte sind Gegenstand
laufender Forschung.

1.2.3 Die Dopaminrezeptoren

Dass Dopamin Uber ein eigenes Rezeptorsystem verfligt, wurde durch die
Beobachtung bestatigt, dass es nicht mdglich war, die blutdrucksenkende
Wirkung von Dopamin bei niedriger Dosierung durch adrenerge Rezeptor-
blocker zu hemmen (Goldberg, 1972). Die Dopaminrezeptoren gehdren zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit 7 Transmembrandomanen.

Es wurde beobachtet, dass Dopaminrezeptoren im Gehirn ein differenziertes
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pharmakologisches Verhaltensmuster zeigen. Eine erstmalige Unterteilung
bezeichnet den D-Rezeptor, der die Adenylatcyclase stimuliert, und den D,-
Rezeptor, der die Adenylatcyclase hemmt (Kebabian und Calne, 1979).
Goldberg et al., (1978) benannte die peripheren Dopaminrezeptoren aulierhalb
des ZNS als DA und DA,-Rezeptoren. Diese Bezeichnung wurde wieder fallen
gelassen, nachdem weitere Ahnlichkeiten im pharmakologischen und
biochemischen Verhalten der zentralen und peripheren Dopaminrezeptoren
beobachtet wurden (Andersen et al., 1990). Durch molekulares Klonen wurden
weitere Subtypen identifiziert, die sich durch ihr pharmakologisches Verhalten
(Seeman und Van Tol, 1994) ebenfalls in eine der beiden Klassifikationen
zuordnen lieen. Im Einzelnen gehdren der D»,-Rezeptor (Chio et al., 1990), der
Ds-Rezeptor (Sokoloff et al., 1990) und der Ds-Rezeptor (Van Tol et al., 1991)
der D2-Subfamilie an. Die D{-Subfamilie beinhaltet den D-Rezeptor (Dearry et
al., 1990) und den Ds-Rezeptor (Sunahara et al., 1991). Trotz ihres
gemeinsamen endogenen Liganden Dopamin unterscheiden sich die jeweiligen
Affinitaten diesbezlglich wie folgt: D3>Ds>D»>D4>D¢ (Jose et al., 1992). Alle 5
Rezeptortypen wurden in der Niere nachgewiesen (Missale et al., 1998).
Abbildung 2 zeigt den Dopamin-D3-Rezeptor mit der Anordnung der 7

Transmembrandoméanen und der verbindenden Schleifen.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des Dopamin-D;-Rezeptors. Dargestellt sind die
7 Transmembrandomdnen als Zylinder, verbunden durch intra- und extrazellulire
Schleifen sowie C- und N-terminales Ende. Funktionell bedeutende Aminosduren: Ser
(193) und Ser (196) (Transmembrandomdne V), welche wahrscheinlich wichtig fiir H-
Briicken-Bindung mit Katecholaminen sind; Asp (110) (Transmembrandomdne III) geht
vermutlich eine lonenbindung mit der Aminogruppe von Monoaminen ein, von Cys
(166) Pro (167) (Transmembrandomdne IV) wird eine Bindung in der w-helikalen
Region angenommen; Cys (103) und Cys (181) kénnen eine Disulfidbriicke bilden;
Asparagin (Asn) (12), Asn (19), und Asn (97) reprdsentieren Glykosylierungspunkte.
(Levant, 1997)

Die D¢-Subfamilie fasst den Ds-Rezeptor und den Ds-Rezeptor zusammen,
welche bei Nagetieren auch als D4a- und D4g-Rezeptor bezeichnet werden. Es
gilt als gesichert, dass der D{- mit dem Dqa-Rezeptor sowie der Ds- mit dem
Dig-Rezeptor identisch ist (Jose et al., 1992; Missale et al., 1998). Die
Genabschnitte dieser Rezeptoren beinhalten keine Introns. |hr Homologiegrad
innerhalb der Transmembranregionen wird mit 80 % angegeben (Civelli et al.,
1993). Eine haufige Eigenschaft der an aktivierende G-Proteine (Gs-Protein)
gekoppelten Rezeptoren ist ein kurzer Abschnitt der dritten intrazellularen
Schleife (O'Dowd, 1993), welche verantwortlich fur die Bindung an das G-
Protein ist. Die Ds-ahnlichen Rezeptoren sind ausschlieBlich an der
postsynaptischen Membran lokalisiert (Jose et al., 1992). Bisher konnten keine
bedeutsamen pharmakologischen Unterschiede dieser Rezeptoren festgestellt

werden, da die Affinitdten zu einzelnen Liganden nahezu gleich sind. Aulder
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einer Stimulation der Adenylatcyclase ist der D¢-Rezeptor in der Lage, die
Proteinkinase C zu aktivieren (Yu et al., 1996), deren Substrat unter anderem
ein Na'/H*-Austauscher ist (Rodewald, 2002). Eine Hemmung des Na'/H’-
Austauschers durch Stimulation von Di-Rezeptoren, allerdings Uber die
Adenylatcyclase, wird durch Felder et al. (1990) unterstitzt als Mdglichkeit, wie
Dopamin eine Natriurese auslésen kdnnte.

Eine weitere ist die Hemmung der Na'/K*-ATPase, welche wahrscheinlich
durch Rezeptoren beider Subfamilien vermittelt wird (Bertorello und Aperia,
1990), obwohl auch eine monopole Stellung des Rezeptors fir die Zellen des
proximalen Tubulus angegeben wurde (Chen und Lokhandwala, 1993). Es wird
ebenfalls eine alleinige hemmende Wirkung der D-ahnlichen Rezeptoren auf
den Na'/H'-Austauscher im proximalen Tubulus propagiert. Dieser Effekt
kénnte auch cAMP-abhangig sein (Felder et al., 1990). So ist wahrscheinlich
von einer Inaktivierung beider lonen-Pumpen durch die Phosphorylierung Uber
die Proteinkinase A auszugehen. Ob und welchen Einfluss die Dp-Familie be-

sitzt ist noch ungeklart und unter anderem Gegenstand dieser Arbeit.

Die Rezeptoren der D,-Subfamilie besitzen eine unterschiedliche Anzahl von
Introns in ihren kodierenden Abschnitten. Dies ist eher untypisch fir
Rezeptoren, welche an G-Proteine gekoppelt sind (Missale et al., 1998). Es
wurden schon weitere Subtypen dieser Rezeptorfamilie, die durch alternatives
Splicen entstehen, entdeckt. Auch hier sind die Transmembrandomanen zu
einem hohen Grad gleich. Die des D,-Rezeptors sind zu 75 % mit denen des
Ds-Rezeptors identisch und zu 53 % mit denen des Ds-Rezeptors (Civelli et al.,
1993). Rezeptoren dieser Familie sind sowohl prasynaptisch als auch
postsynaptisch lokalisiert. Ihnen kommt somit eine Funktion als Autorezeptor
als auch als metabotroper Rezeptor zu. Im Unterschied zur Ds-Familie ist die
dritte intrazellulare Schleife dieser Rezeptoren langer, eine Gemeinsamkeit der
an inhibierende G-Proteine (Gi-Protein) gekoppelten Rezeptoren (O'Dowd,
1993). Die Inhibition des G-Proteins scheint jedoch mehrere Signalkaskaden
auszulésen. D,-Rezeptoren sollen Kalium-Kanale 6ffnen und somit zu einer

Hyperpolarisation fihren. Weiterhin sollen sie Calcium-Kanale blockieren und
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die intrazellulare Ca®*-Konzentration senken. Ein méglicher Effekt kénnte in
einer Autoinhibition der Dopaminausschuttung durch Hyperpolarisation liegen
(Missale et al., 1998). Eine Relaxation glatter Gefalmuskulatur ware dadurch
auf zwei Wegen erreicht. Gegensatzlich hierzu konnte in Fibroblasten durch die
Gabe von Dopamin neben einem Abfall des cAMP-Spiegels auch ein Anstieg
von Inositoltriphosphat (InsP3) gemessen werden (Vallar et al., 1990). Dies
wirde zu einem Anstieg des intrazelluldren Ca**-Spiegels lber das
endoplasmatische Reticulum fuhren und sich mit den Ergebnissen von Luippold
et al. (2000a), einer Konstriktion postglomerularer Gefalle durch 7-OH-DPAT,
decken. In Zellen der Hypophyse war dies nicht zu beobachten (Vallar et al.,
1990). Dies spricht fur unterschiedliche Transduktionswege eines Rezeptors,
abhangig von der Zielzelle. Denkbar sind auch Varianten innerhalb einer
Rezeptorfamilie. Der D,-Rezeptor kommt tatsachlich in zwei Isoformen vor (Das
und D), deren Unterschied ebenfalls in der Lange der dritten intrazellularen
Schleife liegt, was auf funktionelle Varianz deuten konnte, was sich jedoch noch
nicht bestatigen lie3. Bis auf weiteres muss die bestehende Einteilung als
Erklarungsmodell genligen. Unterschiede zeigen sich bisher vor allem im
Verhalten der Liganden zu ihrem Rezeptor. Abgesehen von Dopamin und
einigen Ausnahmen besitzen die meisten bisher verwandten Agonisten eine
héhere Affinitat zum D,- als zu dem D3-Rezeptor (Sokoloff et al., 1990). Der Dy4-
Rezeptor unterscheidet sich durch sein Bindungsverhalten wenig vom D»- und
Ds-Rezeptor.

1.2.4 Der Dopamin D3-Rezeptor

Das Verteilungsmuster des Ds-Rezeptors unterscheidet sich erheblich von dem
des D,-Rezeptors, wenn auch beide sowohl zentral als auch peripher exprimiert
werden. Auch wurde das Vorkommen beider Rezeptoren in dopaminergen
Neuronen gezeigt, was flur ihre Funktion als Autorezeptoren spricht (Sokoloff et
al., 1990). Zentral wurde der D3-Rezeptor im Gegensatz zum D,-Rezeptor nur
vereinzelt im Striatum nachgewiesen. Areale mit hoher D3;-Rezeptordichte sind

das Tuberculum olfactorium (Inseln von Calleja), Neurone der Stria terminalis
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sowie der Nucleus accumbens (Sokoloff et al., 1992). Dies sind Gebiete des
Limbischen Systems und dessen Verbindung zum Hypothalamus (Trepel,
1995), was auf eine Beteiligung des D3;-Rezeptors an kognitiven, emotionalen
und endokrinen Funktionen schlielRen lasst.

In der Niere wird der D3;-Rezeptor an mehreren Stellen exprimiert. In einer
immunhistochemischen Arbeit konnte er durch einen Antikorper, der gegen die
dritte intrazellulare Schleife gerichtet ist, nachgewiesen werden (O'Connell et
al.,, 1998). Dieser Rezeptor kommt vor allem in der Nierenrinde vor. Im
Einzelnen wurde er im proximalen und distalen Tubulus sowie den Sammel-
rohren erkannt. Innerhalb der Glomeruli war eine Anfarbung vor allem an den
Podozyten zu sehen. Die Media und Adventitia der renalen Gefalle war eben-
falls markiert. Nicht nachzuweisen war er im Nierenmark. Im Tubulus waren die
Markierungen auf den apikalen Teil beschrankt (O'Connell et al., 1998). Er war
also nicht an der basolateralen Seite nachzuweisen, wo er eine hemmende
Wirkung auf die Na*/K""ATPase ausiiben soll. Sanada et al., (1997) vermutete

den D3s-Rezeptor ebenfalls im juxtaglomerularen Apparat.

Der Ds-Rezeptor wird bei Mausen noch in zwei anderen Formen exprimiert,
welche sich durch eine kurzere Kette vom Originaltranskript unterscheiden.
Diesen Varianten wird keine funktionelle Rolle beigemessen, da sie keine
Bindungsaffinitat fur Dopamin zeigen (Giros et al., 1991). Der menschliche Ds-
Rezeptor besitzt einen hohen Homologiegrad zu dem der Ratte. Der
Hauptunterschied betrifft die dritte intrazellulare Schleife (Sokoloff et al., 1992).
Die Gensequenz flir diesen Rezeptor liegt auf Chromosom 3, Bande 13.3
(Giros et al., 1990).

Pharmakologisch unterscheidet sich der Ds;-Rezeptor im Vergleich zum D»-
Rezeptor hauptsachlich im Bindungsverhalten von Liganden. Dies soll am
Beispiel des Ds;-Agonisten 7-OH-DPAT veranschaulicht werden. Dopamin
besitzt eine 20fach hdhere Affinitdt zum Ds-Rezeptor als zum D»-Rezeptor
(Sokoloff et al., 1990). Die Selektivitat von 7-OH-DPAT bezuglich des Ds;-
Rezeptors wurde schon in mehreren Studien untersucht. So lieRen sich die
durch 7-OH-DPAT ausgeldsten Effekte durch U99194A, einem zentral und
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peripher wirkenden Ds-Antagonisten, vollstandig hemmen, dagegen hatte S(-)-
Sulpirid, einem zentral und peripher wirkenden D»-Antagonisten, keinen Ein-
fluss (Luippold et al., 1998c; Luippold et al., 1999a). An klonierten Rezeptoren
der D»-Subfamilie in Fibroblasten besaly 7-OH-DPAT die hochste Affinitat zum
Ds;-Rezeptor (Tang et al.,, 1994a). In anderen Untersuchungen wurden
unterschiedliche Rezeptoraffinitditen von 7-OH-DPAT angegeben. Dieser
Agonist soll eine 100fach hohere Affinitat zum Ds-Rezeptor versus, dem D,-
Rezeptor, besitzen (Kurashima et al., 1995). Freedman et al. (1994a) gab eine
35fach starkere Affinitat von 7-OH-DPAT bezlglich des Ds;-Rezeptors an. Die
Selektivitdt von 7-OH-DPAT zu dem Ds;-Rezeptor ist entscheidend von den
Milieubedingungen abhangig. In vitro Studien zeigten, dass, um eine Do-
Rezeptorbindung méglichst zu unterbinden, die Mg®*-lonen Konzentration
gering sein soll. In Gegenwart von EDTA steigt die Affinitat von Dopamin zum
Ds;-Rezeptor weiter an (Levesque, 1996).

Burris et al. (1995) fanden heraus, dass die Selektivitat von 7-OH-DPAT
zwischen dem Ds-Rezeptor und dem D,-Rezeptor nicht immer gleich ist. Diese
ist abhangig davon, ob der D,-Rezeptor an sein G-Protein gekoppelt ist oder
nicht. Eine Kopplung des D,-Rezeptors an sein G-Protein zeigte eine 7fach
héhere Affinitat von 7-OH-DPAT zum Ds- im Vergleich zum D»-Rezeptor. Im
ungekoppelten Zustand des D,-Rezeptors ist diese Affinitdt von 7-OH-DPAT
zum Dgs-Rezeptor um das 130fache hoéher. Umgekehrt steigt ebenfalls die
Affinitat des Ds-Rezeptors zu seinem Agonisten durch Kopplung an ein G-
Protein, wodurch diese Kopplung auch gefestigt wird (Sartania und Strange,
1999). Andererseits gibt es Arbeiten, welche die Selektivitat von 7-OH-DPAT in
Frage stellen. So zeigte sich, dass K'-Kanale in Gehirnarealen mit hoher Ds-
Rezeptordichte durch 7-OH-DPAT mit der gleichen Potenz aktiviert werden als
in Gehirnarealen mit niedriger D3-Rezeptordichte (Freedman et al., 1994b).

In in vivo-Experimenten wurden die mit 7-OH-DPAT erzielten Effekte durch den
hochselektiven Ds-Agonisten PD 128,907 ebenfalls erreicht. Dieser Agonist wird
mit einer 54fach (Sautel et al., 1995) bis 940fach (Patel et al., 1995) hdheren
Affinitat zum Ds-Rezeptor versus dem Djy-Rezeptor angegeben. Durch die

Verabreichung von PD 128,907 in einer Dosierung von 1,0 pg/kg/min zeigte
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sich eine deutliche GFR-Steigerung sowie eine gesteigerte Diurese und
Natriurese. Die ausgelosten Veranderungen lieflen sich durch den peripher

wirksamen Ds-Antagonisten BSF 135170 vollstandig hemmen (Eisel, 2001).

1.2.5 Funktionen von Dopamin im Organismus

Dopamin besitzt durch seine unterschiedlichen Rezeptoren und deren spe-
zifische Verteilungsmuster eine Reihe von Funktionen. Im zentralen
Nervensystem verteilen sich die Rezeptoren vor allem auf das Striatum und den
Hippocampus sowie die Substantia nigra (Sokoloff und Schwartz, 1995). Somit
Ubernimmt Dopamin hauptsachlich Einfluss auf das Extrapyramidale und das
Limbische System. Durch Einflussnahme auf dopaminerge Regelkreise des
ZNS zeigten sich Abweichungen des Antriebs auf Bewegungsablaufe. Kognitive
Fahigkeiten wie das Lernen und Gedachtnis und das Verhalten unterliegen

ebenfalls dopaminerger Steuerung (Missale, 1998).

Die Auswirkungen von Dopamin auf die Niere sind vielfaltig. Obgleich bei
jungen Ratten durch eine Dopaminrezeptorblockade eine Natriurese ausgeldst
wurde (Felder et al., 1989), gilt es seit langem erwiesen, dass endogenes
Dopamin die Na*-Ausscheidung steigert (Goldberg und Weder, 1981, Hansell et
al., 1998). Dopamin erh6ht den RBF und steigert die GFR. Weiterhin verteilt es
den intrarenalen Blutfluss um und hemmt den tubuldren Na*-Transport (Lee,
1982, Bello-Reuss et al., 1982). Wie diese Effekte auf zellularer Ebene reguliert
werden, ist noch unklar. Die GFR muss hauptsachlich Gber eine Regulation der
Lumenweite der glomerularen Gefalle beeinflusst werden. Grundsatzlich fuhrt
eine Vasodilatation des praglomerularen Gefales zu einer Steigerung der GFR.
Da durch Dopaminrezeptoren gegensatzliche Signalwege in Gang gesetzt
werden, kann dies auf zwei Mdglichkeiten geschehen. Erstens konnten die
postsynaptischen D¢-ahnlichen Rezeptoren Uber die Proteinkinase A zu einer
Vasodilatation fihren (Hedge et al., 1988). Durch die Phosphorylierung der
Myosinkinase wird deren Affinitat zum Calcium-Calmodulin-Komplex verandert.

