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1 Abkirzungen

1. Verzeichnis der Abklrzungen
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2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Grundlagen

Das Glykoproteinhormon Erythropoetin  (EPO) besteht aus einer
EiweiRkette von 165 Aminosauren. In physiologisch vorkommenden
Konzentrationen wirkt EPO auf die Neubildung roter Blutzellen. Fur
erythropoetische Vorlauferzellen im Knochenmark (CFU-e, colony
forming units erythroid) ist das Hormon ein essentieller Wachstums- und

Differenzierungsfaktor.

EPO wird beim erwachsenen Menschen zu > 95 % in der Niere
produziert (Jelkmann, 1992). Daneben gibt es auch extrarenales
Gewebe, welches in der Lage ist, EPO zu produzieren. Zum Beispiel sind
im zentralen Nervensystem die Astrozyten wichtige EPO-produzierende
Zellen (Sasaki, 2003). Es erfahrt keine Speicherung am Sekretionsort.
Ansteigende Plasmakonzentrationen reflektieren so immer eine de novo
Synthese (Herkens et al.,, 1993). Im Bereich der Nieren wurde EPO
MRNA in peritubularen Fibroblasten nachgewiesen, sodass beim
Erwachsenen diese Zellen als Sekretionsort des EPO gelten (Maxwell et
al., 1993), wohingegen bei Feten und Sauglingen die Hepatocyten der
wichtigste Produktionsort von EPO sind (Fisher, 2003).

Die Expression des Erythropoetingens wird durch DNA-bindende

Proteine kontrolliert, die auf einem Transkriptionskomplex basieren, den
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2 Einleitung

man als hypoxieinduzierten Faktor (HIF) bezeichnet (Jelkmann, 1992;
Jelkmann und Metzen, 1996).

Setzt man Gewebe einem hypoxischen Umfeld aus, steigen einige
wichtige Hormone oder Gene in ihrer Konzentration oder Aktivitat stark
an. So zum Beispiel auch das Erythropoetin. Der Schlissel dieser
sauerstoffabhéngigen Regulation ist der sogenannte HIF (Hypoxie-
induzierter-Faktor). Dabei handelt es sich um ein DNS-bindendes Protein,
welches aus einer alpha- und einer beta-Untereinheit besteht. Wahrend
die Beta-Untereinheit, die auch als ARNT (Aryl Hydrocarbon Rezeptor
Nuklear  Translokator ) bezeichnet wird, in erster Linie
sauerstoffunabhangigen Mechanismen unterliegt, kann HIF1l-alpha
oberhalb eines bestimmten Sauerstoffpartialdruckes aufgrund seines
schnellen Abbaus nicht mehr nachgewiesen werden. Hypoxie fuhrt zu
einer Stabilisation des HIF1-alpha-Proteins und der Aktivierung der HIF1-
alpha-abhangigen Zielgene. Dazu gehdrt unter anderem die Aktivierung
der Transkription der Erythropoetingene in Hep3B-Zellen (Hofer et al.,
2002; Wang und Semenza, 1995).

Bedingt durch die Verfiigbarkeit von gentechnisch hergestelltem EPO
(rHUEPO), ist Uber die Wirkung von EPO auf sein Zielorgan und seinen
therapeutischen Einsatz eine Vielzahl von Daten vorhanden.

Aufgrund seiner Wirkung auf die Erythropoese hat die Verfligbarkeit von
rHUEPO die Behandlung von Anamien in Folge von chronischem
Nierenversagen, Chemotherapie oder perioperativem Blutverlust

revolutioniert.
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2 Einleitung

Der Erythropoetinrezeptor ist weit Uber das kardiovaskulare System
verteilt. So ist er auch auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Herzmuskelzellen zu finden. Dadurch hat rHUEPO nitzliche Effekte auf
das Endothel, wie zum Beispiel Regulation des Gefasswiderstandes oder
Proliferation und Migration der Endothelzellen. Als weitere wichtige
Funktion konnte eine Hemmung der zellularen Apoptose nachgewiesen
werden (Smith et al.,, 2003; Chong et al., 2002). Bei Patienten mit
Herzerkrankungen reduzierte die Therapie mit rHUEPO die
Linksherzhypertrophie, verbesserte die Herzarbeit und erh6hte die
Ejektionsfraktion (Smith et al., 2003).

Die Regulation der endogenen EPO-Sekretion ist allerdings bisher nicht
ausreichend untersucht und verstanden. Grundséatzlich muissen
verschiedene Mdoglichkeiten in Betracht gezogen werden, die sich nicht
notwendigerweise gegenseitig ausschliel3en. Zum einen ist denkbar, dass
im Sinne eines direkten Sauerstoffsensors fur die Signalerfassung
relevante Molekule ihre Konformation sauerstoffabhéngig verandern. In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass durch eine
Hydroxylierung von bestimmten Prolyl- und Asparinylenden in der Alpha-
Untereinheit des HIF, eine Modifikation von verschiedenen Proteinen
ausgelost wurde, wodurch dann das hypoxie-sensible Signal Ubermittelt
wurde (Ratcliffe, 2002).

Auf Grund indirekter Evidenz in Hep G2-Zellen wurde postuliert, dass ein
Hamprotein als die EPO-Produktion steuerndes Sensormolekil fungieren

konnte (Goldberg et al., 1988). Ein solches Hamprotein ist aber bislang
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2 Einleitung

nicht zweifelsfrei indentifiziert worden und andere Experimente in
isolierten Hepatozyten sprechen gegen diese Hypothese (Eckardt et al.,
1993).

Zum Anderen ist denkbar, dass die EPO-Produktion durch biochemische
Transmitter an den zellularen Energiestoffwechsel gekoppelt ist, und
beispielsweise Veranderungen des Phosphorylierungspotentials die EPO-

Produktion kontrollieren.

Ein Charakteristikum der Regulation der EPO-Sekretion ist, dass dessen
Plasmakonzentration vom Sauerstoffangebot des Organismus gesteuert
werden kann und invers mit dem Sauerstoffangebot des arteriellen Blutes
korreliert. In Folge dessen kann die Produktionsrate von EPO unter
Hypoxie bis zum Tausendfachen ansteigen. Dadurch kommt eine
negative Feedback-Regulation zustande, die auf die Aufrechterhaltung
eines konstanten Blutsauerstoffgehaltes abzielt (Abb.1).

Verschiedene Vorarbeiten konnten zeigen, dass maglicherweise auch
das Renin-Angiotensin-System (RAS) eine Rolle bei der Regulation der
EPO-Produktion spielen konnte. So liel3 sich beispielsweise bei
narkotisierten Hunden, die eine Angiotensin ll-Infusion erhalten hatten, in
der Folge ein Anstieg der EPO-Plasmakonzentration beobachten (Fisher
et al., 1967). Als man mit Hilfe einer ,Goldblatt-Klemme* an der
Nierenarterie den Blutfluss reduzierte und dadurch reaktiv einen Anstieg
des Angiotensin Il provozierte, lie3 sich ein ahnlicher Effekt auf die EPO-

Konzentration beobachten (Fisher et al., 1967).
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/Erythropoese \
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Abbildung 1: Negative Rickkopplung der Erythropoetinproduktion

Bei Ratten, die sich fur 8 Stunden bei 0,43 atm in einem hypoxischen
Umfeld befanden, konnte eine positive Korrelation zwischen Renin-
Aktivitat, -Konzentration und den Angiotensin | beziehungsweise EPO-
Konzentrationen nach-gewiesen werden (Gould et al., 1980).
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2 Einleitung

Obwohl das Gewebesauerstoffangebot ein wesentlicher, die EPO-
Sekretion steuernder Faktor ist, scheinen die obigen Arbeiten Hinweise
auf zusatzliche Faktoren, wie zum Beispiel das Renin-Angiotensin-
System zu liefern. Diese scheinen ebenso eine wichtige modulierende

Rolle im Bereich der EPO-Regulation zu haben.