Es sind nun hohere Konzentrationen intrazellularen Calciums fir eine
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Kontraktion noétig. Zweitens konnten prasynaptische D,-ahnliche Rezeptoren
durch einen negativen Feedback-Mechanismus auf die Freisetzung von
Noradrenalin die Vasokonstriktion hemmen (Gao et al., 1994). Uber diesen
Mechanismus wird offensichtlich eine GFR-Steigerung uUber die glomerularen
Gefalle vermittelt. Steinhausen et al. (1986) vertrat die Meinung, dass eine
Vasodilatation der pra- und postglomerularen Gefale diesen Effekt vermittelt,
wobei diese im Vas afferens ausgepragter sei. Eine haufig vertretene Meinung
war, dass diese hauptsachlich vom D4-Rezeptor ausging (Frederickson et al.,
1985). Abhangig von der Dosierung wurden auch gegensatzliche Effekte
beobachtet. Bei niedriger Dosierung kam es durch Stimulation von vorwiegend
Dopaminrezeptoren zur Vasodilatation (Edwards, 1985; Schwartz und Gewertz,
1988). Wird Dopamin in hdéheren Dosierungen (> 3 pg/kg/min) verabreicht,
werden ebenso a- und B-Rezeptoren stimuliert und eine Vasokonstriktion ist die
Folge (Schwartz und Gewertz, 1988). Uberraschend sind die Erkenntnisse einer
Mikropunktionsstudie, bei welcher die Druckverhaltnisse in den renalen Ge-
faken und im Tubulus nach Dopamin Dj3-Rezeptor-Stimulation durch 7-OH-
DPAT gemessen wurden. Ergebnis war eine Erhéhung des Stop-Flow-Drucks
im frihen proximalen Tubulus um 8,5 %. Gleichzeitig nahm der hydrostatische
Druck im Vas efferens um 14 % ab. Dies spricht fur eine glomerulare Hyper-
filtration aufgrund postglomerularer Vasokonstriktion. Die ebenso beobachtete
Abnahme des renalen Blutflusses ware durch eine solche praglomerulare
Vasokonstriktion zu erkldren (Luippold et al., 2000a). Dies muss nicht
widerspruchlich zu den obigen Erlauterungen sein. Die Proteinkinase A kann im
aktivierten Zustand spannungsabhingige Ca®*-Kanéle phosphorylieren und so
fir einen Anstieg der intrazelluldren Ca*-Konzentration sorgen. Durch inhi-
bierende D,-ahnliche Rezeptoren kann es somit zu einer verminderten
Vasokonstriktion kommen.

Daraus koénnte man folgern, dass die tubulare Funktion vor allem durch
Dopamin, welches in den Zellen des proximalen Tubulus synthetisiert wurde,
geregelt wird. Tatsachlich ist der Einfluss des tubuldren Dopamins auf die
Funktion des Tubulus jedoch umstritten. Manche Autoren wollen einen Zusam-

menhang des tubularen Dopamins auf die Natriumausscheidung erkannt haben
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(Wang et al., 1997). Dopamin soll dabei Uber apikale Rezeptoren, wie den D+-
Rezeptor oder Ds;-Rezeptor, den Na*/H'-Austauscher hemmen. Desweiteren
soll auch die basolateral gelegene Na’/K*-ATPase (iber zumindest den Dj-
Rezeptor hemmbar sein (Jose et al., 1992).

Andere sehen in der Upa eher einen Weg, renal Katecholamin-Vorstufen zu
eliminieren (MUhlbauer et al., 1997c). Hinweise fur einen Zusammenhang gibt
die Tatsache, dass eine physiologische UpaV an perfundierten Rattennieren
allein durch eine L-Dopa Gabe analog seiner Plasmakonzentration erreicht
werden konnte (Suzuki et al., 1984). Vor der Entdeckung des Ds;-Rezeptors
wurde die Interaktion von Dopamin mit dem D4- und dem Dj-Rezeptor fur die
Reaktionen am Tubulus verantwortlich gemacht (Seri und Aperia, 1988; Siragy
et al., 1990). Nach der Klonierung weiterer Dopamin-Rezeptoren diskutierte
man erstmals die Beteiligung weiterer Rezeptorsubtypen, wie den Ds-Rezeptor
(Gao et al., 1994) oder den Ds-Rezeptor (Matsumoto et al., 1995). Auch ging
man vermehrt von additiven Effekten der Rezeptorsubtypen aus (Seeman und
Van Tol, 1994). Dass mindestens zwei Mechanismen Einfluss auf die
Nierenfunktion unter Dopamin-Gabe haben, zeigte sich auch bei gleichzeitiger
D.-Blockade und einer renalen Denervierung. Dadurch verstarkten sich die
singularen Effekte (Luippold et al., 1998b). Man beobachtete auch eine
Zunahme der kardiovaskularen Effekte durch Dopamin wahrend einer D,-
Blockade. Dies konnte an einer verstarkten Noradrenalin-Freisetzung liegen, da
seine prasynaptische Hemmung unterdrickt wird (Rump et al., 1992). Wahr-
scheinlich wird schon allein Uber den D,-Rezeptor die Nierenfunktion Uber mehr
als einen Weg reguliert; pra- und postsynaptisch. Fur den Ds-Rezeptor sind
durch sein Verteilungsmuster in der Niere ebenfalls mehrere Mechanismen flr

seine Regulation der Nierenfunktion anzunehmen.
1.2.6 Die aminosaurebedingte glomerulare Hyperfiltration
Dass nach dem Verzehr von Fleisch der renale Blutfluss (RBF) und die

glomerulare Filtrationsrate (GFR) beim Menschen ansteigen, ist schon seit

langem bekannt. Diese Effekte sind nicht durch den Gehalt von Kohlenhydrate
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oder Fett in der Nahrung bedingt. Sie lassen sich allein auf den Proteingehalt
zurUckfuhren (Shannon et al., 1932, Hostetter, 1986). Daraufhin wurden
mehrere mogliche auslésende Mechanismen wie Hormonsignale durch Insulin
und Glukagon, das RAA-System, Prostaglandine und Hypophysenhormone in
Betracht gezogen (Castellino et al., 1990).

Da nach einer proteinreichen Nahrung die Konzentration von Aminosauren im
Plasma ansteigt (DeSanto et al., 1992), wurde versucht die renalen Effekte
durch die intravendse Gabe von Aminosauren zu erzielen. Woods et al. (1986)
konnte bei betdubten Hunden die GFR durch die Gabe von vier verschiedenen
Aminosauren erhéhen. Sie machte daflir den tubuloglomerularen Feedback-
Mechanismus verantwortlich, da sie gleichzeitig eine erhohte Na*-Rick-
resorption registrierte. Bei 3-4 Monate jungen Ratten wurde eine GFR-Stei-
gerung schon durch die Gabe einer Glycin-Infusion erreicht (Baylis et al., 1990).
Arginin l6ste beim Menschen ebenfalls eine erhdhte GFR aus (Hirschberg et al.,
1988). Die Infusion von Alanin oder verzweigtkettigen Aminosauren erzeugte
am Menschen nur einen leichten Effekt auf die renale Hamodynamik (Castellino
et al., 1990). In weiteren Studien wurde gezeigt, dass durch die Infusion einer
10%igen Aminosaurelésung die glomerulare Filtrationsrate bei narkotisierten
Ratten steigt. Auch wurde eine erhéhte Natriurese und Diurese ausgelost (El
Sayed et al., 1991; Woods, 1993b; Muhlbauer et al., 1993; Lang et al., 1995).
Luippold et al. (2002a) veranschaulichten, dass diese GFR-Steigerung bei
jungen Mausen starker ausgepragt ist als bei alteren. El Sayed et al. (1991)
konnte die aminosaurebedingte Beeinflussung der Nierenfunktion auf ver-
schiedenste Weise abschwachen und machte deshalb ein Zusammenspiel
verschiedenster Faktoren, wie Renin, Prostaglandine, Stickstoffmonoxid und
Dopamin, daflr verantwortlich. Einen Einfluss des RAA-Systems konnte durch
die Versuche von Woods (1993b) dagegen nicht bestatigt werden. Anderen
Beobachtungen, die eine Beteiligung propagieren (Chagnac et al., 1989), fehlt
es an Kontrollgruppen und lassen sich, so Woods (1993b), wahrscheinlich auf
eine Blutdrucksenkung auf Werte unterhalb der Autoregulation der Niere
zurtckfihren. Da Glukagon nach einer proteinreichen Mahlzeit vermehrt

ausgeschittet wird, versuchten Johannesen et al. (1977) durch eine
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Verabreichung von Glukagon die gleiche Erhéhung der GFR wie durch
Aminosauren zu erzielen. Levi (1975) zeigte, dass eine Dopaminrezeptor-
blockade die GFR-Steigerung durch Glukagon nicht beeinflusst. Am Hund blieb
die Glukagon-Gabe in die A. renalis ohne Folge. Erst die Infusion in die V.
portae lielen die GFR steigen. Es waren auch héhere Konzentrationen nétig,
als die nach Proteinverabreichung gemessenen (Premen, 1985). Alvestrand
und Bergstrom (1984) vertraten die These, dass durch den erhdhten Spiegel an
Aminosauren oder Glucagon durch die Leber eine Substanz (Glomerulopressin)
ausgeschuttet wird, welche Uber Prostaglandine vasoaktive Effekte vermittelt.
Dass Prostaglandine die Wirkung von Glukagon vermitteln, wurde durch
Vanrenterghem et al. (1988), nachdem er diese, durch Vorbehandlung mit
Indomethacin, bei gesunden Probanden abschwachen konnte, unterstitzt. Die
renalen Einflisse von Arginin wurden durch den Cyclooxygenase-Hemmer
jedoch nicht sonderlich beeintrachtigt (Hirschberg et al., 1988). Einige
Untersucher sind sich einig, dass EDRF (NO) einen funktionellen Anteil an der
renalen Vasodilatation durch Aminosauren besitzt (Tolins und Raji, 1991; Chen
et al., 1992), wobei Mundel et al. (1992) ein nur schwaches Vorkommen der
NO-Synthase in renalen Gefalen registrierte.

Durch Quinpirol, einem Agonisten der D,-Subfamilie, waren nahezu die
gleichen Effekte wie durch das Gemisch einer 10%igen AS-Loésung zu er-
zeugen. Durch S(-)-Sulpirid, einem zentral und peripher wirkenden D,-Anta-
gonisten, konnten diese Effekte vollstandig gehemmt werden, wahrend die
Gabe des D¢-Antagonisten SCH 23390 sich nicht auf die glomerulare Hyper-
filtration durch Aminosauren auswirkte (Muhlbauer et al., 1994b; Luippold et al.,
1998b). Durch Domperidon, einem peripher wirkenden D,-Antagonisten, ergab
sich bei diabetischen Tieren (Luippold et al., 2001b) und bei gesunden
Freiwilligen (Luippold et al., 2001a) nur eine teilweise Hemmung dieser Effekte.
Die Effektabschwachung durch S(-)-Sulpirid und Domperidon legen nahe, dass
der Dy-Rezeptor eine hauptsachliche Rolle in der Regulation der renalen
Hamodynamik spielt und dass diese zentral wie peripher gesteuert wird
(Luippold und Muhlbauer, 1998a; Mduhlbauer et al., 1994b). Der Einfluss

neuronaler Strukturen wird auch durch ein Ausbleiben der glomerularen
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Hyperfiltration nach unilateraler (Méndez et al., 1991) oder bilateraler
(MUhlbauer et al., 1997) renaler Denervierung gestutzt. Nach Infusion einer AS-
Lésung mit der Dopaminvorstufe L-Tyrosin nahm die Dopaminausscheidung im
Urin (UpaV) zu. Die UpaV stieg dagegen nicht durch die Infusion einer Amino-
saurelésung ohne diese Vorstufen an (Mihlbauer et al., 1997a). Die Steigerung
der GFR war unabhangig von dem Angebot an Dopaminvorstufen. Bei alleiniger
Gabe von Dopaminvorstufen (L-Dopa, L-Tyrosin) erhdhte sich die UpaV, aber
nicht die GFR (Muhlbauer et al., 1997c). Der GFR-Anstieg sowie die erhdhte
UpaV lielken sich durch den Dopaminsynthesehemmer Benserazid hemmen
(MUhlbauer et al., 1994b). Es wurde vermutet, dass es sich wahrscheinlich um
Dopamin unterschiedlicher Herkunft handelt, welches einerseits im proximalen
Tubulus gebildet wird und andererseits zu einer GFR-Erhéhung flihrt. Eine
bilaterale, renale Denervierung hatte keine Auswirkung auf die basale UpaV.
Allerdings zeigte sie nach einer AS-Infusion einen weniger starken Anstieg als
vergleichsweise bei Tieren mit innervierten Nieren (MUhlbauer und Osswald,
1994a). Demnach steht die UpaV offensichtlich nicht so stark unter zentralem
Einfluss, wie man es von der GFR vermutet. Auch blieb die UpaV durch die
Vorbehandlung mit S(-)-Sulpirid unbeeinflusst. Fir verschiedene Regelkreise
spricht die Beobachtung, dass sich die GFR durch die Gabe von ausschlief3lich

Dopaminvorstufen nicht &ndert (MUhlbauer et al., 1997c).

Unter der Annahme, dass die aminosaurebedingte Hyperfiltration unter an-
derem durch Dopamin vermittelt wird, stellt sich die Frage, Uber welche
Rezeptoren dies geschieht? Dass diese Effekte nicht nur D,-Rezeptor vermittelt
sind, deutet ein Ausbleiben der GFR-Steigerung bei Dopamin-Ds-knockout
Mausen an (Luippold et al., 2000b). Jedoch liel® sich eine durch den Ds-
Agonisten 7-OH-DPAT induzierte glomerulare Hyperfiltration durch S(-)-Sulpirid
nicht hemmen (Luippold et al., 2000a), was fur eine hauptsachlich Uber den D,-
Rezeptor vermittelte GFR-Steigerung durch Aminosauren sprechen wirde.
Durch den hohen Homologie-Grad des D3-Rezeptors mit dem D,-Rezeptor von
52 %, wovon 75 % in der Transmembrandomane bestehen (Levant, 1997), ist

eine vollstandige Trennung ihrer pharmakologischen Eigenschaften schwierig.
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1.2.7 Die Stimulation des D3-Rezeptors durch 7-OH-DPAT

In Vorversuchen zeigte sich, dass 7-OH-DPAT eine glomerulare Hyperfiltration
bewirkt. AulRerdem l6ste dieser Agonist eine Diurese aus und erhohte die
Salzausscheidung. Diese Veranderungen waren vergleichbar und dosisab-
hangig mit denen, die durch Infusionen von Aminosauren ausgeldst wurden,
(Luippold et al., 1998c). Bei einer Dosierung von 1,0 ug/kg/min zeigte die
Nieren eine deutliche Reaktion, der MAP wurde dadurch noch nicht beein-
trachtigt (Luippold et al., 1998c).

Die Affinitat von 7-OH-DPAT zu den einzelnen D-Rezeptoren wird kontrovers
diskutiert. An klonierten Rezeptoren der D,-Subfamilie in Fibroblasten besal} 7-
OH-DPAT die hochste Affinitdt zum Ds-Rezeptor (Tang et al., 1994a).
Voraussetzung fir die Auslésung der glomeruldren Hyperfiltration sowie den
Einfluss auf die tubulare Funktion durch 7-OH-DPAT ist eine intakte renale
Innervation (Luippold et al. 1999b; Muhlbauer et al., 2000). Es wurde diskutiert,
ob prasynaptische Rezeptoren der D,-Subfamilie die Noradrenalin-Freisetzung
hemmen und somit auf die tubuldre Natriumregulation einwirken (Muhlbauer et
al., 2000). In vitro wurde gezeigt, dass D,- und Ds;-Rezeptorstimulation pra-
synaptisch die Noradrenalinausschittung hemmen (Tang et al.,, 1994b). So
kénnte die Aktivierung der basolateralen Na’-K*-ATPase Uber adrenerge
Rezeptoren durch Noradrenalin nicht mehr vermittelt werden, was die tubulare
Natriumrtckresorption vermindern wurde (Luippold, 2002b). Wie weiter oben
bereits beschrieben, wird davon ausgegangen, dass eine postglomerulare
Vasokonstriktion fur den erhdhten Filtrationsdruck im Glomerulum verant-
wortlich ist (Luippold et al., 2000a). AulRer den peripheren Wirkungen durch 7-
OH-DPAT sind aufgrund der Blut-Hirnschranken-Gangigkeit dieses Agonisten

auch zentrale Einflisse denkbar.
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1.3 Fragestellung der Arbeit

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die physiologische Rolle des D3s-Rezeptors
bei der Regulation der Nierenfunktion untersucht.

Hierzu wurden 4 Versuchsansatze gewahlt:

- Vermittelt der D3-Rezeptor die aminosaurebedingte Hyperfiltration?

- Welche renalen Ausscheidungsparamter werden bei selektiver Stimulation
dieses Rezeptors verandert?

- Kann die Aktivierung des Ds;-Rezeptors einer Volumenexpansion entgegen-
wirken?

- Welche Auswirkung besitzt exogenes Dopamin auf diesen Rezeptorsubtyp?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsvorbereitung

2.1.1 Versuchstiere

Fir alle Experimente wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles
River, Sulzfeld) verwendet. Das Gewicht der Tiere lag am Versuchstag
zwischen 260g und 300 g. Die Tiere waren im institutseigenen Tierstall unter-
gebracht. Dort befanden sie sich zu Vierergruppen jeweils in Makrodex®-
Standardkafigen (Fa. Ehret, Freiburg) und hatten freien Zugang zu Standard-

futter (Altromin 1324) und Leitungswasser.

2.1.2 Narkose

Die Tiere wurden praoperativ auf einer Analogwaage (K7T, Mettler, Zurich,
Schweiz) gewogen und bekamen anschlieBend 80 mg/kg KG in Aqua bidest
geldstes Thiopental-Natrium (Trapanal®, Byk-Gulden, Konstanz) intraperitoneal
verabreicht. Nach circa 10 Minuten wurde die Narkosetiefe durch Auslésung
des Kornealreflexes und Setzen eines Schmerzreizes uUberprift. Bei Bedarf
erfolgte eine Nachinjektion (10-20 mg/kg KG), anschlieRend wurde mit der
Operation begonnen. Gegebenenfalls wurden wahrend des Versuchs weitere

Nachinjektionen (ca. 10 mg/kg KG) intravendés verabreicht.

2.1.3 Praparation

Die ausreichend narkotisierte Ratte wurde in Rickenlage auf einem beheizten
Praparationstisch (Effenberger, Minchen) gelagert. Die Extremitaten wurden
mit Klebeband (Tesa®, Beiersdorf, Hamburg) fixiert. Die relaxierte Zunge wurde
mit einer Pinzette (alle Operationsinstrumente: Aesculap, Tuttlingen) zur seit-

lichen Mauloffnung gelegt, um die Atemwege freizuhalten. Die Rektaltemperatur
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wurde mittels eingeflhrter Sonde (Effenberger, Minchen) fortwahrend ge-
messen. Die Konstanthaltung der Kdérpertemperatur auf 37,2°C erfolgte durch
einen internen Thermostatregelskreis.

Nach einem circa 2 cm langem Medianschnitt in der Halsregion wurde der
rechte Hautlappen mit einer Klemme fixiert und anschliefend durch stumpfe
Praparation die rechte Vena jugularis externa dargestellt. Das Gefall wurde
mobilisiert, kranial ligiert und durch eine Klemme axial gespannt. Kaudal wurde
eine Ligatur vorgelegt und das Gefald unter stereomikroskopischer Sicht (Leica
Wild M10/ M3C, Leica, Heerbrugg, Schweiz) mit einer Mikro-Federschere
querinzidiert. Anschlielend wurde ein Polyethylen(PE)-Katheter (Auf3endurch-
messer (AD) 0,96 mm; alle Katheter: Portex Tubing®, Portex, Hythe Kent,
GroRbritannien) eingefiihrt und durch die Ligaturen fixiert. Uber diesen Katheter
wurde wahrend der Praparation isotone Natriumchloridlésung infundiert.
Wahrend des Versuchs gelangten dariber die verwendeten Infusionsldésungen

(siehe Kapitel 2.2) in den Kreislauf.

Um die Verlegung der Atemwege zu verhindern, wurde ein Tracheostoma
angelegt. Hierzu wurde die Trachea nach stumpfer Freipraparation der pra-
trachealen Langsmuskulatur und unter Schonung der benachbarten Strukturen
dargestellt. Nach Mobilisation wurde eine kaudale Ligatur vorgelegt. Nach
Querinzision wurde ein circa 4 cm langer PE-Katheter (AD 2,08 mm) etwa

0,5 cm weit eingeflihrt und fixiert.

Durch Spreizung des M. sternocleidomastoideus von der Ubrigen Halsmus-
kulatur zeigte sich in der Tiefe die A. carotis. Nach vorsichtiger Eréffnung der
Gefall-Nervenscheide lield sich unter Schonung des N. vagus das Gefal} auf
einer Lange von 1,5 cm gut darstellen. Kranial wurde Uber an einer Ligatur
angebrachten Klemme das Gefald axial gespannt. Kaudal wurden 2 Ligaturen
vorgelegt und weiter kaudal eine Gefallklemme gesetzt. Die Querinzision
erfolgte unter stereomikroskopischer Sicht. Dann wurde in das Gefal3 ein PE-
Katheter (AD 0,96 mm) eingebracht und durch die kaudalen Ligaturen zweifach

gesichert. AnschlieRend wurde die Gefallklemme entfernt.
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Katheter und Gefald wurden dann mit circa 0,3 ml isotoner Kochsalzldsung Uber
einen Drei-Wege-Hahn gespult, wobei 2 ml dieser NaCl-Lésung mit 50 pl einer
heparinisierten Stammlésung (50 IE Heparin/ml, Braun, Melsungen) versetzt
waren. Uber diesen Katheter wurde fortlaufend der Blutdruck sowie die Herz-
frequenz Uber einen Frequenzmesser (Eigenbau des Instituts) gemessen. Der
Blutdruck wurde fortlaufend von einem Schnellschreiber (WK 280, WKK,
Kaltbrunn, Schweiz) aufgezeichnet, wobei er den Impuls durch einen Druck-
aufnehmer (TBM 4, WPI, Heidelberg) erhielt, der durch einen Bruckenver-
starker (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) verstarkt wurde.

Des Weiteren diente der Katheter der Blutentnahme wahrend des Versuchs,
wobei anschliefend mit Heparin gespult wurde. Zum Schluss erfolgte eine
situative Hautnaht mit zwei Einzelknopfnahten durch chirurgisches Nahtmaterial

(1 metric 3-0 Ethicon, Johnson + Johnson, Norderstedt).

Die Haut des Unterbauchs wurde circa 1,5 cm median langsinzidiert. Nach
Darstellung der Linea alba wurde diese als auch das Peritoneum 1,5 cm in
Langsrichtung eréffnet. Am unteren Schnittrand zeigte sich die oft leicht gefiillite
Harnblase. Der Apex wurde mit einer Klemme fixiert. Basal wurde ein Ligatur
vorgelegt. Nach Inzision der Blase und ihrer Entleerung wurde ein konischer
PE-Katheter (AD 1,27 cm) eingelegt und durch die Ligatur fixiert. Nach
Reposition der Blase wurde die Bauchhaut mit einer Einzelknopfnaht ver-

schlossen.

Das Versuchstier wurde nach der OP auf die Seite umgelagert. Unter Fixation
der Extremitdten und Reklination des Kopfes erfolgte die Aquilibrierung. Der
Urin wurde in einem Kunststoffgefall (Safe-Lock 2,0 ml, Eppendorf, Hamburg)

gesammelt.
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2.1.4 Aquilibrierung

Nach der Operation, die circa 30-45 Minuten dauerte, hatten die Versuchstiere
1-1,5 h Zeit zu aquilibrieren. In dieser Phase wurden der Blutdruck und die
Pulsfrequenz sowie der Kornealreflex Uberprift, um durch eventuell weitere
Narkotikuminjektionen eine optimale Narkosetiefe zu gewahrleisten. AuRerdem
wurde darauf geachtet eine basale Urinausscheidung von mindestens

10 pl/min/100g zu erhalten.

2.2 Verwendete Infusionslésungen
2.2.1 Isotone Kochsalzl6sung

Nach Abwiegen von 8,5 g Natriumchlorid (NaCl, Rotipuran®, Roth, Karlsruhe)
auf einer Digitalwaage (Precisa® 100A-300M, PAG Oerlikon, Ziirich) wurde
dieses in 1000 ml Aqua bidest geldst. Die isotone Kochsalzlésung diente als

Vehikel sowie als Losungsmittel fur alle weiteren Substanzen.

2.2.2 [3H]-markierte Inulinlésung

60 pl einer vorgefertigten Inulinstammiésung (100 pCi/ml in 500 pl isotoner
NaCl-Lésung) wurden in 5 ml NaCl-Losung pipettiert. Die Lésung wurde
entweder als Vehikel oder in Kombination mit BSF 201640 (2.2.7) oder BSF
135170 (2.2.8) verabreicht.

2.2.3 Aminosaurelésung

Die Aminosaurelésung (AS-Lésung) stand in einer 15%igen Stammldsung
(Thomaeamin® n 15 %, Delta-Pharma, Pfullingen) zur Verfiigung. In einem Liter
dieser AS-LOsung waren folgende Aminosauren enthalten: Acetyltyrosin

0,492 g, Alanin 14,3 g, Aminoessigsaure 7,7 g, Arginin 9,2 g, Cystein 0,7 g,
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Edetinsaure 0,078 g, Glutaminsaure 9,9 g, Histidin 4,4 g, Isoleucin 3,8 g, Leucin
6,6 g, Lysinmonoacetat 9,313 g, Methionin 2,8 g, Ornithinacetat 1,033 g, Orni-
thinaspartat 3,587 g, Phenylalanin 4,1 g, Prolin 9,2 g, Pyridoxinhydrochlorid
0,01 g, Serin 5,9 g, Threonin 4,6 g, Tryptophan 1,2 g, Tyrosin 0,2 g und Valin
4,1 g. Diese Stammlésung wurde durch NaCl-Lésung am Versuchstag auf 10 %

verdunnt.

2.2.4 7-OH-DPAT-L6sung

R(+)-7-Hydroxy-Dipropyl-Aminotetralin (Fa. Tocris, Bristol, GB) ist ein selektiver
Ds;-Rezeptor Agonist. Von dieser Substanz wurde die erforderliche Menge fir
die Dosierung 1,0 pg/kg/min abgewogen und mit isotoner NaCl-Lésung ver-

setzt.

2.2.5 L&Bsung zur Volumenexpansion

Zur Volumenexpansion wurde die Infusionsrate des Uber die V. jugularis
externa infundierten Volumen von 1 % auf 2,5 % des Koérpergewichts des

jeweiligen Versuchstiers erhoht.

2.2.6 Dopaminhaltige Lésung

Dopamin (Sigma®, Taufkirchen) wurde in der Dosierung 1,0 pug/kg/min bei einer
Infusionsrate von 2,4 mi/h verabreicht. Hierzu wurde die erforderliche Menge fur
1000 ml abgewogen und mit 100 ml NaCl-Lésung versetzt. Bei —20°C wurde die
auf Eppendorfgefalle verteilte Stammlosung aufbewahrt. Am Versuchstag
wurde die bendtigte Menge um das 10fache verdinnt. Die Losungen wurden
lichtgeschuitzt aufbewahrt.
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2.2.7 BSF 201640-L6sung

Dieser sowohl zentral als auch peripher wirkende Dopamin Ds;-Rezeptor-
Antagonist (Knoll AG, Ludwigshafen) wurde in einer Konzentration von
30 ug/kg/min oder 60 pg/kg/min verabreicht. Hierzu wurde am Versuchstag die
jeweils bendtigte Menge abgewogen und mit 50 ul einer NaOH-Lésung (1 mol/l)
alkalisiert. Nun erfolgte die Verdunnung mit NaCl-Lésung auf 5 ml und
anschlieBend die Zugabe der Inulinstammldsung. Die Verabreichung erfolgte

mit einer Infusionsrate von 0,6 ml/h.

2.2.8 BSF 135170-Ldsung

Dieser selektive Dopamin Ds-Rezeptor-Antagonist (Knoll AG, Ludwigshafen),
der die Blut-Hirn-Schranke nicht Uberwindet, wurde in der Konzentration
30 pg/kg/min oder 60 pg/kg/min verabreicht. Hierzu wurde die bendtigte Menge
fur zehn Versuche auf einer Digitalwaage in einem durch Aluminiumfolie
lichtgeschitztem Eppendorfgefall (2 ml) abgewogen. Nach Ansauerung mit
100 pl 100%iger Essigsaure und Zugabe von 1,4 ml NaCl-Lésung wurden je
150 pl in Eppendorfgefallen eingefroren und am Versuchstag bis auf 5 ml
verdunnt. AnschlieRend wurden 60 ul Inulinstammlésung zugegeben. Die

Verabreichung erfolgte mit einer Infusionsrate von 0,6 ml/h.

2.3 Experimenteller Ablauf

2.3.1 Clearanceversuche mit aminosaurebedingter glomerularer Hyperfiltration

2.3.1.1 Versuchsprotokoll und Probengewinnung

Das Infusionsvolumen, welches Uber zwei Perfusoren (Perfusor, Braun,
Melsungen) gegeben wurde, betrug insgesamt 3 ml/h. Die Leitungen waren
uber ein T-Stuck verbunden. Der Versuch beinhaltete 4 Perioden zwei Vor-

perioden (VP I+1l) und zwei Hauptperioden (HP I+Il) von je 20 Minuten Dauer
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(siehe Abbildung 3). Dazwischen lag eine 10 minutige Zwischenperiode (ZP).
Unmittelbar nach der Operation wurde mit einer Infusionsrate von 0,6 ml/h Gber
ein Perfusor (Pl) die [3H]-markierte Inulinldsung verabreicht, wobei diese
Lésung bei der VHC-CON Gruppe und der VHC-AS Gruppe als Vehikel diente.
Bei der BSF(1)-AS Gruppe wurde die Losung mit BSF 201640 und bei der
BSF(I1)-AS Gruppe mit BSF 135170 versetzt. Uber den zweiten Perfusor (PI)
wurde postoperativ und bis zur ZP, bei den VHC-CON Gruppen den gesamten
Versuch Uber, isotone NaCl-Lésung mit einer Infusionsgeschwindigkeit von
2,4 mil/h appliziert. Ab Beginn der ZP lief hieruber die 10%ige Amino-
saurelésung (AS-Lésung) mit gleicher Infusionsgeschwindigkeit (siehe
Abbildung 3). Der Urin wurde in EppendorfgefalRen aufgefangen. Nach 10
Minuten jeder Periode wurde die Herzfrequenz notiert und Uber den Arteria
carotis Katheter circa 180 pl Blut enthommen, wobei dieses in NH4-heparin-
isierten Glaskapillaren (Mikrohamatokritrohrchen, Roland Vetter, Ammerbuch)
aufgefangen wurde. Am Ende des Versuchs wurde dem Tier zur Auslésung
eines sofortigen Herzstillstandes eine gesattigte Kaliumchloridldsung intravends

verabreicht.

Infusionspumpe 1 (0.6 ml/h)
[PH]-markierte Inulinlésung = BSF 201640/135170 in 0,85 % NaCl

Infusionspumpe 2 (2,4 ml/h)

0,85 % NaCl (VHC-CON)
0,85 % NaCl . .
ona 10%ige AS-Losung (VHC-AS;
BSF(I)-AS: BSF(I)-AS)
Ende der Operation
VPI VPII 7P HP1I HPII
I ' I ' I [ ! [ ' |
Aquilibrierung 0 20 40 50 70 90

90-120 Zeit [min]

Abbildung 3 Versuchsablauf der Clearanceversuche zur Untersuchung des Einflusses
des Djs-Rezeptors auf die aminosdurebedingte glomerulire Hyperfiltration. VP =
Vorperiode, ZP = Zwischenperiode, HP = Hauptperiode (siche 2.3.1.2)
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2.3.1.2 Versuchsgruppen

Zeitkontrolle

Die Zeitkontrollgruppe (VHC-CON, n = 9) erhielt [*H]-markierte Inulinlésung
(2.2.2) uber Pl (0,6 ml/h) und durchgehend isotone NaCl-Lésung (2.2.1) Uber
Pll (2,4 mi/h), siehe Abbildung 3.

Aminosauregruppe

Die Aminoséduregruppe (VHC-AS, n = 8) erhielt [°H]-markierte Inulinlésung
(2.2.2) uber PI1 (0,6 ml/h) und bis zur ZP isotone NaCl-Lésung (2.2.1) uber PII
(2,4 mi/h). Zu Beginn der ZP wurde die 10%ige AS-Lésung (2.3.3) Uber PII
(2,4ml/h) infundiert, siehe Abbildung 3.

BSF 201640 — Aminosauregruppe

Diese Gruppe (BSF(I)-AS, n = 6) erhielt [’H]-markierte Inulinlésung (2.2.2) tber
Pl (0,6 ml/h), welche mit BSF 201640 (2.2.7) so versetzt war, dass die Dosis
60 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) Uber Pl (2,4 mi/h) wurde
ab der ZP durch die 10%ige AS-Lésung (2.3.3) ersetzt, siehe Abbildung 3.

BSF 135170 — Aminosauregruppe

Diese Gruppe (BSF(I1)-AS, n = 6) erhielt [*H]-markierte Inulinlésung (2.2.2) tber
Pl (0,6 ml/h), welche mit BSF 135170 (2.2.8) so versetzt war, dass die Dosis
30 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) tber Pl (2,4 mi/h) wurde
ab der ZP durch die 10%ige AS-L6sung (2.3.3) ersetzt, siehe Abbildung 3.

VHC-CON: Zeitkontrolle

VHC-AS: ab der HP 10%ige AS-Lésung

BSF(l)-AS: Vorbehandlung mit BSF 201640, ab der HP 10%ige AS-L6sung
BSF(Il)-AS: Vorbehandlung mit BSF 135170, ab der HP 10%ige AS-L6sung
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2.3.2 Clearanceversuche mit 7-OH-DPAT

2.3.2.1 Versuchsprotokoll und Probengewinnung

In dieser Gruppe wurde ebenfalls ein Infusionsvolumen von 3,0 mi/h Gber zwei
Perfusoren infundiert. Auch hier war der Versuch in 4 Perioden (VP I+l und
HP I+11) zu je 20 Minuten gegliedert. Zwischen VP und HP lag eine 10 minltige
Zwischenperiode, siehe Abbildung 4. Uber Pl (0,6 ml/h) wurde [°H]-markierte
Inulinldsung verabreicht. Diese Losung war in der BSF(I)-DPAT- und der
BSF(II)-DPAT Gruppe mit dem jeweiligen Ds-Antagonisten versetzt (siehe
2.3.2.2). Bei der VHC-DPAT-, der BSF(l)-DPAT- und der BSF(Il)-DPAT Gruppe
wurde ab der ZP die isotone NaCl-Lésung, tber PIl (2,4 mi/h) durch 7-OH-
DPAT in einer Dosierung von 1,0 pg/kg/min, ersetzt. Der Urin wurde in Eppen-
dorfgefalRen aufgefangen. In 10 minitigem Abstand wurde abwechselnd die
Herzfrequenz notiert und Blut abgenommen. Am Versuchsende wurde ein
Herzstillstand durch eine intravendse Gabe einer gesattigten Kaliumchlorid-

|I6sung ausgeldst.

Infusionspumpe 1 (0,6 ml/h)
[*H]-markierte Inulinlésung = BSF 201640/135170 in 0,85 % NaCl

Infusionspumpe 2 (2,4 ml/h)

0,85 % NaCl (VHC-CON)

0,85 % NaCl
7-OH-DPAT (VHC-DPAT;
BSF(I)-DPAT; BSF(I)-DPAT)

Ende der Operation
VP 1 VP 1I zp HPI HP 11
I T I V I | T | T |
Aquilibrierung 0 20 40 50 70 90
90-120 min Zeit [min]

Abbildung 4 Versuchsablauf der Clearanceversuche zum Einfluss des Ds-Rezeptors bei
der Stimulation mit 7-OH-DPAT (1,0 ug/kg/min) in 0,85 % NaCl. VP = Vorperiode, ZP
= Zwischenperiode, HP = Hauptperiode (siehe 2.3.2.2).
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2.3.2.2 Versuchsgruppen

Zeitkontrolle

Die Zeitkontroligruppe (VHC-CON, n = 9) bekam [3H]-markierte Inulinlésung
(2.2.2) uber Pl (0,6 ml/h) und durchgehend isotone NaCl-Lésung (2.2.1) Uber
Pll (2,4 mi/h), siehe Abbildung 4.

7-OH-DPAT-Gruppe

Der 7-OH-DPAT-Gruppe (VHC-DPAT, n = 7) wurde [°H]-markierte Inulinlésung
(2.2.2) Uber PI (0,6 ml/h) verabreicht und bis zur ZP isotone NaCl-Lésung
(2.2.1) dber PII (2,4 ml/h). Zu Beginn der ZP wurde die DPAT-L6sung (2.2.4)
mit der Dosierung 1,0 pg/kg/min Gber PII infundiert, siehe Abbildung 4.

BSF 201640 — 7-OH-DPAT-Gruppe

Diese Gruppe (BSF(I)-DPAT, n = 8) erhielt [*H]-markierte Inulinldsung (2.2.2)
uber Pl (0,6 ml/h), welche mit BSF 201640 (2.2.7) so versetzt war, dass die
Dosis 30 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) uber PII (2,4 ml/h)
wurde ab der ZP durch die DPAT-Lésung (2.2.4) mit der Dosierung
1,0 pl’kg/min ersetzt, siehe Abbildung 4.

BSF 135170 — 7-OH-DPAT-Gruppe

Diese Gruppe (BSF(Il)-DPAT, n = 6) bekam [*H]-markierte Inulinlésung (2.2.2)
(0,6 ml/h) infundiert, welche mit BSF 135170 (2.2.8) so versetzt war, dass die
Dosis 30 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) (2,4 ml/h) wurde ab
der ZP durch die DPAT-L6sung (2.2.4) mit der Dosierung 1,0 pg/kg/min ersetzt,
siehe Abbildung 4.