Indirekte Hinweise ergaben sich aus Untersuchungen an gesunden
Freiwilligen, denen nach einer Basisstimulation der EPO-Produktion
durch einen Aderlass (Gleiter et al., 1996 a) bzw. durch hypobare
Hypoxie (Gleiter et al., 1997 a) Theophyllin infundiert wurde. Bei diesen
Probanden zeigte sich unter Theophyllin eine signifikante Erhéhung der
EPO-Produktion im Vergleich zur Kontrollgruppe, die den Basisstimulus
allein erhalten hatte. Auffallig war, dass in den Gruppen mit
Theophyllingabe ein deutlicher Anstieg der Plasmareninaktivitat (PRA) zu
verzeichnen war. Dies kénnte fir den Anstieg der EPO-Sekretion unter
Theophyllin verantwortlich sein. AuRerdem konnte durch Gabe des [3,-
Adrenozeptoragonisten Salbutamol in vitro in Knochenmarkkulturen eine
Stimulation der Erythropoese nachgewiesen werden (Fink und Fisher,
1977 a). Ferner wurde von diesen Autoren gezeigt, dass bei Kaninchen
mit Salbutamol eine Stimulation der EPO-Produktion zu erzielen ist. In
diesen Experimenten wurde aber die EPO-Konzentration nur indirekt mit
einem polyzythamischen Mauseassay gemessen. Unter Verwendung von
exhypoxischen, polyzythdmischen Mausen konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass die EPO-Sekretion unter Salbutamol
zunimmt (Ueno et al., 1988; Fink und Fisher, 1977 b). Dabei wurden die

EPO-Konzentrationsveranderungen nur indirekt tber Inkorporation von
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2 Einleitung

*Fe in Erythrozyten gemessen. Tierversuche mit Ratten, die unter
funktioneller Hypoxie (durch Beimischung von 0,075 % CO zur Atemluft)
standen, zeigten einen Anstieg der EPO-Konzentration im Serum. Dieser
Anstieg konnte noch signifikant weiter gesteigert werden, wenn die
Ratten zusatzlich mit Salbutamol vorbehandelt wurden (Gleiter et al.,
1997 b). Die Bestimmungen der EPO-Konzentrationen in diesen
Untersuchungen wurden mit einem flir Ratten-EPO spezifischen Assay
durchgefihrt.

Weitere Untersuchungen konnten in der Folge zeigen, dass unter Gabe
von Fenoterol, einem selektiven [,-Sympathomimetikum, das die
Reninsekretion steigert, auch eine Steigerung der EPO-Sekretion, sowohl
in der Situation der Tokolyse bei Schwangeren, als auch bei gesunden
Freiwilligen, zu erzielen war (Gleiter et al., 1997 c; Gleiter et al., 1998).
Auch diese Wirkung von Fenoterol auf die EPO-Blutkonzentration konnte
durch die Erhéhung der PRA und des Angiotensin Il bedingt sein.
Folgerichtig lieR sich mit dem selektiven Angiotensin-AT;-
Rezeptorblocker Losartan der Anstieg der EPO-Konzentration hemmen
(Freudenthaler et al., 1999 a). In Studien zur direkten Stimulation der
EPO-Sekretion mit Angiotensin ll-Infusion erwies sich die EPO-Sekretion
als dosisabhangig steigerbar und lie sich durch den
Angiotensinrezeptorblocker Losartan hemmen, unabhangig ob ein
Basisstimulus in Form eines Aderlasses verwendet wurde (Freudenthaler
et al., 1999 b), oder nicht (Freudenthaler et al., 2000). Dieser Nachweis
von Angiotensin als modulierendem Faktor der EPO-Sekretion beim

Menschen war neu. Diese Ergebnisse wurden durch andere
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2 Einleitung

Arbeitsgruppen bestétigt (Gossmann et al., 2001; Donnelly und Miller.,
2001).