VHC-CON: Zeitkontrolle

VHC-DPAT: ab der HP DPAT (1,0 pg/kg/min) in 0,85 % NaCl

BSF(I)-DPAT: ab der VP mit BSF 201640, ab der HP DPAT (1,0 ug/kg/min)
BSF(Il)-DPAT: ab der VP mit BSF 135170, ab der HP DPAT (1,0 pg/kg/min)
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2.3.3 Clearanceversuche mit Volumenexpansion

2.3.3.1 Versuchsprotokoll und Probengewinnung

Der Versuch bestand aus insgesamt 6 Perioden, zwei Vorperioden (VP I+Il)
und vier Hauptperioden (HP I+lI+IlI+IV), von je 20 Minuten Dauer. Nach VP I
folgte eine 10mindtige Zwischenperiode (ZP), siehe Abbildung 5. Bei der VHC-
CON Gruppe blieb die Zusammensetzung der Infusionslésungen unverandert.
Das Infusionsvolumen beider Perfusoren betrug zunéchst 3,0 mi/h. Uber PI
(0,6 mi/h) wurde in den beiden VHC-Gruppen durchgehend 0,85%ige NaCl-
Lésung verabreicht. In der BSF(l)-VE Gruppe wurde Uber Pl BSF 201640, in
der BSF(I1)-VE Gruppe uber PIl BSF 135170 verabreicht. Bei der VHC-VE-, der
BSF(1)-VE- und der BSF(ll)-VE Gruppe wurde ab der ZP das Infusionsvolumen
von Pl (2,4 ml/h) auf 2,5 % des Kdrpergewichts des jeweiligen Versuchstiers
erhoht (6,5-7,2 ml/h), siehe 2.3.3.2. Wahrend des Versuchs wurden der Urin
wiederum in EppendorfgefalRen gesammelt, die Herzfrequenz alle 20 Minuten

notiert, sowie alternierend Blut abgenommen.

Infusionspumpe 1 (0,6 ml/h)
[*H]-markierte Inulinlésung + BSF 201640/135170 in 0,85 % NaCl

Infusionspumpe 2 (2,4 ml/h / VE)

0,85 % NaCl (VHC-CON)

VE 2,5 % (VHC-VE;
BSF(I)-VE; BSF(ID)-VE)

0,85 % NaCl

Ende der Operation vel | veun |zp | HPI P | HPIOI | HPIV

2

U | ' | ' [ I ! [ ' | ! | T |
Aquilibrierung 0 20 40 50 70 90 110 130

90-120 min Zeit [min]

Abbildung 5 Versuchsablauf der Clearanceversuche zum Einfluss des Ds3-Rezeptors bei
der Volumenexpansion. VP = Vorperiode, ZP = Zwischenperiode, HP = Hauptperiode,
(siehe 2.3.3.2)
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2.3.3.2 Versuchsgruppen

Zeitkontrolle

Die Zeitkontrollgruppe (VHC-CON, n = 9) erhielt [°H]-markierte Inulinldsung
(2.2.2) Gber PI (0,6 ml/h) und durchgehend isotone NaCl-Lésung (2.2.1) Gber
Pll (2,4 mi/h), siehe Abbildung 5.

Volumenexpansion 2,5 %

Der Volumenexpansionsgruppe (VHC-VE, n = 7) wurde [*H]-markierte Inulin-
l6sung (2.2.2) Uber PI1 (0,6 ml/h) infundiert und bis zur ZP isotone NaCl-Lésung
(2.2.1) tber PII (2,4 ml/h). Zu Beginn der ZP wurde die Infusionsrate (2.2.5) von
PIl auf 6,5-7,2 ml/h entsprechend 2,5 % des Koérpergewichts des jeweiligen
Versuchtiers erhoht, siehe Abbildung 5.

BSF 201640 — Volumenexpansionsgruppe 2,5 %

Diese Gruppe (BSF(I)-VE, n = 7) bekam [*H]-markierte Inulinlésung (2.2.2) tber
Pl (0,6 ml/h) verabreicht, welche mit BSF 201640 (2.2.7) so versetzt war, dass
die Dosis 60 pg/kg/min betrug. Zu Beginn der ZP wurde die Infusionsrate
(2.2.5) von PIlI auf 6,5-7,2 mil/h entsprechend 2,5 % des Kdrpergewichts des

jeweiligen Versuchtiers erhoht, siehe Abbildung 5.

BSF 135170 — Volumenexpansionsgruppe 2,5 %

Diese Gruppe (BSF(II)-VE, n = 8) erhielt [°H]-markierte Inulinldsung (2.2.2) tber
Pl (0,6 ml/h), welche mit BSF 135170 (2.2.8) so versetzt war, dass die Dosis
30 ug/kg/min betrug. Zu Beginn der ZP wurde die Infusionsrate (2.2.5) von PII
auf 6,5-7,2 ml/h entsprechend 2,5 % des Korpergewichts des jeweiligen

Versuchtiers erhoht, siehe Abbildung 5.

VHC-CON: Zeitkontrolle

VHC-VE: ab der HP VE entsprechend 2,5 ml/100g

BSF(I)-VE: ab der VP mit BSF 201640, ab der HP VE auf 2,5 ml/100g
BSF(Il)-VE: ab der VP mit BSF 135170, ab der HP VE auf 2,5 mi/100g
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2.3.4 Clearanceversuche bei exogener Dopaminzufuhr

2.3.4.1 Versuchsprotokoll und Probengewinnung

Der Versuch bestand aus insgesamt 6 Perioden, zwei Vorperioden (VP I+Il)
und vier Hauptperioden (HP I+lI+IlI+IV), von je 20 Minuten Dauer. Nach VP I
folgte eine zehnminultige Zwischenperiode (ZP). Der VHC-CON Gruppe wurde
iiber beide Perfusoren Pl (0,6 ml/h) [°H]-markierte Inulinldsung und PII
(2,4 mi/h) 0,85 % NaCl-Lésung infundiert, siehe Abbildung 6.

Bei der VHC-DA-, der BSF(I)-DA- und der BSF(II)-DA Gruppe wurde ab der ZP
die isotone NaCl-Lésung uber PIlI durch die Dopaminlésung in der Dosierung
1,0 ug/kg/min ersetzt. BSF 201640 wurde Uber Pl der BSF(I)-DA Gruppe mit
60 ug/kg/min verabreicht. In der BSF(Il)-DA Gruppe wurde BSF 135170 tber PI
in der Dosis 30 pg/min/kg verabreicht, sieche 2.3.4.2. Diesen Versuchstieren
wurde alternierend alle 10 Minuten Blut abgenommen und die Herzfrequenz

notiert. Der Urin wurde in Eppendorfgefalien aufgefangen.

Infusionspumpe 1 (0,6 ml/h)

[*H]-markierte Inulinlésung + BSF 201640/135170 in 0,85 % NaCl

Infusionspumpe 2 (2,4 ml/h)

0,85 % NaCl (VHC-CON)

0,85 % NaCl
Dopamin (VHC-DA;
BSF(I)-DA; BSF(II)-DA)

Ende der Operation vl | ven |zp| HPI HPII | HPII | HPIV
. [ ! [ ! [ [ ! | ! | ! | ! |
Aquilibrierung 0 20 40 50 70 90 110 130

90-120 min Zeit [mm]

Abbildung 6 Versuchsablauf der Clearanceversuche zum Einfluss des Ds-Rezeptors bei
exogener Dopaminzufuhr (1,0 ug/kg/min). VP = Vorperiode, ZP = Zwischenperiode,
HP = Hauptperiode, (siehe 2.3.4.2).
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2.3.4.2 Versuchsgruppen

Zeitkontrolle

Die Zeitkontroligruppe (VHC-CON, n = 9) bekam [3H]-markierte Inulinlésung
(2.2.2) Uber PI (0,6 mi/h) verabreicht und durchgehend isotone NaCl-Lésung
(2.2.1) Uber PII (2,4 mi/h), siehe Abbildung 6.

Dopamingruppe

Die Dopamingruppe (VHC-DA, n = 9) erhielt [’H]-markierte Inulinlésung (2.2.2)
uber Pl (0,6 ml/h) und bis zur ZP isotone NaCl-Lésung (2.2.1) uber PII
(2,4 mi/n). Zu Beginn der ZP wurde die DA-LAsung (2.2.6) mit der Dosierung
1,0 pg/kg/min Gber PII infundiert, siehe Abbildung 6.

BSF 201640 — Dopamin-Gruppe

Dieser Gruppe (BSF(I)-DA, n = 7) wurde [°H]-markierte Inulinlésung (2.2.2) tber
P1 (0,6 ml/h) infundiert, welche mit BSF 201640 (2.2.7) so versetzt war, dass die
Dosis 60 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) uber PII (2,4 ml/h)
wurde ab der ZP durch die DA-L6sung (2.2.6) mit der Dosierung 1,0 pl/kg/min
ersetzt, siehe Abbildung 6.

BSF 135170 — Dopamin-Gruppe

Diese Gruppe (BSF(II)-DA, n = 7) erhielt [°’H]-markierte Inulinlésung (2.2.2) tber
Pl (0,6 ml/h), welche mit BSF 135170 (2.2.7) so versetzt war, dass die Dosis
60 pg/kg/min betrug. Die isotone NaCl-Lésung (2.2.1) Uber Pl (2,4 mi/h) wurde
ab der ZP durch die DA-Lésung (2.2.6) mit der Dosierung 1,0 ul’/kg/min ersetzt,
siehe Abbildung 6.

VHC-CON: Zeitkontrolle

VHC-DA: ab der HP Dopamin (1,0 ug/kg/min) in 0,85 % NaCl

BSF(l)-DA: ab der VP mit BSF 201640, ab der HP Dopamin (1,0 pg/kg/min)
BSF(ll)-DA: ab der VP mit BSF 135170, ab der HP Dopamin (1,0 ug/kg/min)
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2.4 Analytik
2.4.1 Hamatokrit (Hkt)

Die mit arteriellem Blut geflllten heparinisierten Kapillaren wurden mit Hkt-
Versiegelungskit (Fa. Brand, Wertheim) einseitig verschlossen und finf Minuten
in einer Hkt-Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Der Hkt wurde schliel3-
lich an einer Hkt-Skala abgelesen. Das Plasma wurde anschlieBend fiur die

GFR-Bestimmung asserviert.
2.4.2 Urinvolumen (UV)

Das UV wurde durch die Differenz zwischen dem Leergewicht des jeweiligen
Eppendorfgefalies und dem Gewicht desselben Gefalkes nach der 20 minuatigen

Periode ermittelt. Die von Wasser abweichende Dichte wurde vernachlassigt.
2.4.3 Natrium und Kalium in Urin und Plasma

Fir die Elektrolytkonzentrationsbestimmung im Urin wurden pro Periode 10 pl
mit einer Mikropipette (Transferpettor 10 ul, Brand, Wertheim) in ein
Eppendorfgefald, in welchem sich 2 ml Lithium-Lésung (5 mmol/l, Eppendorf,
Hamburg) befand, pipettiert. 10 yl des Plasmas pro Periode wurde in ein
Eppendorfgefald mit 1 ml Lithium-Lésung pipettiert. Von jeder Probe wurden

Doppelwerte bestimmt.

Diese vorbereiteten Proben wurden mit einem Flammenphotometer (ELEX
6361, Fa. Eppendorf, Hamburg) gemessen. Die Kalibrierldsung fir den Urin
wurde aus 10 pl einer Standardldsung (Na* 143,5 mmol/l, K* 100 mmol/l, Ca®*
5 mmol/l, Eppendorf, Hamburg) in 2 ml Lithium-L6sung hergestellt. Die
Kalibrierlésung fir das Plasma bestand aus 10 pl Standardlésung (Na®
143,5 mmol/l, K* 3,84 mmol/l, Ca®>* 2,5 mmol/l, PO4* 0,97 mmol/l, Eppendorf,
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Hamburg) in 1 ml Lithium-Lésung. Zu Beginn der Messung und nach jeweils 24

Proben wurde kalibriert.
24.4 [3H]-Aktivitét in Urin und Plasma

Zur Bestimmung der GFR wurde die [*H]-markierte-Inulinaktivitat mittels
Flussigkeitszintillationszahler (2550 TR, Canberra Packard, Frankfurt)
bestimmt. Je 20 pl von Urin und Plasma wurden in Doppelproben in
Szintillationsmefigefalle (Midi-Vial, Fa. Canberra Packard, Frankfurt) pipettiert.
Diese waren mit 5 ml einer Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold, Packard,

Groningen, Niederlande) gefillt. Die Ergebnisse wurden wieder gemittelt.

2.5 Berechnete GroRen

2.5.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Nach jedem Versuch wurde aus der durch den Schnellschreiber
aufgezeichneten Blutdruckkurve der systolische und diastolische Blutdruckwert

pro Periode abgelesen. Aus diesen Werten wurde der MAP entsprechend der

folgenden Formel berechnet:

1
MAP [mmHg]= g(Systole[mmHg] - DiastolelmmHg]) + DiastolelmmHg]

2.5.2 Herzfrequenz (HF)

Die HF wurde kontinuierlich durch ein Frequenzmesser (Eigenbau des Instituts)

registriert und unmittelbar vor jeder Blutenthahme protokolliert.
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2.5.3 Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Die GFR wurde anhand der Clearanceformel berechnet:

Auvrin[ cpm]x UV[ml / 20min]«100
Apiasma cpm 20min* KG[ g]

GFR [ml/ min]=

2.5.4 Absolute Natriumausscheidung (UnaV)

Die UnaV wurde aus der gemessenen Natriumkonzentration im Urin und dem

Urinvolumen entsprechend der Formel berechnet:

Nauvris[mmol / [« UV[ml / 20min]+100g*20min
KGlg]

UnaV' [umol / min/100g] =

2.5.5 Fraktionelle Natriumausscheidung FEna

Die FEna wird in Prozent der absoluten Natriumausscheidung angegeben. Sie
ist ein Mal} fur die tubulare Resorptionsquote der Niere. Sie wurde aus den

ermittelten Werten anhand der Formel berechnet:

UnaV[pumol / min/100g]+100
Napisma* GFR[ml / min /100g]

FEva [%)] =
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2.6 Auswertung und Statistik

Die Daten jedes Versuchstiers wurden in ein standardisiertes Versuchsprotokoll
eingetragen. Mit dem Tabellenkalkulationsprogramm MS-Excel 5.0 (Microsoft
Inc, USA) wurden die Mittelwerte jeder Periode + SEM (standard error of
means) berechnet. Mit Hilfe des Students t-Test wurde untersucht, ob sich
innerhalb einer Gruppe die Daten der HP signifikant von denen der VP

unterschieden.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Instat Version
3.0 (Graphpad Software Inc, San Diego, USA). Mit Hilfe der One-way Analysis
of Variance (Varianzanalyse nach ANOVA) wurden die Mittelwerte zweier
Vorperioden mit denen der Kontroll-Gruppe verglichen. Innerhalb einer
Population (z.B. AS-Gruppe) wurden ebenfalls die VP untereinander verglichen.
Die individuellen Unterschiede der Effekte in den HP’s innerhalb einer Popu-
lation wurden mit dem ungepaarten t-Test auf ihre Signifikanz gepruft.

Als Mal} fur signifikante Unterschiede wurde der p-Wert ermittelt. Der p-Wert
gibt die Wahrscheinlichkeit fiir die Uberschreitung der Nullhypothese (HO) an.
Die HO besagt, dass in der Grundgesamtheit kein Effekt existiert. Wenn diese
Wahrscheinlichkeit gering ist (p < 0,05), wird HO verworfen und das Ergebnis
als signifikant betrachtet. Als hochsignifikant wurden die Ergebnisse bei

p < 0,01 angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Clearanceversuche mit aminosaurebedingter glomerularer

Hyperfiltration

3.1.1 Zeitkontrollgruppe (VHC-CON Gruppe)

Die Daten dieser Gruppe (2.3.1.2), die Uber die gesamte Versuchsdauer
isotone NaCl-Losung infundiert bekam, sind in der Tabelle 5 zusammengefasst.
Im Verlauf des Versuches waren keine signifikanten Anderungen der ermittelten
Parameter zu beobachten, was fur stabile Versuchsbedingungen spricht. Der
mittlere arterielle Blutdruck (MAP), die Herzfrequenz (HF) sowie der Hamatokrit
(Hkt) blieben den Versuch Uber in engen Grenzen. Auch veranderten sich die
Napiasma-, sowie die Kpasma-Werte nicht auffallig. Die glomerulare Filtrationsrate
(GFR) zeigte keine signifikanten Abweichungen wahrend des Versuchs. Das
Urinvolumen (UV), die absolute Natriumausscheidung (UnaV) und die fraktio-
nelle Natriumausscheidung (FEna) stiegen im Verlauf des Versuchs an, wobei
dieser Anstieg jedoch nicht signifikant war und sich auf einen Zeiteffekt

zuruckfihren lasst.

3.1.2 Aminosauregruppe (VHC-AS)

Durch die Gabe einer 10%igen AS-Lésung (2.2.3) in der VHC-AS Gruppe
(2.3.1.2) lielBen sich die in Tabelle 1 angegebenen Werte ermitteln. Der MAP,
die HF und der Hkt anderten sich im Versuchsverlauf kaum. Die Napjasma-Werte
waren stabil. Die Kpiasma-Werte fielen etwas ab. Dagegen stiegen das UV um
63 % und die GFR um 14 % im Vergleich zu den gemittelten VP. Die U,V stieg
auf das 2,4fache und die FEn, um 125 %. Dabei erreichten die GFR- und die
UnaV-Steigerung Signifikanzniveau. In den Abbildungen 7+8 sind die Ergeb-
nisse graphisch dargestellt. Dabei werden die VP I+1l sowie die HP I+l jeweils

zur besseren Ubersichtlichkeit zusammengefasst. Im Vergleich zur VHC-CON
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Gruppe (Tabelle 5) waren keine signifikanten Unterschiede in der VP der VHC-
AS Gruppe zu beobachten.

3.1.3 BSF 201640 — Aminosauregruppe (BSF(I1)-AS)

Diese Gruppe erhielt die 10%ige AS-Lésung unter Vorbehandlung mit dem Ds-
Antagonist BSF 201640 (60 pg/kg/min) (2.2.7) infundiert. Die ermittelten Werte
zeigt Tabelle 1. MAP, HF und Hkt zeigten keine gravierenden Veranderungen.
Die Napasma- als auch die Kpiasma-Werte blieben in konstantem Rahmen. Die
GFR blieb stabil. Das UV stieg in der HP um 50 %. Die UnaV und die FEna
stiegen beide um 57 %. Alle Veranderungen sind jedoch nicht signifikant. Die
Abbildungen 7+8 zeigen die Ergebnisse in graphischer Form. Auch wichen die
VP sowie die HP der BSF(I)-AS Gruppe nicht signifikant von denen der VHC-
AS Gruppe ab.