Die aus oben genannten Untersuchungen gefolgerte Beziehung zwischen
RAS und EPO-Sekretion scheint klinische Bedeutung zu haben. So
konnte gezeigt werden, dass ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor-Blocker
eine Wirkung auf Hamatokrit und Hamoglobin sowie auf die EPO-
Plasmakonzentrationen haben: Bei gesunden Freiwilligen konnte eine
Reduktion der EPO-Plasmakonzentrationen unter mehrwoéchiger Gabe
von ACE-Inhibitoren gezeigt werden (Pratt et al., 1992). Patienten, bei
denen der ACE-Hemmer Enalapril verordnet wurde, wiesen nach
langerer Behandlung eine Anamie auf (Griffing und Melby, 1982). Bei
Patienten mit Posttransplantationserythrozytose (PTE), die bei ca. 10 —
20% aller Nierentransplantierten auftritt, konnen die genannten Stoffe zur
therapeutischen Absenkung von EPO-Konzentration, Hamoglobin und
Hamatokrit verwendet werden (Gleiter, 1996 b; Perazella et al., 1995;
Torregrosa et al., 1994; Perazella und Bia, 1992). Damit konnen
regelmafiig notwendige Aderlasse bei solchen Patienten vermieden
werden. Ein Wirkmechanismus der ACE-Hemmer, der in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen konnte, ist die Hemmung der

sympathoadrenergen Aktivitat (Goodfriend et al., 1996).

Bei Dialysepatienten konnte beobachtet werden, dass Volumendepletion,
gefolgt von ansteigenden PRA-Werten einen Anstieg zur Folge hat.
Captoprilgabe vor der Hamodialyse hemmte den Anstieg der EPO-Werte

(Vlahakos et al., 1995). Dies wird unterstitzt durch Beobachtungen, dass

- Seite 13 -
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Anamie und hyporeninamischer Hypoaldosteronismus bei Typl-
Diabetikern mit niedrigen EPO-Konzentrationen einhergeht (Donelly und
Shah, 1999). Die sekundare Erythrozytose bei obstruktiver chronischer
Lungenerkrankungen (COPD) wurde auf eine Aktivierung des RAS
zurickgefuhrt (Vlahakos et al., 1999). Weiter wurde nachgewiesen, dass
Patienten unter Hamodialyse und ACE-Hemmern héhere Dosen von
exogenem EPO bendtigten, um einen bestimmten Zielhamatokrit
aufrechtzuerhalten (Matsumara et al., 1997).

Bislang ist der Wirkmechanismus von Angiotensin auf die EPO-Sekretion
noch ungeklart. Auch die klinische Wertigkeit dieser Befunde ist nicht
ausreichend gesichert. Aus diesem Grund erscheinen weitere
Untersuchungen insbesondere auch des Einflusses des endogenen

Angiotensins auf die menschliche EPO-Produktion angezeigt.

2.2 Ziele der Studie

Neben klinischer Evidenz mit eher kasuistischem Charakter hat sich aus
den bereits oben erwahnten Arbeiten eine experimentelle Evidenz fur
eine Interaktion zwischen RAS und EPO-Sekretion ergeben. Die
vorliegende Studie ist ein Beitrag zur Klarung der zugrundeliegenden
Mechanismen und der daraus ableitbaren Bedeutung von Angiotensin
und Angiotensinantagonisten fir anamische und polyzythdmische
Zustande beim Menschen. Die bessere Behandlung der oben genannten

Zustande ist von groRem medizinischem Interesse mit Hinblick auf die
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2 Einleitung

betroffenen Patienten, die in der Regel eine ohnehin komplexe
Pharmakotherapie ihres Grundleidens bendgtigen.

Der Mechanismus der Modulation der EPO-Sekretion durch das RAS ist
ungeklart. Eine Reihe von Erklarungen fir die Verknipfung von RAS und
EPO-Sekretion ist denkbar:

(1) Eine Veranderung der renalen Hamodynamik, die zu einer
regionalen Hypoxie durch Vasokonstriktion in kortikalen Anteilen
der Niere fuhrt, in denen sich die EPO-produzierenden
Fibroblasten befinden.

(2) Eine direkte Modulation der EPO-Sekretion uber
Angiotensinrezeptoren auf der Oberflache von EPO-
produzierenden Zellen.