3.1.4 BSF 135170 — Aminosauregruppe (BSF(I1)-AS)

Diese Gruppe (2.3.1.2) erhielt die 10%ige AS-L6sung unter Vorbehandlung mit
BSF 135170 (30ug/kg/min) (2.2.8). Die Werte sind in der Tabelle 1 verzeichnet.
Die systemischen Parameter, MAP und Hkt blieben auf konstantem Niveau.
Auffallig war jedoch, dass die HF seit der Gabe von BSF 135170 basal auf
einem niederen Niveau lag als bei den anderen beiden AS-Gruppen und auch
im weiteren Verlauf absank. Die Napasma-Werte blieben stabil, wohingegen die
Kriasma-Werte leicht abfielen. Die GFR verzeichnete einen Anstieg um lediglich
14 %. Das UV stieg um 26 %. Die Uy,V stieg im Vergleich zu den anderen
beiden AS-Gruppen nur um geringe 11 % an, wobei jedoch zu berticksichtigen
ist, dass in der BSF(II)-AS Gruppe die basale U,V schon um 82 % hoher lag
als in der VHC-AS Gruppe. Die FEn, stieg um 30 % in den HP im Vergleich zu
den VP an, wobei auch dieser Parameter basal um 81 % hoéher lag als in der
VHC-AS Gruppe. Statistische Signifikanzen innerhalb dieser Gruppe kamen
nicht vor. Auch gab es keine signifikanten Unterschiede in der HP im Vergleich
zur VHC-AS Gruppe. Die Abbildungen 7+8 zeigen die Graphik.
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Abbildung 7 Glomerulire Filtrationsrate (GFR) und Urinvolumen (UV) bei
narkotisierten Ratten unter Behandlung mit 10%iger AS-Losung in der Hauptperiode
I+11, die zusammengefasst wurden (Experimental). In der BSF 201640-AS Gruppe
wurden die Tiere ab der Vorperiode (Baseline) mit BSF 201640 (60 ug/kg/min)
vorbehandelt. In der BSF 135170-AS Gruppe wurden die Tiere ab der Vorperiode
(Baseline) mit BSF 135170 (30 ug/kg/min) vorbehandelt.
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Abbildung 8  Absolute  Natriumausscheidung  (Uy,V) und  fraktionelle
Natriumausscheidung (FEy,) bei narkotisierten Ratten unter Behandlung mit 10%iger
AS-Losung in der Hauptperiode I+11, die zusammengefasst wurden (Experimental). In
der BSF 201640-AS Gruppe wurden die Tiere ab der Vorperiode (Baseline) mit BSF
201640 (60 ug/kg/min) vorbehandelt. In der BSF 135170-AS Gruppe erfolgte die
Vorbehandlung der Tiere ab der Vorperiode (Baseline) mit BSF 135170 (30 ug/kg/min).
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Gruppe VHC-AS BSF(I)-AS BSF(Il)-AS
(n=8) (n=6) (n=7)
MAP VPI+1I 103 £3,3 107 3,6 111 3,1
(mmHg) HPI 107 +3,1 110 +3,5* 109 +2,6
HPII 108 £3,1 110 4,1 111 £3,8
HF VPI+II 350 £34 378 £7 336 7
(1/min) HPI 348 £35 378 +7 319 +6*
HPII 348 +35 387 £7 328 5
Hkt VPI+I 43 +0,6 43 +0,4 45 +0,9
(%) HPI 43 0,7 43 0,3 44 10,8
HPII 43 +0,6 43 +0,4 44 +0,6
Plasmay, VPI+1I 141 £1,4 143 +0,9 142 1,0
(mmol/1) HPI 140 £1,1 139 £1,4* 140 £0,7*
HPII 140 £1,4 140 +1,6 137 £1,4*
Plasma VPI+lI 4,2 +0,32 4,1 0,1 4,6 +0,12
(mmol/l) HPI 3,5 10,2* 3,6 £0,1* 3,8 £0,1**
HPII 3,5 10,1 4,7 +0,7 3,9 £0,2*
GFR VPI+1I 0,80 +0,05 0,77 0,05 0,79 £0,06
(ml/min/100g) HPI 0,95 +0,08** 0,80 +0,07 0,84 +0,05
HPII 0,93 0,04 0,78 0,07 0,84 +0,08
uv VPI+1I 12,6 £3,3 9,9+2,8 18,1 £3,3
(Ml/min/100g) HPI 21,7 +4.4* 14,8 +2,9 28,042,5
HPII 21,7 £3,8 14,7 £2,8 17,7 £3,4
UnaV VPI+II 1,26 £0,45 1,44 +0,39 2,30 +0,53
(umol/min/100g)  HPI 3,18 £1,02* 2,63 0,53 3,22 0,34
HPII 2,80 +0,94* 1,91 10,32 2,35 +0,27
FEna VPI+1I 1,11 £0,45 1,37 £0,37 2,14 £0,47
(%) HPI 2,58 10,97 2,48 0,59 2,99 0,41
HPII 2,73 +0,95 1,79 £0,29 2,18 0,34

Tabelle 1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF), Hamatokrit (Hkt),
Plasma-Natriumkonzentration (Plasmay,), Plasma-Kaliumkonzentration (Plasmag),
Glomerulére Filtrationsrate (GFR), Urinvolumen (UV), Absolute Natriumausscheidung
(UnaV) und Fraktionelle Natriumausscheidung (FEx,). Gabe von 10%iger AS-LOsung
bei VHC-AS, zusitzlich BSF 201640 (60ug/kg/min) bei BSF(I)-AS oder BSF 135170
(30pg/kg/min) bei BSF(II)-AS. Aufgefiihrt sind Mittelwerte +SEM. * = p<0,05 gegen
VP und ** = p<0,01 gegen VP. # = p<0,05 gegen VP (VHC-AS) und ## = p<0,01
gegen VP (VHC-AS).
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3.2 Clearanceversuche mit 7-OH-DPAT

3.2.1 Zeitkontrollgruppe (VHC-CON Gruppe)

Siehe 3.1.1.

3.2.2 7-OH-DPAT-Gruppe (VHC-DPAT)

Dieser Gruppe (2.3.2.2) wurde in der HP I+l der Ds;-Agonist 7-OH-DPAT
(1,0 pg/kg/min) (2.2.4) verabreicht. Es zeigte sich im Verlauf des Versuchs
keine entscheidende Abweichung von MAP und Hkt (Tab.2). Die HF sank
wahrend der Hauptperioden auf ein signifikantes Niveau im Vergleich zu den
Basal-werten. Die Napjasma-Werte waren stabil. Die Kpiasma-Werte fielen in der
HP 1l etwas ab. Die GFR stieg um 16 %. Das UV erhdhte sich um 89 %. Hoch-
signifikant war die GFR-Steigerung, signifikant die UV-Steigerung. Hoch-
signifikant war ebenfalls die 6fache Steigerung der basalen Un,V und die
Steigerung der basalen FEyn,, auch um das 6fache. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 8+9 graphisch dargestellt. Die VP I+l sowie die HP I+ll sind jeweils
zur besseren Ubersichtlichkeit zusammengefasst. Im Vergleich zur VHC-CON
Gruppe (Tabelle 5) waren keine signifikanten Unterschiede in der VP der VHC-
DPAT Gruppe zu beobachten.

3.2.3 BSF 201640 — 7-OH-DPAT-Gruppe (BSF(1)-DPAT)

Diese Gruppe (2.3.2.2) erhielt unter Vorbehandlung 7-OH-DPAT
(1,0 pg/kg/min), mit dem Ds-Antagonisten BSF 201640 (30ug/kg/min) (2.2.7)
behandelt. Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse. Die systemischen Parameter, wie
MAP und Hkt, blieben auch in dieser Gruppe stabil. Auch hier zeigte sich ein
signifikantes Absinken der HF im Versuchsverlauf. Die Napiasma- Wie auch die
Kpiasma-Werte blieben weitgehend stabil. Die GFR fiel um 7 %, das UV um 18 %
im Vergleich zu den Basalwerten. Im Gegensatz dazu stiegen die Un,V um

63 % und die FEna um 28 %. Als signifikant ist keine der Anderungen zu
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betrachten. In den Abbildungen 9+10 kann man die Ergebnisse in der
graphischen Darstellung betrachten. Die VP und die HP der BSF(I)-DPAT
Gruppe zeigten keine signifikanten Abweichungen von den Ergebnissen der

jeweiligen Perioden der VHC-DPAT Gruppe.

3.2.4 BSF 135170 — 7-OH-DPAT-Gruppe (BSF(I1)-DPAT)

Diese Gruppe (2.3.2.2) erhielt 7-OH-DPAT (1,0 pg/kg/min) unter der
Vorbehandlung mit dem Ds-Antagonisten BSF 135170 (30pg/kg/min) (2.2.8).
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zu ersehen. MAP, Hkt blieben auf konstantem
Niveau. Auch hier zeigte sich wie bei der BSF(Il)-AS Gruppe (3.1.4), dass die
HF seit der Gabe von BSF 135170 basal auf einem niederen Niveau lag als bei
den anderen beiden DPAT-Gruppen und einen weiteren signifikanten Abfall
verzeichnete. Wobei wahrscheinlich der HF-Abfall durch 7-OH-DPAT wie in den
anderen sich hier addiert. Die Napasma- Wie auch die Kpasma-Werte blieben
weitgehend stabil. Die GFR sank um 2 %, wahrend das UV um 3 % abfiel.
Ebenfalls stieg hier die UnsV im Vergleich zu den anderen beiden DPAT-
Gruppen nur um 24 % an, womit sich hier nur ein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu den Basalwerten der VHC-DPAT Gruppe zeigt, da auch hier die
Basalwerte schon um das 2,5fache hoéher lagen als in der VHC-DPAT Gruppe.
Die HP zeigte keine Signifikanz im Vergleich zur VHC-DPAT Gruppe. Die FEna
stieg um 24 % in den HP im Vergleich zu den Basalwerten an, wobei auch
dieser Parameter basal das 3,6fache des Vergleichwertes der VHC-DPAT
Gruppe betrug. Statistisch signifikante Unterschiede innerhalb dieser Gruppe

kamen nicht vor.
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Abbildung 9 Glomerulire Filtrationsrate (GFR) und Urinvolumen (UV) bei
narkotisierten Ratten unter Behandlung mit dem Djs-Agonisten 7-OH-DPAT
(1,0 ug/kg/min) in der Hauptperiode I+11, die zusammengefasst wurden (Experimental).
Der Dj-Antagonist BSF 201640 (60 ug/kg/min) wurde in der BSF 201640-DPAT
Gruppe vorgegeben. BSF 135170 (30 ug/kg/min) bekamen die Tiere in der BSF
135170-DPAT Gruppe ab der VP.
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Abbildung 10  Absolute  Natriumausscheidung  (Uy,V) und  fraktionelle
Natriumausscheidung (FEn,) bei narkotisierten Ratten unter Behandlung mit dem Ds-
Agonisten 7-OH-DPAT (1,0 ug/kg/min) in der Hauptperiode [+, die zusammengefasst
wurden (Experimental). Die BSF 201640-DPAT Gruppe erhielt vorweg BSF 201640
(60 ug/kg/min). Die BSF 135170-DPAT Gruppe bekam BSF 135170 (30 ug/kg/min)
vorinfundiert.
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Gruppe VHC-DPAT BSF(I)-DPAT BSF(Il)-DPAT
(n=7) (n=28) (n=16)
MAP VPI+II 107 £2,1 108 £3,5 111 46,0
(mmHg) HPI 104 £3,2 99 +4,2* 105 6,4
HPII 104 £3,7 98 +3,5* 106 16,6
HF VPI+II 386 +14 393 +7 348 +12
(1/min) HPI 362 +13* 369 +9* 322 +11**
HPII 359 £11** 368 +8* 323 +11**
Hkt VPI+II 43 +0,4 45 +0,5 45 +1,2
(%) HPI 42 +0,4* 44 +0,6* 45 41,2
HPII 42 +0,5* 44 +0,7 45+1,3
Plasmay;, VPI+II 146,3 +3,1 145,2 £3,0 139,7 +1,3
(mmol/l) HPI 146,3 +3,3 143,3 +2,3 140,5 +0,8
HPII 144,7 +2 4 138,2 +4,3 138,7 +0,8
Plasmag VPI+II 4.7 +0,4 4,8 +0,3 4,340,2
(mmol/l) HPI 434+0,5 4,7 +0,3 3,8 £0,1
HPII 3,8 +0,2* 4,3+0,3 4,0 £0,2
GFR VPI+II 0,83 +0,06 0,89 +0,05 0,92 +0,02
(ml/min/100g) HPI 0,94 +0,05* 0,84 +0,06 0,93 +0,05
HPII 0,99 +0,07** 0,85 +0,05 0,85 +0,02*
uv VPI+I 15,1 £5,1 17,9 +4 4 21,145,3
(ul/min/100g) HPI 28,1 +4,3* 16,8 +£3,9 22,7 5,7
HPII 28,7 +4,7* 14,7 £3,5 18,1 +3,9
UnaV VPI+II 0,47 +0,18 1,27 +0,36 1,69 +0,32#
(umol/min/100g) HPI 2,66 +0,55** 2,35 +0,57 2,11 +0,48
HPII 3,12 £0,59** 1,76 £0,44 2,08 £0,35
FEna VPI+II 0,34 +0,17 0,98 +0,32 1,48 +0,24#
(%) HPI 1,89 £0,42* 1,84 £0,43 1,70 £0,40
HPII 2,16 +0,33** 1,43 £0,34 1,77 +0,31

Tabelle 2 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF), Himatokrit (Hkt),
Plasma-Natriumkonzentration (Plasmay,), Plasma-Kaliumkonzentration (Plasmag),
Glomeruldre Filtrationsrate (GFR), Urinvolumen (UV), Absolute Natriumausscheidung
(Un.V) und Fraktionelle Natriumausscheidung (FEn,). Gabe von DPAT (1,0ug/kg/min)
bei VHC-DPAT, zusdtzlich BSF 201640 (60ug/kg/min) bei BSF(I)-DPAT oder BSF
135170 (30ug/kg/min) bei BSF(I)-DPAT. Aufgefiihrt sind Mittelwerte £SEM. * =
p<0,05 gegen VP und ** = p<0,01 gegen VP. # = p<0,05 gegen VP (VHC-DPAT) und
## = p<0,01 gegen VP (VHC-DPAT).
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3.3 Clearanceversuche mit Volumenexpansion

3.3.1 Zeitkontrollgruppe (VHC-CON Gruppe)

Siehe 3.1.1.

3.3.2 Volumenexpansion 2,5 % (VHC-VE)

Bei dieser Gruppe (2.3.3.2) wurde in de HP I-IV die Infusionsrate von PIl so
erhoht, dass das zugefuhrte Volumen 2,5 % des Korpergewichts des jeweiligen
Versuchtiers betrug (2.2.5). In Tabelle 3 sind die zusammengefassten Daten zu
entnehmen. Im Verlauf des Versuchs lielen sich keine entscheidenden
Abweichungen von MAP, HF und Hkt erkennen. Die Napasma-Werte zeigten
keine Auffalligkeiten. Die Kpiasma-Werte zeigten jedoch signifikante Abweichun-
gen. Die GFR stieg um 7 % an. Das UV stieg hochsignifikant auf das 2,5fache.
Hochsignifikant war ebenfalls die Steigerung der basalen Un,V um 170 % und
die Steigerung der basalen FEnas um 173 %. In den Abbildungen 11+12 wurden
die Ergebnisse in einer Graphik dargestellt. Die VP [+l wurden zusammen-
gefasst sowie jeweils 2 Hauptperioden (HP [+Il und HP IlI+IV). Der Vergleich
der Vorperioden von der VHC-CON Gruppe (Tabelle 5) und der VHC-VE
Gruppe erweist aulier der Abweichung des basalen Wertes des Plasma-

natriums keine signifikanten Unterschiede.

3.3.3 BSF 201640 — Volumenexpansionsgruppe 2,5 % (BSF(I)-VE)

Auch dieser Gruppe (2.3.3.2) wurde in der HP I-IV die Infusionsrate von PII
entsprechend erhdht, um das zugefihrte Volumen auf 2,5 % des
Kdrpergewichts des jeweiligen Versuchtiers zu erhdhen (2.2.5). Zuvor wurden
diese Tiere mit dem Ds-Antagonisten BSF 201640 (30ug/kg/min) (2.2.7)
behandelt. Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse. Anderungen der systemischen
Parameter, wie MAP, HF und Hkt, waren minimal. Die Napasma-Werte zeigten

keine signifikanten Unterschiede untereinander. Die Kpasma-Werte fielen
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hingegen leicht ab. Die GFR stieg um 1 %. Das UV stieg um signifikante 144 %
im Vergleich zu den Basalwerten. Die Un,V stiegen um 123 % und die FEn, um
124 %. Beide Anderungen sind hochsignifikant. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der Effekte in der HP zur VHC-VE Gruppe. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse ist den Abbildungen 11+12 zu
entnehmen. Die VP der BSF(I)-VE Gruppe zeigten keine Abweichungen von
den Ergebnissen der VHC-VE Gruppe.