(3) Eine indirekte Signalibertragung durch Angiotensin im
Zusammenspiel mit weiteren Autacoiden, wie zum Beispiel
Noradrenalin, Dopamin, Adenosin oder Eicosanoiden.

Denkbar ist auch eine Freisetzung von Endothelin durch Angiotensin mit
nachfolgender Wirkung auf die EPO-Sekretion. Es wurde gezeigt, dass
Angiotensin Il die Expression von Praproendothelin und die Freisetzung
von Endothelin | (auch beim Menschen) um bis zu 90 % steigert (Jilma et
al., 1997).

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung des Einflusses
von endogenem Angiotensin Il, nachdem in den Vorarbeiten gezeigt
werden konnte, dass exogen zugefiihrtes Angiotensin Il in der Lage ist,
die EPO-Produktion dosisabhanging zu steigern (Freudenthaler et al.,
2000). Infusionsraten von Angiotensin I, die keine Anderung des

mittleren arteriellen Druckes (MAD) bedingten, waren in der Lage, eine
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signifikante EPO-Produktionssteigerung um ca. 230 % zu bewirken. Die
dabei ermittelten Angiotensin lI-Konzentrationen betrugen ca. das 3-fache
der Basalwerte.

Eine ahnliche Steigerung der Angiotensin ll-Konzentrationen durch eine
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems ist durch eine NaCl-
Restriktion bei gesunden Probanden gezeigt worden (Brown et al., 1972).
Daher sollte in der vorliegenden Studie durch eine unterschiedliche
Salzbeladung der  Versuchspersonen eine  protrahierte  und
physiologische  Stimulation (bei salzarmer Kost) bzw. eine
Aktivitatsminderung (bei salzreicher Kost) des Renin-Angiotensin-
Systems erreicht werden und der Einfluss der Konzentrationsdnderungen
des endogen produzierten Angiotensin Il auf die renale EPO-Sekretion

untersucht werden.

2.2.1 Bedeutung fur die Heilkunde

Ein Nachweis RAS-vermittelter Regulationsmechanismen durch
Anderungen der endogenen Angiotensin Il-Konzentration wirde die
physiologische Kontrolle der Erythropoetinproduktion beim Menschen
verstandlicher machen. Therapeutisch konnte sich hieraus die
Mdoglichkeit ergeben, Krankheitszustdnde mit erhohter EPO-Produktion,
wie sie beispielsweise bei Patienten mit
Posttransplantationserythrozytose (PTE) gefunden werden kdnnen, mit

ACE-Hemmern oder AT,-Rezeptorantagonisten zu behandeln. Hierdurch
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2 Einleitung

konnte eine Normalisierung eines vorher aktivierten RAS und damit
maoglicherweise eine Senkung der EPO-Produktion bewirkt werden.
Dadurch konnte bei Patienten mit PTE auf die belastenden

regelmassigen Aderlasse verzichtet werden.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Formale Voraussetzungen

Das Vorhaben wurde vor der Durchfiihrung durch die Ethikkommission
der Medizinischen Fakultdt der Eberhardt-Karls-Universitat Tibingen
gepruft (Projektnummer 169/2000). Nachdem kein Einwand erhoben
wurde, konnte die Studie durchgefuhrt werden. Sie wurde entsprechend
der gesetzlichen Bestimmungen mit positivem Ethikkommissionsvotum
dem BfArM vorgelegt und dem Regierungsprasidium in Tibingen
gemeldet. Eine Probandenversicherung wurde abgeschlossen. Ebenso
wurde ein schriftiches Einverstandnis von jedem Probanden vor

Aufnahme in die Studie eingeholt.

3.1.1 Probandenkollektiv

Es wurden 12 mannliche gesunde Probanden im Alter von 24 — 33

Jahren untersucht.