3.3.4 BSF 135170 — Volumenexpansionsgruppe 2,5 % (BSF(ll)-VE)

Der Grad der Volumenexpansion wahrend der HP I-IV entsprach in dieser
Gruppe (2.3.3.2) ebenfalls 2,5 % des Korpergewichts des jeweiligen
Versuchstiers (2.2.5). Die Vorbehandlung mit einem Ds-Antagonisten bestand in
der Gabe von BSF 135170 (30 pg/kg/min) (2.2.8). Der MAP und der Hkt blieben
auf nahezu konstant. Die HF war ab der Gabe von BSF 135170 basal auf
einem niedrigen Niveau, fiel jedoch im Verlauf nur wenig ab. Die Napjasma- Wie
auch die Kpiasma-Werte blieben in engem Rahmen stabil. Die GFR erhéhte sich
nur um 2 %. Das UV stieg um 103 %. Die UV-Erhéhung war hochsignifikant.
Die Basalwerte unterschieden sich nicht signifikant von der VHC-VE Gruppe.
Interessant war die Tatsache, dass die U,V sich basal auf gleichem Niveau
wie die anderen beiden VE-Gruppen bewegte und um 89 % anstieg. Die FEna
stieg um 93 % in den HP im Vergleich zu den Basalwerten an. Auch sie zeigte
basal keine groRen Unterschiede zur VHC-VE Gruppe. Beide Steigerungen
sind signifikant. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu denen in der
BSF(II)-AS Gruppe und der BSF(Il)-DPAT Gruppe. Ebenfalls lieken die
Anstiege in der HP keinen signifikanten Unterschied zur VHC-VE Gruppe

erkennen.
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Gruppe VHC-VE BSF(I)-VE BSF(Il)-VE
(n=7) (n=7) (n=8)
MAP VPI+| 108 +1,9 110 £3,4 105 £3,6
(mmHg) HPI 109 +1,7 108 £3,8 106 +4,1
HPII 110 £2,2 106 +4,3 105 +4,4
HPIIl 109 £2,0 106 +4,1 104 £3,5
HPIV 110 £2,3 107 £3,9 103 £4,2
HF VPI+| 377 11,9 374 £12,2 354 17,6
(1/min) HPI 380 +13,4 366 18,8 349 18,7
HPII 381 13,9 357 15,6 347 9,3
HPIII 377 +10,8 364 18,3 343 19,8
HPIV 383 +12,4 364 18,3 343 110,3
Hkt VPI+| 45 £0,7 46 £0,6 47 20,6
(%) HPI 44 10,9* 45 10,6* 45 £0,8
HPII 44 10,8 44 10,9* 44 10,8
HPIII 44 10,8 43 £0,7* 44 10,8
HPIV 43 £0,8** 43 £0,7* 43 £0,8**
Plasmay, VPI+| 136 +1,2 137 £1,0 132 £4,1
(mmol/l) HPI 139 +0,9* 138 £0,9 131 £4,5
HPII 139 +0,8* 138 £1,3 131 £3,9
HPIII 140 £1,2+* 137 1,4 132 £4,0
HPIV 140 +1,5* 138 £1,1 132 £4,0
Plasmay VPI+| 3,8 40,2 4,1 10,2 3,9 40,3
(mmol/l) HPI 3,3 £0,2* 3,5 £0,1** 3,5 £0,2*
HPII 3,2 £0,2* 3,5 £0,1* 3,7 £0,4
HPIII 3,50,3 3,4 £0,1** 3,4 £0,2*
HPIV 3,4 £0,2* 3,3 £0,1* 3,3 0,2*
GFR VPI+| 0,89 £0,04 0,82 £0,04 0,85 0,03
(ml/min/100g) HPI 0,92 0,02 0,83 +0,03 0,92 +0,04
HPII 0,88 £0,02 0,84 £0,05 0,87 £0,03
HPIII 0,92 +0,04 0,84 £0,04 0,83 £0,03
HPIV 0,91 £0,02 0,80 +0,03 0,87 +0,03
uv VPI+| 18,2 5.9 14,1 4,7 17,2 3,7
(ul/min/100g) HPI 46,9 +3,5¢ 28,1 7,5 31,7 +4,7*
HPII 48,2 +3 5* 34,9 17,3 35,1 £2,9**
HPIII 45,8 £2,8* 37,4 +4,4* 36,7 +1,9*
HPIV 43,1£2,9¢ 37,2 +3,8* 36,3 +4,3*




UnaV VPI+I

(umol/min/100g) HPI
HPII
HPII
HPIV

FEna VPI+|

(%) HPI
HPII
HPIIl
HPIV

2,12 0,49
4,67 £0,79**
6,03 £0,72**
6,11 £0,52**
6,06 +0,54**

1,67 +0,34
3,64 +0,60**
4,92 £0,56**
4,85 +0,49**
4,84 +0,47**

2,31 0,52
3,70 +0,64
4,36 +0,39*
6,40 £0,60™*
6,18 £0,62**

2,05 0,45
3,27 £0,59
3,86 +0,46
5,62 +0,52**
5,65 +0,55**

2,21 0,48
3,68 +0,76
4,33 +0,74
4,19 +0,48
4,41 0,37

1,97 +0,43
3,33 0,64
3,96 +0,61
3,92 £0,37
3,98 £0,27

Tabelle 3 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF), Hdmatokrit (Hkt),
Plasma-Natriumkonzentration (Plasmay,), Plasma-Kaliumkonzentration (Plasmag).
2,5%iger Volumenexpansion bei VHC-VE, zusdtzlich BSF 201640 (60ug/kg/min) bei
BSF()-VE oder BSF 135170 (30ug/kg/min) bei BSF(Il)-VE. Aufgefiihrt sind
Mittelwerte +SEM. * = p<0,05 gegen VP und ** = p<0,01 gegen VP. # = p<0,05

gegen VP (VHC-VE) und ## = p<0,01 gegen VP (VHC-VE).
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3.4 Clearanceversuche mit exogener Dopaminzufuhr

3.4.1 Zeitkontrollgruppe (VHC-CON Gruppe)

Siehe 3.1.1.

3.4.2 Dopamingruppe (VHC-DA)

In dieser Gruppe (2.3.4.2) wurde in den HP I-IV die Gabe von Dopamin
(1,0 pg/kg/min) (2.2.6) vorgenommen. Zusammengefasst sind die dabei
gewonnenen Daten der Tabelle 4 zu entnehmen. Durch den Versuch hinweg
waren keine entscheidenden Abweichungen von MAP, HF und Hkt zu
beobachten. Anderungen der Napasma-Werte waren unauffallig. Die Kpjasma-
Werte zeigten hingegen signifikante Abweichungen. Die GFR stieg um 1 %.
Das UV erhohte sich signifikant auf das 2,6fache. Signifikant war ebenfalls die
Steigerung der Un.V um 74 % und die Steigerung der basalen FEy, auf das
2,9fache. Gegenliber der VHC-DA Gruppe kénnen die Anderungen des UV und
der Up,V als signifikant angesehen werden. Die Abbildungen 13+14 stellen die
Ergebnisse in graphischer Form dar. Die VP I+ll wurden ebenso wie jeweils 2
Hauptperioden (HP I+Il und HP IllI+IV) zusammengefasst. In Tabelle 5 sind die
Ergebnisse der VP der VHC-DA Gruppe im Vergleich zur VHC-CON Gruppe
dargestellt. Signifikante Unterschiede zeigten sich bei den basalen Plasma-

werten von Natrium und Kalium.

3.4.3 BSF 201640 — Dopamin (BSF(1)-DA)

Dieser Gruppe (2.3.4.2) wurde ebenfalls Dopamin (1,0 ug/kg/min) (2.2.6) in der
Hauptperiode I-1V infundiert. Eine Vorbehandlung dieser Tiere erfolgte mit BSF
201640 (30 pg/kg/min) (2.2.7). Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse. Eine Stabilitat
der systemischen Parameter wie der HF und des Hkt war weitgehend
gewahrleistet. Der MAP stieg im Versuchsverlauf etwas an. Die Napjasma-Werte

zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die Kpiasma-Werte fielen leicht ab. Die
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GFR stieg um 10 %. Das UV erhdhte sich signifikant auf das 3,8fache im
Vergleich zu den Basalwerten. Die Un,V stieg auf das 3,4fache und die FEn,
auf das 3,2fache. Beide Anderungen waren hochsignifikant. Die Abbildungen
13+14 zeigen die graphische Darstellung. Die VP I+ll sind hierbei zusammen-
gefasst sowie jeweils 2 Hauptperioden (HP I+Il und HP IlI+IV). Die VP der
BSF(1)-DA Gruppe liel3 keine Abweichungen von den Ergebnissen der VHC-DA
Gruppe erkennen. Die Veranderungen in der HP zeigten ebenfalls keine

Signifikanz im Vergleich zur VHC-DA Gruppe.

3.4.4 BSF 135170 — Dopamin (BSF(Il)-DA)

Auch diese Tiere (2.3.4.2) bekamen in der Hauptperiode HP I-IV Dopamin (1,0
pg/kg/min) verabreicht. Diese Gruppe wurde mit BSF 135170 (30ug/kg/min)
(2.2.8) vorbehandelt. Der MAP und Hkt blieben auf konstantem Niveau. Auffallig
war jedoch auch hier wie bei der anderen BSF(Il)-Gruppen, dass die HF seit der
Gabe von BSF 135170 basal niedriger lag als bei den anderen beiden DA-
Gruppen und einen weiteren signifikanten Abfall verzeichnete. Die Napjasma-
Werte blieben auf konstantem Niveau. Die Kpiasma-WWerte sanken leicht ab. Die
GFR verzeichnete einen Anstieg von 7 %. Das UV stieg hochsignifikant auf
2,8fache, wahrend die Un,V und die FEn, auf das 2,6fache im Vergleich zu den
Basalwerten anstiegen. Beide Anstiege waren hochsignifikant. Abweichungen
der VP der BSF(Il)-DA Gruppe zu den Ergebnissen der VHC-DA Gruppe lief3en
keine Signifikanz erkennen. Signifikante Unterschiede beim Vergleich der HP
zur VHC-DA Gruppe zeigten sich auch nicht. Auf den Abbildungen 13+14 sind
die Ergebnisse in graphischer Form zu betrachten. Die VP I+l sowie die HP I+l|

und [lI+IV wurden zusammengefasst.
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Gruppe VHC-DA BSF(l)-DA BSF(Il)-DA
(n=9) (n=7) (n=7)
MAP VPI+II 108 +1,6 102 £1,3 102 £3,2
(mmHg) HPI 108 £1,7 106 £1,7 102 £4,0
HPII 109 1,8 109 +£1,9* 103 £3,9
HPIII 112 £1,6 108 +2,0* 103 £2,8
HPIV 111 1,6 110 £2,7* 104 £2,4
HF VPI+II 401 £13 384 10,2 350 +13,2
(1/min) HPI 402 £15,6 379 +11,3 330 +14,0**
HPII 391 +£13,8 380 10,3 326 +12,6**
HPIII 396 +12,3 380 +10,7 324 +12,8**
HPIV 396 8,5 389 10,8 327 +9,2*
Hkt VPI+II 44 0,5 43 £0,5 44 +0,5
(%) HPI 44 0,4 43 +0,6 44 +0,6
HPII 43 £0,4 43 0,6 44 +0,6
HPIII 43 £0,4 42 +0,6 43 +0,6
HPIV 43 £0,7 42 +0,7 43 +0,5*
Plasmay, VPI+II 148 £1,0 146 £1,8 148 £1,1
(mmol/l) HPI 149 £1,5 145 +1,2 148 +0,8
HPII 150 +1,6 145 1,5 148 £1,0
HPIII 146 +0,8* 144 £1,3 145 £1,3
HPIV 147 £0,9 142 +1,5* 148 +1,1
Plasmag VPI+II 45 +0,2 5,0 +0,12 45 +0,2
(mmol/l) HPI 3,9 £0,2** 4,3 +0,1** 3,9 £0,2**
HPII 4,0 £0,2** 4,2 £0,1** 3,7 £0,1**
HPIII 3,8 £0,2** 3,9 £0,1** 3,8 £0,1*
HPIV 3,7 £0,1** 3,8 £0,1** 4,1 £0,4*
GFR VPI+II 0,85 +0,03 0,62 +0,03 0,81 £0,05
(ml/min/100g) HPI 0,87 0,04 0,67 0,04 0,86 +0,05
HPII 0,86 +0,02 0,66 +0,03 0,90 +0,04
HPIII 0,85 +0,03 0,71 £0,06 0,83 +0,03
HPIV 0,84 £0,04 0,68 +0,04 0,85 +0,05
uv VPI+II 8,422 6,6 +1,8 9,2+3,2
(pI/min/100g) HPI 23,9 16,8** 21,014 .4 23,5 +5,7*
HPII 18,2 £3,9** 22,7 +4,5* 25,0 £3,7*
HPIII 20,0 £3,4** 28,8 +4,8** 29,7 £1,9**
HPIV 22,0 £3,9** 28,1 £5,5** 26,9 +2,3**




UnaV VPI+I

(umol/min/100g) HPI
HPII
HPII
HPIV

FEna VPI+|

(%) HPI
HPII
HPIII
HPIV

1,56 +0,37
2,60 +0,46™*
2,93 £0,47**
3,24 0,48
2,67 0,35

1,16 +0,28
2,01 +0,34**
2,29 +0,36™
2,64 +0,39**
2,20 +0,31**

1,03 0,32
2,78 0,67
3,35 +0,43*
3,81 +£0,55*
4,29 £0,93**

1,13 +033

2,91 +0,65

3,52 +0,45*
3,79 +0,53*
4,40 +0,88**

1,39 0,36
2,87 +0,52
3,44 +0,50*
3,90 £0,20**
4,52 £0,58**

1,12 £0,26
2,00 +0,27
2,69 +0,42**
3,26 £0,21**
3,62 +0,45**

Tabelle 4 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF), Hdmatokrit (Hkt),
Plasma-Natriumkonzentration (Plasmay,), Plasma-Kaliumkonzentration (Plasmag).
Gabe von Dopamin (1,0ug/kg/min) bei VHC-DA, zusdtzlich BSF 201640 (60ug/kg/min)
bei BSF(1)-DA oder BSF 135170 (30ug/kg/min) bei BSF(Il)-DA. Aufgefiihrt sind
Mittelwerte £SEM. * = p<0,05 gegen VP un

gegen VP (VHC-DA) und ## = p<0,01 gegen VP (VHC-DA).

** = p<0,01 gegen VP. # = p<0,05
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Gruppe VHC-CON VHC-VE VHC-DA
(n=8) (n=7) (n=9)
MAP VPI+II 103 £2,6 108 £1,9 108 £1,6
(mmHg) HPI 99 +3,1 109 +1,7 108 +1,7
HPI 97 +3,6 110 £2,2 109 £1,8
HPII 101 4,6 109 £2,0 112 £1,6
HPIV 100 4,5 110 £2,3 111 £1,6
HF VPI+II 382 7,5 377 £11,9 401 +£13,0
(1/min) HPI 382 17,7 380 +13,4 402 +15,6
HPII 373 £10,5 381 +13,9 391 +13,8
HPII 371 13,3 377 £10,8 396 +12,3
HPIV 374 +13,3 383 +12,4 396 18,5
Hkt VPI+I 44 £0,4 45 £0,7 44 £0,5
(%) HPI 44 +0,6 44 +0,9* 44 £0,4
HPII 44 £0,5 44 £0,8 43 0,4
HPIII 44 £0,6 44 £0,8 43 0,4
HPIV 44 +0,5 43 +0,8* 43 +0,7
Plasmay, VPI+II 143 £1,5 136 +1,2## 148 +1,0#
(mmol/l) HPI 142 +1,5 139 +0,9* 149 +1,5
HPII 142 +1,6 139 +0,8* 150 £1,6
HPIII 141 1,6 140 +1,2** 146 +0,8*
HPIV 142 £2,1 140 1,5 147 +0,9
Plasmag VPI+II 3,7 0,2 3,8 0,2 4,5 +0,2##
(mmol/l) HPI 3,6 20,1 3,3 +0,2* 3,9 +0,2**
HPII 3,701 3,2 £0,2* 4,0 £0,2**
HPIII 3,401 3,5+0,3 3,8 £0,2**
HPIV 3,6 £0,2 3,4 £0,2* 3,7 £0,1**
GFR VPI+II 0,81 +0,08 0,89 +0,04 0,85 +0,03
(ml/min/100g) HPI 0,85 +0,07 0,92 +0,02 0,87 0,04
HPII 0,84 +0,05 0,88 +0,02 0,86 +0,02
HPIII 0,85 +0,08 0,92 +0,04 0,85 +0,03
HPIV 0,88 0,10 0,91 +0,02 0,84 +0,04
uv VPI+II 10,3 £2,0 18,2 £5,9 8,4 12,2
(ul/min/100g) HPI 8,6 +1,9 46,9 £3,5 23,9 46,8
HPII 9,8 +2,5 48,2 +3,5 18,2 £3,9
HPIII 15,6 £2,9 45,8 +2,8 20,0 £3,4
HPIV 16,2 £5,3 43,1 £2,9 22,0 £3,9
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UnaV VPI+II

(umol/min/100g) HPI
HPII
HPII
HPIV

FEna VPI+I

(%) HPI
HPII
HPIII
HPIV

1,09 0,20
1,44 +0,28
1,87 +0,37
1,25 +0,30
1,43 +0,20

0,97 +0,21
1,16 +0,19
1,63 +0,32
1,18 +0,23
1,18 £0,17

2,12 0,49
4,67 +0,79
6,03 +0,72
6,11 +0,52
6,06 +0,54

1,67 +0,34
3,64 +0,60
4,92 +0,56
4,85 +0,49
4,84 +0,47

1,49 0,37
2,60 +0,46
2,93 0,47
3,24 +0,48
2,67 0,35

1,16 +0,28
2,01 0,34
2,29 +0,36
2,64 +0,39
2,20 +0,31

Tabelle 5 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HF), Himatokrit (Hkt),
Plasma-Natriumkonzentration (Plasmay,), Plasma-Kaliumkonzentration (Plasmag),

Glomeruldre Filtrationsrate (GFR), Urinvolumen (UV), Absolute Natriumausscheidung

(Un.V) und Fraktionelle Natriumausscheidung (FEy,). Gabe von 0,9%iger NaCl-
Losung bei VHC-CON, 2,5%ige Volumenexpansion bei VHC-VE und Gabe von

Dopamin(1,0ug/kg/min). Aufgefiihrt sind Mittelwerte +SEM. * = p<0,05 gegen VP und
** = p<0,01 gegen VP. # = p<0,05 gegen VP (VHC-CON) und ## = p<0,01 gegen VP

(VHC-CON).
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4 Diskussion

4.1 Der D;-Rezeptor und die aminosaurebedingte glomeruldare Hyper-

filtration

Mehrere Mechanismen der seit Jahrzehnten als Phanomen bekannten
aminosaurebedingten glomerularen Hyperfiltration wurden in Betracht gezogen.
Da die glomerulare Filtrationsrate vor allem von der Weite der glomerularen
GefalRe abhangt, wurde anfanglich das RAA-System als wesentliches
Regelsystem diskutiert. Woods (1993) konnte jedoch eine GFR-Steigerung
durch eine proteinreiche Nahrung an Hunden nicht in Verbindung mit dem RAA-
System bringen. Weder eine Stimulation durch Salzzufuhr noch eine Blockade
durch Captopril anderten die renale Reaktion auf die Aminosauren.

Die Beobachtung, dass sich nach der Zufuhr von Aminosauren die Dopamin-
ausscheidung im Urin (UpaV) erhoht und dass exogenes Dopamin per se
ebenfalls eine Steigerung der GFR verursacht, lieken einen Zusammenhang
beider Phanomene vermuten. Die Hypothese, dass die aminosaurebedingte
Hyperfiltration eng mit dem dopaminergen System verknUpft ist, wurde dadurch
verstarkt, dass sie durch Dopaminsynthesehemmer (Benserazid) und Dopamin-
antagonisten (S(-)-Sulpirid) zu verhindern ist (MUhlbauer et al., 1994b).

Durch spatere Untersuchungen wurde die Verknipfung mit dem dopaminergen
System zwar nicht widerlegt, die unmittelbare Kausalitdt der UpaV mit der
renalen Hdmodynamik jedoch in Frage gestellt. Die Infusion von L-Dopa lie} die
UpaV ansteigen, wohingegen sich die GFR nicht anderte (Muhlbauer et al.,
1997c). Ein Zusammenhang zwischen dem renal gebildeten Dopamin und den
aminosaureinduzierten Effekten am Glomerulus ist somit fraglich. Trotz des
geringen Anteils neuronalen Dopamins an der renalen Gesamtmenge (Baines,
1982) koénnten zentrale Faktoren eine Rolle spielen, da die Erhéhung der GFR
an denervierten Nieren nicht auslésbar war (Mihlbauer et al., 1997a). Dies gibt

Grund zur Vermutung, dass die Auswirkungen von Aminosauren auf die renale
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Hamodynamik nicht nur einem Regelkreis innerhalb der Niere unterworfen ist,
sondern dass auch zentrale Einflisse beteiligt sind.