Das durchschnittliche Lebensalter betrug 27 + 3 Jahre (Bandbreite: 24 —
33 Jahre), die KorpergroRe betrug im Durchschnitt 182 = 6 cm
(Bandbreite von 170 — 190 cm), das Gewicht lag durchschnittlich bei 81 £
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12 kg (Bandbreite von 60 — 97 kg) und die mittlere Kérperoberflache 2,0
m? (Bandbreite 2,24 - 1,69 m?). Die detaillierten demographischen Daten

sind aus Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1. Demographische Daten der Probanden.

Proband |Alter [J] | GroéRe [cm] |Gewicht [kg] |KO [m?]| BMI [kg/m ?]
02 30 190 92 2,2 25,48
03 29 178 62 1,78 19,57
07 25 170 60 1,69 20,76
08 26 179 78,5 1,97 24,5
09 24 181 78 1,98 23,81
10 27 182 76,5 1,97 23,1
11 24 189 97 2,24 27,15
12 27 180 76,5 1,96 23,61
13 33 187 86 2,12 24,59
16 25 184 86 2,09 25,4
17 25 182 96 2,17 28,98
18 26 183 83 2,05 24,78
MW 27 182 81 2 24
SD 2,7 5,4 11,9 0,16 2,5
Minimum 24 170 60 1,69 19,57
Maximum| 33 190 97 2,24 28,98
KO = Kdrperoberflache, SD = Standardabweichung,
MW = arithmetischer Mittelwert BMI = Body-Mass-Index
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3.1.2 Voruntersuchung

Die Voruntersuchung bestand aus dem Erstellen einer Anamnese, einer
korperlichen Untersuchung und einem Elektrokardiogramm in Ruhe.
AuBBerdem wurden folgende Klinisch-chemische Laborparameter
bestimmt: Natrium, Kalium, Chlorid, Kalzium, Bilirubin gesamt, Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-Transaminase, Gamma-
Glutamyl-Transferase, kleines Blutbild, Kreatinin, Harnstoff/Stickstoff,
alkalische Phosphatase, Quickwert, Erythropoietin sowie Hepatitis-C-
AntikdOrpertiter, Hepatitis-B-Antigen und HIV-Test. Eine Urinuntersuchung
erfolgte mittels Urinstix (Comburll-Test). Diese Untersuchung fand

innerhalb eines Zeitraumes von 4 Wochen vor der Studienteilnahme statt.

3.1.3 Einschlusskriterien

- Nichtraucher

- Mannliche, gesunde Probanden im Alter von 18 — 35 Jahren

- Body-Mass-Index 18 — 29 kg/m?

- Keine Erkrankungen wichtiger Organsysteme, insbesondere des
renalen, kardiovaskularen, pulmonalen und hé&matopoetischen
Systems

- Keine wesentlichen pathologischen Befunde bei der Eingangs-

untersuchung
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- Negativer HIV und Hepatitis-B-Antigen-Test, keine Hepatits-C-
Antikorper
- Schriftich niedergelegtes Einverstandnis nach ausfuhrlicher

Aufklarung

3.1.4 Ausschlusskriterien

- Anzeichen einer Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems, der
Lunge, der Nieren, der Leber, des Verdauungssystems, des
Endokrinums, des Stoffwechsels, der Psyche oder anderer klinisch
relevanter Systeme

- Hyperurikéamie, Harnsteinleiden

- Hamoglobinkonzentration < 14g/dl

- Blutspende vor weniger als 3 Monaten

- Aufenthalt in grol3en Hohen oder Flug innerhalb eines Monats vor
Aufnahme in die Studie

- Allergien gegen Medikamente, die in der Studie eingesetzt werden

- Einnahme von Medikamenten innerhalb der letzten 14 Tage vor
Studienbeginn, nach MalRgabe des Prufarztes

- Positiver HBs-Ag-, HCV-, und/oder HIV-Test

- Laborwerte aulR3erhalb des Normalbereichs, nach MalRgabe des
Prufarztes

- Teilnahme an anderen Studien innerhalb der letzten zwei Monate

vor Studienbeginn
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- Begruindeter Verdacht oder Nachweis einer Suchterkrankung
- Fehlende Compliance
- Jede weitere Begrindung, die in den Augen der durchfiihrenden

Arzte den Probanden ungeeignet erscheinen lasst

3.2 Clearance-Begriff

Die renale Clearance einer Substanz gibt an, wie die Niere diese
Substanz behandelt. Sie drickt aus, wieviel von der betreffenden
Substanz die Niere im Verhaltnis zur Plasmakonzentration dieses Stoffes
ausscheidet:

Die Clearance gibt dasjenige Plasmavolumen an, das pro Minute von der
Messsubstanz vollstandig gereinigt wird.