Eine bisher vollig ungeklarte Frage ist, Uber welche Rezeptoren Dopamin diese
Wirkung an der Niere vermittelt. Bisher wurde der Einfluss des D4- und des D,-
Rezeptors naher untersucht. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
Dopamin die GFR Uber den D,-Rezeptor reguliert (Muhlbauer et al., 1994). Es
besteht jedoch Grund zur Annahme, dass weitere Rezeptorsubtypen in diesen
Prozel involviert sind, da die bisher verwendeten Liganden wie S(-)-Sulpirid
auch Affinitat zu weiteren Rezeptoren der Dopamin-Familie besitzen (Levant,
1997). Mit der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern der Dopamin-D3-
Rezeptor bei der aminosaurebedingten Hyperfiltration eine Rolle spielt und
inwieweit zentrale Dopaminrezeptoren einen Einfluss darauf haben. Hierzu
wurden die Versuchstiere jeweils mit zwei D3-Rezeptorblockern vorbehandelt,
BSF 201640, das zentral und peripher wirkt und BSF 135170, das nur peripher

wirkt.

Die Zeitkontrolle (VHC-CON) flir diese experimentelle Serie zeigte einen
stabilen Verlauf der beobachteten Parameter von Kreislauf- und Nierenfunktion

und schloss damit Zeiteffekte aus.

Der bekannte GFR-Anstieg durch die Gabe einer 10%igen AS-LAsung liel3 sich
in der VHC-AS Gruppe reproduzieren. Diese Steigerung im Verlauf der Haupt-
perioden ist eindeutig auf die Gabe der AS-Ldsung zurickzufihren. Das UV
und die Un,V stiegen ebenfalls stark an, was nicht allein auf die Steigerung der
GFR zu beziehen ist. Dopamin, welches in den Zellen des proximalen Tubulus
aus Vorstufen gebildet wird, interagiert hier moglicherweise mit verschiedenen
Rezeptorarten. Dies lasst sich noch deutlicher an der FEn, als Mald der
tubuldren Funktion ablesen. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen in
anderen Studien, in welchen ein Zusammenhang mit der Gabe von Amino-

sauren und der Un,V gefunden wurde (Mihlbauer et al., 1997b et 1997¢).
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In der BSF(l)-Gruppe stieg die GFR in der Hauptperiode nur unwesentlich an.
Dies bedeutet eine deutliche Hemmung der glomerularen Hyperfiltration durch
Antagonisierung des D3-Rezeptors, wobei unklar bleibt, ob hier ausschliel3lich
periphere Ds;-Rezeptoren ausschlaggebend sind, oder ob sich eine Unter-
drickung zentraler Einflisse addiert. Das UV erhohte sich jedoch starker als in
der VHC-AS Gruppe. Das Un,V und die FEn, stiegen ebenfalls deutlich an. Hier
spielen offensichtlich tubulare Resorptionsvorgange eine Rolle, welche nicht nur

uber den Ds-Rezeptorsubtyp vermittelt werden.

In der BSF(ll)-Gruppe zeigte sich in friheren Versuchen, dass die Herzfrequenz
(HF) bei hohen Dosierungen zu sehr absank (Eisel, 2001). Auch in der hier
eingesetzten Dosierung lag die HF schon auf niedrigerem Niveau als in den
anderen drei Gruppen, lag aber noch im physiologischen Bereich. Der GFR-
Anstieg liel3 sich durch die Gabe der AS-Lésung nicht vollstandig hemmen.
Dies kann an einer zu geringen Dosierung von BSF 135170 liegen oder an der
ausschlielich peripheren Wirksamkeit. Die UV war schon basal erhoht, so dass
ein hemmender Effekt schwer zu beurteilen ist, obwohl sich in der Hauptperiode
nur noch ein geringer Anstieg zeigte. Ahnliches zeigte sich auch bei der Un,V
sowie bei der FEna. Flr den geringen Hemmeffekt kdnnte wiederum die
Dosierung verantwortlich sein. Als weitere Erklarung kann die ausschlieRlich
periphere Wirkung von BSF 135170 dienen, die auch die Ergebnisse der
BSF(I)-Gruppe stitzt. Die geringere Hemmung auf die tubulare Funktion stimmt

mit den Ergebnissen von Eisel (2001) Uberein.

Wenn man aufgrund der Ergebnisse annimmt, dass die Hemmung von
zentralen und peripheren Rezeptoren durch einen Ds-Antagonisten eine
weiterreichende Hemmwirkung besitzt als eine ausschlie3lich periphere
Blockade, so kann gefolgert werden, dass die Hyperfiltration durch Amino-
sauren auch einem zentralen Einfluss untersteht. Die GFR-Steigerung war
durch BSF 201640 fast vollstandig zu hemmen, wahrend durch BSF 135170 die
Hemmung weniger stark ausgepragt war. Vergleichbare Ergebnisse wurden auf

D,-Rezeptor-Ebene mit S(-)-Sulpirid und Domperidon erzielt (Luippold und
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Muahlbauer, 1998a). Diese ahnlichen Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass
die renale Hadmodynamik peripheren als auch zentralen Einflissen unterliegt.
Eine ausschlielBlich zentrale Vermittlung ist angesichts der vorhandenen

Beeinflussung nur peripher wirkender Antagonisten unwahrscheinlich.

Des Weiteren kann die starkere Hemmwirkung von BSF 201640 durch eine
effektivere Dosis begrindet sein. Die Dosierung von BSF 201640 war ange-
lehnt an vorige Versuchsreihen. In der vorliegenden Arbeit wurden keine
weiteren Dosierungen gepruft. Es steht also offen, ob die Dosierungen
aquieffektiv waren, gentigend Rezeptoren zu inhibieren. Als weitere mdgliche
Ursache des starkeren Hemmeffekts von BSF 201640 konnte diskutiert werden,
dass teilweise andere Dopaminrezeptoren als der D,-Rezeptor besetzt werden.
Die Affinitat von BSF 201640 zu anderen Subtypen der D,-Subfamilie ist jedoch
weitaus geringer als zum Ds-Rezeptor (Zimmermann, 2001). Die Affinitat von
BSF 135170 zum Ds;-Rezeptor ist 50mal hdher als zum D,-Rezeptor (Luippold
et al., 2001c). Somit ist von einer weitgehend selektiven D3-Rezeptorbesetzung

auszugehen.

Die Tatsache, dass sich bei Ds-knockout Mausen durch eine AS-Lésung keine
GFR-Steigerung erzielen lie3 (Luippold et al., 2000b), unterstitzt die
Ergebnisse dieser Versuchsreihen. Dies spricht fur eine wesentliche Beteiligung
des Ds-Rezeptors an der glomerularen Hyperfiltration durch Aminosauren. Zu
klaren bleibt die Hohe der bendtigten Dosis eines Antagonisten am peripheren
glomerularen Ds-Rezeptor und ob auch hier unterschiedliche Rezeptoren

vermittelnd wirken.
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4.2 Der D;-Rezeptor und die glomerulare Hyperfiltration durch 7-OH-
DPAT

Um die Einfliisse des Dopamin-D3-Rezeptors auf die renale Himodynamik und
die tubulare Funktion ndher zu untersuchen, wurde in einer zweiten Versuchs-
gruppe der selektive Ds-Rezeptoragonist R(+)-7-hydroxy-dipropylaminotetralin
(7-OH-DPAT) mit der Dosierung 1,0 pg/kg/min verabreicht.

Die Selektivitat von 7-OH-DPAT fur den D3-Rezeptor wurde schon in mehreren
Studien untersucht. Die durch diesen Agonisten ausgeldsten renalen Effekte
lieRen sich durch U99194A, einem zentral und peripher wirkendem Ds-
Antagonisten, vollstandig hemmen. S(-)-Sulpirid hatte, als D,-Antagonist keinen
Einfluss darauf (Luippold et al., 1998c; Luippold et al., 1999a). Versus dem D,-
Rezeptor soll 7-OH-DPAT eine 35fach (Freedman et al., 1994a) beziehungs-
weise 100fach (Kurashima et al., 1995) hohere Affinitdt zum D3s-Rezeptor
besitzen. Andererseits gibt es Veroffentlichungen, die Vorbehalt Uber die
Selektivitdt von 7-OH-DPAT &ufRern und unter verschiedenen Bedingungen
eine Bindung an weiteren Rezeptorsubtypen fir mdglich halten (Freedman et
al., 1994b).

Um die Zuordnung der 7-OH-DPAT-Effekte zu dem Ds;-Rezeptor zu mani-
festieren, wurde versucht, die durch 7-OH-DPAT erzielten in vivo Effekte durch
den noch selektiveren Ds;-Agonisten PD 128,907 zu reproduzieren. Dieser
Agonist wird mit einer 54fach (Sautel et al., 1995) bis 940fach (Patel et al.,
1995) hoheren Affinitat zum Ds-Rezeptor versus dem D,-Rezeptor angegeben.
Bei einer Dosierung von 1,0 ug/kg/min zeigte sich ebenfalls eine Erhéhung der
GFR sowie eine gesteigerte Diurese und Natriurese. Die ausgelosten
Veranderungen lielden sich durch den peripher wirkenden Ds-Antagonisten BSF
135170 vollstandig hemmen (Eisel, 2001). Diese Befunde sprechen fiir eine
hohe Selektivitdt von 7-OH-DPAT bezuglich des Ds;-Rezeptors in der Niere.
Somit wurden die hier beobachteten renalen Auswirkungen als vorwiegend Uber
den D3-Rezeptor vermittelt angesehen.

7-OH-DPAT beeinflusst die Niere sowohl in der glomerularen als auch

tubularen Funktion. In vorangegangenen Studien wurde durch diesen Agonisten
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eine dosisabhangige Steigerung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) bis zu
20 % erreicht. Das Urinvolumen (UV) stieg um mehr als die Halfte an. Die
Natriumausscheidung (UnaV) erhdhte sich ebenfalls. Die bewirkte Steigerung
der fraktionellen Natriumausscheidung (FEna) lasst auf tubulare Effekte von 7-
OH-DPAT schlieRen (Luippold et al., 1998c). Durch die jetzigen Versuche
wurde untersucht, inwiefern die vermittelten Anderungen der glomeruléren und
tubularen Funktion durch 7-OH-DPAT vom Ds-Rezeptor ausgehen und
inwieweit sie sich zentralen oder peripheren Ursprungs zuordnen lassen. Hierzu
wurde den Tieren vor der 7-OH-DPAT Gabe der peripher und zentral wirksame
Ds-Antagonist BSF 201640 und der nur peripher wirksame D3s-Antagonist BSF
135170 verabreicht.

7-OH-DPAT verursachte eine deutliche Steigerung der GFR und des UV. Nach
einer Blockade des Ds;-Rezeptors durch einen der beiden Antagonisten war dies
nicht mehr zu erzielen. Die ausgeloste Natriurese lie sich nicht im vollen
Umfang blockieren. Dies zeigte sich ebenso bei der FEn, als Mald fur die

tubulare Funktion.

In der VHC-DPAT Gruppe lief3en sich die aus bisherigen Versuchen bekannten
Effekte von 7-OH-DPAT reproduzieren. Die Dosierung wurde so gewahlt, dass
eine Wirkung auf die Niere erreicht wurde und gleichzeitig wenig systemische
Nebenwirkungen auftraten (Luippold et al., 1998c). Die GFR- und UV-
Steigerung war eindeutig und auf 7-OH-DPAT zurtckzufihren. Die Erhéhung
der FEna zeigt, dass dieser Agonist auch auf die tubulare Funktion Einfluss
nimmt. Dies heillt, dass der D3;-Rezeptor sowohl die glomerulare Funktion als

auch tubulare Transportvorgange beeinflusst.

Bezogen auf die VHC-CON Gruppe bestand eine Abweichung der HF. Diese
war bereits in der Versuchsperiode niedriger. Der MAP blieb dagegen stabil.
Daraus resultiert, dass die Nierendurchblutung entweder konstant blieb oder
abnahm. Da eine Zunahme der GFR zu beobachten war, ist von einer

vermehrten glomerularen Durchblutung, z.B. durch intrarenale Autoregulation,
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auszugehen. Damit sind Ursachen der Diurese vermutlich glomerularen
Ursprungs. Luippold et al., (2000) folgerten durch die Stabilitdt des MAP
ebenfalls ausschlieBlich intrarenal ausgeldste glomerulare und tubulare Effekte
durch 7-OH-DPAT. Wie schon friher gezeigt, nimmt der RBF durch Gabe
dieses Ds-Agonisten ab (Luippold et al., 2000). Zum einen kann durch ein
Absinken der HF eine verminderte Nierendurchblutung resultieren. Vor allem
marknahe Nephrone sind, da diese weniger autoreguliert werden (Sibernagl,
1996), vermehrt vom systemischen Blutdruck abhangig. Zum anderen ware
eine schon postulierte praglomerulare Vasokonstriktion eine mdgliche Erklarung
fur die Abnahme des RBF (Luippold et al., 2000).

Durch die Gabe von BSF 201640 in der BSF(I)-DPAT Gruppe konnten die
glomerularen und tubularen Effekte von 7-OH-DPAT abgeschwacht werden. Im
Vergleich zu den Tieren, denen die AS-LOsung infundiert wurde, stellt sich die
Frage, ob 7-OH-DPAT zusatzlich Uber andere Rezeptoren der D,-Subfamilie
wirkt, da die ausgeldsten Effekte nicht vollstandig zu hemmen waren. Eine
mogliche Erklarung daflir ware die Besetzung anderer Dopaminrezeptoren

durch diesen Agonisten (Levesque, 1996).

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in der BSF(I1)-DPAT Gruppe, in der versucht
wurde, der Stimulation der D3-Rezeptoren durch 7-OH-DPAT mit BSF 135170
entgegenzuwirken. Der auch hier beobachtete Abfall der HF entsprach vom
Betrag her dem der anderen beiden Gruppen. Es scheint sich hier also unge-
wohnlicherweise um additive blutdrucksenkende Effekte von BSF 135170 und
7-OH-DPAT zu handeln. Die Basalwerte der glomerularen und tubularen
Effekte lagen Uber denen der Kontrollgruppe. Die GFR und das UV fielen
jedoch in den Versuchsperioden wieder ab. Somit ist hier ebenfalls, trotz des
initial erhdhten Wertes, ein Hemmeffekt durch den Ds-Antagonisten zu
erkennen. Somit blieb auch hier ein Anstieg durch 7-OH-DPAT aus. Starker
erhdoht waren basal die Uyn,V und die FEn,. Die weitere Steigerung dieser
Parameter konnte durch BSF 135170 nicht unterdriickt werden, obwohl sie

nicht adaquat zu den Anderungen der VHC-DPAT Gruppe sind. Diese tubuldren
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Anderungen sind offensichtlich durch 7-OH-DPAT an anderen Rezeptoren
vermittelt. Die Hauptperioden zeigten in dieser Gruppe groRere Steigerungen
der FEna durch 7-OH-DPAT. Zum einen kann dies wiederum daran liegen, dass
die Besetzung der D3-Rezeptoren durch den Antagonisten dazu flhrt, dass 7-
OH-DPAT vermehrt an anderen Dopaminrezeptoren wirkt. Andererseits kann es
an der zentralen wie auch peripheren Wirksamkeit von 7-OH-DPAT liegen, da

hier nur periphere Rezeptoren geblockt wurden.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Effekte von 7-OH-DPAT Uber Dopamin-
Ds;-Rezeptoren vermittelt werden. Dass 7-OH-DPAT eine zentrale und peri-
phere Wirkung entfaltet, konnte in Bezug auf die glomerulare Funktion durch die
zwei Antagonisten nachvollzogen werden. Auch stutzen diese Beobachtungen
die These, dass der Ds-Rezeptor eine hauptsachliche Rolle bei der Regulation
der renalen Hamodynamik spielt. Die Ergebnisse legen auch nahe, dass
tubuldre Resorptionsvorgange uUber mindestens zwei dopaminerge Rezeptor-
subtypen reguliert werden. Die Salzauscheidung, besonders die FEna, zeigte
sich durch eine zentrale Blockierung weniger beeinflusst. Somit koénnten
zentrale Einflisse auf die renale Hamodynamik denkbar sein, wahrend sie bei
der Regulation der tubularen Funktion eher eine untergeordnete Rolle zu

spielen scheinen.
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4.3 Der Ds;-Rezeptor und die isotone Volumenexpansion

Durch Volumenexpansion werden physiologische Regelkreise aktiviert. In
Abhangigkeit von der absoluten Menge der infundierten Infusionslésung erfolgt
eine Erhéhung bestimmter Parameter, wie der GFR, des UV und der Un,V
(Sonnenberg, 1976).

Mit den vorliegenden Versuchen sollte zunachst die Erhoéhung dieser
Ausscheidungsvariablen nach Infusion einer isotonen Natriumchloridlésung
reproduziert und durch Dopaminantagonisten moduliert werden. In voran-
gegangenen Studien wurde die Beteiligung des dopaminergen Systems vor
allem in unteren Bereichen einer Volumenexpansion beobachtet (Hansell und
Fasching, 1991). Das Ausmall der Volumenexpansion wurde aus diesem

Grund auf ein weitgehend physiologisches Mal} beschrankt.

Durch die isotone Volumenexpansion lie® sich im Vergleich zur VHC-CON
Gruppe eine deutliche Diurese auslésen, welche im Versuchsverlauf auf
stabilem Niveau blieb. Der deutliche Anstieg der Diurese in der VHC-VE
Gruppe ist eindeutig eine renale Reaktion auf die akute Volumenuberladung.
Beide Ds-Antagonisten minderten die Urinausscheidung gleichermafien. Die
GFR zeigte trotz der Steigerung des Intravasalvolumens keine Abweichung
vom Basiswert. Verspohl (1990) beschrieb ebenfalls, dass die Steigerung der
GFR durch eine VE nicht immer reproduzierbar ist, wahrend sich eine
Natriurese immer einstellte. Eine Natriurese war durch die Volumenbelastung in
den hier beschriebenen Versuchen ebenfalls zu beobachten. Der Hemmeffekt

durch die beiden Ds;-Antagonisten zeigte eine unterschiedliche Charakteristik.

Die Behandlung mit dem Ds-Antagonisten BSF 201640 zeigte eine eindeutige
Hemmung der expansionsbedingten Diurese. Ein ahnlicher Effekt war auch
schon in Vorversuchen bei 3-wochiger Behandlung mit diesem Antagonisten
erkennbar (Zimmermann, 2001). Vor allem war der starke initiale Anstieg in der

ersten Versuchsperiode gemindert. Dies wirde flr ein dopaminerges System
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sprechen, welches schnell auf Volumenanderungen reagiert. Anfanglich bewegt
sich die Volumenzufuhr im moderaten Bereich, an dessen Kompensation
Dopaminrezeptoren beteiligt sein sollen (Hansell und Fasching 1990). Durch die
Blockade der Dj3-Rezeptoren kdnnte eine verminderte Ausscheidung zu einer
Kumulation des zugeflhrten Volumens flhren. Zu tGberlegen ist, ob die weiteren
Regulationsmechanismen einer VE von ihrem Ausmall abhangig sind. Der
beobachtete weitere Anstieg des UV spricht fir ein Greifen zusatzlicher
Kompensationsmechanismen. Eine zweite Moglichkeit kdnnte darin bestehen,
dass die verwendete Dosierung des Antagonisten nicht ausreichend war. Eine
zentrale Wirkung auf eine Volumengabe bestatigt sich auch in der BSF(ll)-
Gruppe nicht. Naheliegend ist eine verminderte Ausschittung von Renin und
eine verminderte Salzretention Uber das RAA-System. Bei der FEn, war
ebenfalls in den ersten beiden Hauptperioden eine abgeschwachte Reaktion zu
erkennen. Im weiteren Verlauf stiegen diese jedoch an. Somit ist es
wahrscheinlich, dass durch die Rezeptorblockade die tubulare Antwort auf die

Volumengabe abgeschwacht wurde.

In der dritten Versuchsgruppe wurde mit dem nur peripher wirksamen Ds-
Antagonisten BSF 135170 vorbehandelt. Der Verlauf des UV war analog der
BSF(1)-Gruppe den gesamten Versuch Uber abgeschwacht. Der vermutete
Einfluss zentraler Dopaminrezeptoren wird durch diese Ergebnisse weniger
wahrscheinlich. Die Steigerung der gesamten Ausscheidungsparameter verlief
kontinuierlich anstatt sprunghaft. Die Un,V und die FEna stiegen schwacher an
und waren durchgangig stabil. Ein stufenhafter Anstieg wie in der BSF(l)-
Gruppe war also nicht zu beobachten. Nicht eindeutig ist, warum der Anstieg
nicht groRer war als in der BSF(l)-Gruppe. Die verminderte Potenz von BSF
135170 lielRe sich, wie oben bereits erlautert, durch die nur periphere Wirk-
samkeit oder durch die nicht aquieffektive Dosierung erklaren. Die ausschlief3-
lich periphere Ds-Blockade durch BSF 135170 kdnnte zu einer relativ h6heren
renalen Konzentration des Antagonisten fuhren und so die Folgen einer VE

durch endogenes Dopamin kompensieren.
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Wie grold der Einfluss ist, den die einzelnen Rezeptorsubtypen besitzen, ist
noch ungeklart. Hedge et al. (1989) konnte durch eine Rezeptorblockade des
D1-Rezeptors die Diurese und Natiurese abschwachen und postulierte, dass
endogenes Dopamin wahrend einer Volumenexpansion Uber Di-Rezeptoren
wirkt. Hansell und Fasching (1990) beobachteten ebenfalls eine starkere
Blockade durch SCH 23390 als durch den eher an Rezeptoren der D,-Familie
wirksamen Antagonisten Haloperidol. In sehr frihen Versuchen an Hunden
konnte Uberhaupt keine blockierende Wirkung durch Haloperidol auf eine akute
Volumenzufuhr beobachtet werden (Carriere et al., 1978). Die durchaus
vorhandene Hemmwirkung der Ds-Antagonisten bei den vorliegenden
Versuchen macht die geforderte funktionelle Monopolstellung des D4-Rezeptors
unwahrscheinlich.

Deckungsgleich mit bisherigen Beobachtungen sind diese Ergebnisse, was die
Theorie einer Beteiligung des dopaminergen Systems an einer VE im
physiologischen Bereich angeht, wie durch Hansell und Fasching (1990)
beschrieben. Sehr wahrscheinlich ist deshalb von einer Kooperativitat mehrerer
Regelkreise auszugehen. Dabei ist es denkbar, dass diese unterschiedlich,
abhangig vom Ausmal} der VE bei der Gegenregulation beteiligt sind. Sicherlich
ist von einer Verknipfung mit dem RAA-System auszugehen. Neue Aspekte
liefert die Beteiligung des Ds;-Rezeptors, da bisher eine hauptsachliche
Vermittlung durch den D4-Rezeptor postuliert wurde. Moglicherweise sind hier
beide Rezeptorsysteme ausschlaggebend.

Ein bisher ungeklarter Punkt ist die funktionelle Verknipfung der Volumen-
expansion mit dem Dopaminrezeptor. Viele Arbeiten diskutierten als erste
Reaktion des Organismus auf eine erhohte Infusionrate die Ausschuttung von
ANF (Hirth et al., 1986; Khraibi et al., 1987). ANF besitzt eine Reihe
biologischer Wirkungen, es bewirkt eine Erhdohung der Natriurese und der
Diurese und senkt unter anderem dadurch den Blutdruck (Khraibi et al., 1987;
Verspohl, 1990). ANF besitzt die Eigenschaft eine GFR-Erhdhung
herbeizufihren, ohne dabei die Nierendurchblutung zu verandern. Dies ist
durch eine praglomerulare Vasodilatation und einer postglomerularen

Vasokonstriktion moglich (Verspohl, 1990; Brenner et al., 1990). Strittig ist, ob
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dies allein fur die renale Antwort ausschlaggebend ist. Weitere Studien
konzentrierten sich auf Dopamin als Teil der durch ANF ausgeldsten
hormonellen Kaskade und deren Wirkung auf die Niere. Frihe Studien mit
Haloperidol als Dopaminantagonisten malRen der D¢-Subfamilie ein
hauptsachliche Bedeutung am natriuretischen Effekt von ANF zu (Marin-Grez et
al., 1985). Im Vergleich mit Metoclopramid, einem D,-Antagonist und SCH
23390, einem D-Antagonist, verursachte eine D,-Blockade im Gegensatz zur
D+-Blockade keinen Einfluss auf die ausgeloste Natriurese (Marin-Grez et al.,
1987). Dies spricht dafur, dass die Natriurese hauptsachlich Gber den Dq-
Rezeptor vermittelt wird.

Bei narkotisierten und wachen Tieren konnte Petterson et al., (1989) die Effekte
von ANF durch eine Stimulation prasynaptischer D,-Rezeptoren und Blockade
von adrenergen o»-Rezeptoren abschwachen. Diese Ergebnisse lassen weiter
auf eine Verknupfung von ANF mit dem renalen dopaminergen System
schlielen und auf Verbindung mit einer Katecholaminwirkung. ANF kdénnte
intrarenal die Freisetzung oder verstarkte Synthese bestimmter Katecholamine,
vor allem Dopamin, bewirken. Denkbar ist auch, dass ANF einen Teil seiner
Wirkungen direkt Uber ANF- oder Dopamin-Rezeptoren vermittelt (Hedge et al.,
1989). Kontrar dazu, dass ANF das einzige Bindeglied sein soll, verhalt sich die
Tatsache, dass ANF eine Steigerung der GFR bewirkt. Durch eine
Volumenexpansion ist dies, wie in der vorliegenden Arbeit und weiteren
Veroffentlichungen (Hedge et al., 1989), nicht immer nachvollziehbar. ANF soll
durch praglomerulare Vasodilatation und postglomerulare Vasokonstriktion eine
GFR-Steigerung herbeiflihren, wobei die Nierendurchblutung dadurch nicht
zunimmt (Brenner et al., 1990). Salazar et al. (1986) war schon vorher der
Meinung, dass sich eine GFR-Steigerung erst durch eine vermehrte
Ausschuttung von ANF einstellt. Wenn man davon ausgeht, dass ANF in
niedrigen Dosierungen hauptsachlich eine tubuldre Wirkung ausubt, so ist dies

konform mit den vorliegenden Ergebnissen.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen im Einklang mit bereits veroéffentlichten

Arbeiten dafir, dass Dopamin an der renalen Antwort auf eine akute
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Volumenbelastung beteiligt ist. Zusatzlich geben sie Hinweis darauf, dass nicht
nur Rezeptoren der D4-Subfamilie daran beteiligt sind, sondern dass hier auch

der D3-Rezeptor eine nicht unerhebliche funktionelle Stellung einnimmt.
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4.4 Der D;3;-Rezeptor und die glomerulare Hyperfiltration durch exogenes

Dopamin

Die Wirkung endogenen Dopamins auf renale Dopaminrezeptoren wird durch
die beobachtete funktionelle Anderung nach Gabe eines Agonisten nur
teilweise wiedergegeben. Dies liegt vor allem an der unterschiedlichen
Bindungsaffinitat eines Agonisten zu einem bestimmten Rezeptorsubtyp. Aus
diesem Grund ist es schwierig, die vermittelten Wirkungen einem spezifischen
Rezeptor zuzuordnen. Durch die Gabe von exogenem Dopamin werden
zunachst alle Rezeptorsubtypen stimuliert. Veranderungen an der Niere, die
dadurch erzielt werden, dienen der Interpretation anderer Versuchsgruppen mit
ahnlichen oder gleichen Veranderungen. Gelingt es nun, diese Effekte, die sich
unter der Dopamingabe einstellen, durch einen selektiven Antagonisten
abzuschwachen, sagt dies etwas Uber die qualitative und quantitative
Beteiligung differenzierter Rezeptoren aus. Ferner kdonnen durch analoge
Beobachtungen in anderen Versuchsgruppen wahrend einer Rezeptorblockade

Ruckschlisse auf die dort beteiligten Rezeptoren gezogen werden.

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von exogenem Dopamin auf die
Nierenfunktion mit und ohne Djs-Rezeptorblockade untersucht, um Rick-

schlisse auf die Beteiligung dieses Rezeptors ziehen zu kénnen.

Bei den Versuchstieren war eine deutliche Zunahme der Urinausscheidung in
Abhangigkeit der Dopamininfusion zu erkennen. Diese war von einer erhdhten
Salzausscheidung begleitet. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den
Ergebnissen voriger Studien (Luippold et al., 1998). Die beiden verwendeten

Ds-Antagonisten zeigten keine Abschwachung dieser renalen Effekte.

Der MAP sowie die Herzfrequenz zeigten unter Dopamingabe nur minimale
Schwankungen. Die Dosierung wurde so gewahlt um eine ausschlielliche
Dopaminrezeptor-Stimulation ohne Aktivierung von adrenergen Rezeptoren zu

erreichen. Erstaunlicherweise war die oft beschriebene GFR-Steigerung nicht
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zu beobachten. Im Verlauf blieb diese weitgehend konstant. Missale et al.
(1998) berichtete ebenfalls nicht von einer GFR-Erhéhung im unteren
Dosisbereich. Das Urinvolumen hingegen zeigte ab der Hauptperiode einen
starken Anstieg. Eine dopamininduzierte Natriurese war ebenfalls zu
beobachten. Eine Wirkung exogen zugefihrten Dopamins auf die
Glomerulumfunktion wird hierdurch nicht bestatigt. Eine GFR-Steigerung unter
Dopaminzufuhr wurde jedoch haufig beschrieben. Die Grinde dafur kdnnten die
Verwendung anderer Dosierungen und einer Beteiligung aderenerger
Rezeptoren sein (Mihlbauer et al., 1997c; Luippold et al., 1998). Intravasales
Dopamin scheint seine Wirkung eher am tubularen Rezeptor zu entfalten und
hier fir eine verminderte Rickresorption von Na*-lonen zu sorgen. Es wurde
allerdings beobachtet, dass die Gabe von L-Dopa die Dopaminausscheidung
stark ansteigen lasst, im Unterschied zur Dopamininfusion die tubulare
Ausscheidung jedoch nicht erhéht (Muhlbauer et al., 1997c).

Die GFR in der BSF(l)-Gruppe blieb im Verlauf konstant. Das UV liel3 durch die
Rezeptorblockade keine Abschwachung erkennen. Die Natriurese zeigte bis
zum Versuchsende keinen Abfall oder eine Plateauphase. Dieser hdhere
Anstieg der Ausscheidungsparameter in den BSF(l)-Gruppen gegeniber der
VHC-DA Gruppe besitzt eventuell Artefaktcharakter. Ein Ausbleiben der
Hemmwirkung an sich kann Zeichen fur eine verstarkte Wirkung des exogenen
Dopamins an anderen Rezeptoren, aulder dem D3-Rezeptor, sein. Versuche an
Hunden zeigten, dass durch die Gabe eines Antagonisten der D,-Familie im
Gegensatz zu denen der Di-Familie keine Abschwachung der Diurese und
Natriurese durch exogenes Dopamin erreicht werden kann (Frederickson et al.,
1985). Eine weitere Erklarung fir diesen verstarkenden Effekt ware eine
vornehmliche D4-Stimulierung durch Dopamin nach Ds-Blockade. Als Folge
wirden die basolaterale Na*/K*-ATPase als auch der apikale Na*/H*-Antiport
gehemmt werden. Die bisherigen Beobachtungen einer Einflussnahme des D1-
Rezeptors auf die tubulare Funktion (Hedge et al., 1989; Aperia et al., 1994;
Missale et al., 1998) ware damit unterstitzt. Ein Erklarungsansatz bietet auch

die zentral wie periphere Wirkung des verwendeten Antagonisten. Es wurde
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gezeigt, dass eine Stimulierung prasynaptischer zentraler Ds;-Rezeptoren die
Freisetzung von Noradrenalin sowie von Dopamin reduziert (Piercey et al.,
1996). Durch eine Blockade dieser zentralen Rezeptoren kdnnte eine verstarkte

Dopaminfreisetzung resultieren.

Bei der BSF(ll)-Gruppe lagen die Werte der systemischen Hamodynamik auf
niedrigerem Niveau. Vor allem zeigte sich dies an der Herzfrequenz. Analog zur
BSF(1)-Gruppe stieg die Urinausscheidung fortwahrend an. Keine hemmende
Wirkung auf die dopaminbedingte Natriurese zeigte sich bei der Un,V. Die FEna
als tubulare Variable war auch ansteigend, jedoch geringer als mit BSF 201640.
Die Erklarungsansatze der BSF(l)-Gruppe sind hier ebenso gultig. Der
Unterschied liegt vermutlich in der nur peripheren Wirksamkeit von BSF 135170
und der nicht aquieffektiven Dosierung. Die vermehrte Freisetzung endogenen
Dopamins durch fehlenden zentralen Feedback-Mechanismus ist durch BSF
135170 nicht méglich, dies wiirde der beobachteten vermehrten tubuléren Na’*-
Rickresorption entsprechen. Eine Erklarung ware auch hier die Stimulation
anderer Rezeptorsubtypen, vornehmlich des apikalen und basolateralen D+-

Rezeptors.
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4.5 Kilinischer Bezug

Diabetes mellitus

Eine der schwerwiegendsten Organschaden durch Diabetes mellitus ist die
diabetische Nephropathie. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass
neben der Hyperglykamie mehrere weitere Faktoren, wie z.B. Hypertonie,
eiweilreiche Erndhrung sowie Ubergewicht diese renale Degeneration
beschleunigen. Da sich der systemische Hypertonus bei fehlender Auto-
regulation in einer glomerularen Hypertonie dulRert, wird davon ausgegangen,
dass diese unter anderem ursachlich fur die glomerularen Veranderungen ist.
Die diabetische Nephropathie ist die haufigste Ursache fir ein dialysepflichtiges
Nierenversagen. Ob die dopaminergen Rezeptoren damit in Zusammenhang
stehen, deuten mehrere Arbeiten der letzten Jahre an. Die Parallelitat der
aminosaurebedingten Hyperfiltration und die Hemmung durch Dopamin-
Rezeptoren-Antagonisten legt dies nahe. Im Hinblick auf eine therapeutische
Anwendung beim Menschen wurde in vorangehenden Studien unserer
Arbeitsgruppe gepruft, ob die pharmakologische Inhibierung der D3;-Rezeptoren
zu einer Verminderung der pathophysiologisch relevanten glomerularen
Hyperfiltration beim Diabetes mellitus flhrt. In der Tat konnte durch Blockierung
der Ds-Rezeptoren die Diabetes-bedingte Steigerung der GFR gehemmt
werden, so dass der Ds-Rezeptor als pharmakologisch manipulierbare
Zielstruktur zur Behandlung der diabetischen Hyperfiltration in Frage kommt. Es
zeigte sich somit, dass D3;-Rezeptoren eine wichtige Rolle fir die Regulation der
glomerularen Filtrationsrate nicht nur unter physiologischen Bedingungen,
sondern auch bei Krankheitszustanden, wie dem experimentellen Diabetes
mellitus, spielen. Die klinische Implikation dieser Daten besteht in der Vor-
stellung, dass selektiv wirkende Ds-Rezeptorantagonisten geeignet sein
kénnten, pathologischen Formen der glomerularen Hyperfiltration entgegen-

zuwirken.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung des Dopamin-Ds-Rezeptors an
der Regulation der Nierenfunktion untersucht. In 4 Versuchsgruppen wurden an
narkotisierten mannlichen Sprague Dawley Ratten unter physiologischen Bedin-
gungen Clearance-Versuche durchgefihrt. Die Nierenfunktion wurde durch die
exogene Zufuhr einer 10%igen Aminosaurelésung, der Infusion von 7-OH-
DPAT, einem selektiven Ds;-Agonisten sowie durch eine isotone Volumen-
expansion und schlieR®lich durch Verabreichung von Dopamin beeinflusst.
Danach wurde untersucht, inwieweit die beobachteten Effekte durch Ds-
Antagonisten wie BSF 135170 und BSF 201640 moduliert werden. Es sollte
somit die Beteiligung des Ds-Rezeptors an der Veranderung der renalen
Funktion nach Aminosaurenzufuhr und nach isotoner Volumenexpansion
geklart werden. Durch die Zufuhr von exogenem Dopamin sollte der funktionelle
Stellenwert des D3-Rezeptors innerhalb der Dopaminrezeptor-Familie beurteilt
werden.

Die pharmakologische Aktivierung des Ds-Rezeptors fuhrte zu einer Steigerung
der glomerularen Filtrationsrate und einer verstarkten Natiurese. Die Ergeb-
nisse legen daher nahe, dass dieser Rezeptor seine Wirkung nicht nur am
Glomerulum entfaltet. Der Anstieg der fraktionellen Natriumausscheidung
spricht fur eine verminderten Natriumrickresorption im Tubulus. Eine D3-
Rezeptorblockade konnte diese Effekte fast vollstandig unterdriicken.

Die gleichen Beobachtungen wurden im Rahmen der Gabe einer Amino-
saureldsung gemacht. Die aminosaurebedingte GFR-Steigerung war nach
Rezeptorblockade wiederum aufgehoben. Die Diurese und die Natriurese
waren jedoch nur im geringen Ausmalf} abzuschwachen.

Durch eine Volumenexpansion wurde erwartungsgemall die GFR wenig
beeinflusst. Im Gegensatz dazu ergab sich eine massive Steigerung der
Salzausscheidung und ein ebenso erhéhtes Urinvolumen. Vermutlich ist der Ds-
Rezeptor auch hierbei involviert, da der Ds-Antagonist hier eine ab-

schwachende Wirkung zeigte. Allerdings ist hier von einem komplexeren
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Regelkreis mit mehreren nacheinander schaltenden Systemen auszugehen, da
die Steigerung der Ausscheidungswerte lediglich verzdgert war.

Durch die Gabe von exogenem Dopamin wurden die vorangehenden
Beobachtungen bestatigt. Die hemmende Wirkung des Ds-Antagonisten liefl3
sich bei der GFR-Messung zeigen. Die Blockade an tubularen D3-Rezeptoren
wurde jedoch offensichtlich durch die Dopaminwirkung an weiteren Rezeptor-

subtypen kompensiert, da sich kein Hemmeffekt erkennen liel3.

Diese Ergebnisse sprechen fur eine Beteiligung des Ds-Rezeptors an der

Regulation der glomerularen Filtrationsrate sowie der Salzausscheidung.
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