Hieraus ergibt sich die Méglichkeit, bestimmte physiologische Parameter
mit Hilfe der Clearance von Stoffen mit bestimmten bekannten
Eigenschaften zu ermitteln.

3.2.1 Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Die GFR ist direkt nicht messbar, kann aber Uber die Clearance eines
Stoffes bestimmt werden, fur den folgende Kriterien zutreffen:
a) ungehinderte Filtration

b) keine tubulare Resorption
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c) keine tubulare Sekretion
d) Substanz darf nicht toxisch sein
e) kein Abbau oder Neubildung in der Niere
f) Substanz muss analytisch gut nachweisbar sein
Dies bedeutet, dass die gesamte filtrierte Menge des Stoffes mit dem Urin

ausgeschieden wird.

Es qilt:

filtrierte Menge = ausgeschiedene Menge

Als Messsubstanz werden verwendet:

1) Exogene (zugefuhrte) Marker wie Inulin, Polyfructosan,
Polyethylenglykol, radioaktiv markiertes Vitamin B12 oder EDTA,
lothalamat und Diethylentriaminopentaazetat (DTPA).

2) Endogene Marker sind Kreatinin und 2-Mikroglobulin.

3.2.2 Inulin-Clearance

Am zuverlassigsten fur die Messung der GFR ist das Inulin. Da Inulin
jedoch eine korperfremde Substanz ist, muss man es durch Infusion
zufihren. Dabei muss darauf geachtet werden, dass wahrend der
Urinsammelperioden die Plasmakonzentration von Inulin konstant
gehalten wird. Um dieses zu erreichen, muss man zunachst mit der

Infusion einer groReren Menge Inulin beginnen, ehe ein Gleichgewicht
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zwischen Zufuhr und renaler Ausscheidung (deren GroéRe man nicht
kennt, sondern bestimmen will) erreicht wird und eine Erhaltungsdosis
weiter infundiert werden kann. Auf3erdem muss zur exakten Erfassung
des Urinzeitvolumens bei den Urinabgaben jeweils die Blase vollstandige
entleert werden.

Die Inulin-Clearance ist von Korpergewicht und Kérpergrol3e abhangig.
Um zu vergleichbaren Normalwerten zu kommen, werden die

gemessenen Werte auf die Kérperoberflache bezogen.

Der Normalwert fir die Inulin-Clearance betréagt 80 - 140 ml - min™ - 1,73
m? (Pummer, 1996).

3.2.3 Renaler Plasmaflul3 (RPF)

Wie die GFR ist auch die Nierendurchblutung meist nicht direkt messbar.
Sie wird durch die Clearance einer Messsubstanz bestimmt, fur die
folgendes zutrifft:

Die in das Nierenparenchym einstromende Plasmamenge wird bei
einmaligem Durchfluss vollstandig von der Messsubstanz gereinigt.
Dieser Stoff muss daher folgende Anforderungen erfillen: vollstdndige
Extraktion der Messsubstanz bei einmaliger Nierenpassage (d.h.

Konzentration im abstromenden Venenblut muss 0 sein) durch
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a) Filtration und
b) vollstandige Sekretion bei

c) fehlender Resorption.

Sind diese Kriterien erftllt, so gilt fir die Clearance:
in die Nieren einstromende = ausgeschiedene Stoffmenge

Als Mel3substanz eignet sich die p-Aminohippurséure (PAH).

Normalbereich (Pummer, 1996):

Clpay = 480 — 800 ml - mint - 1,73 m?

3.3 Studienmedikation

Es wurden die beiden Markersubstanzen Inulin (Inutest”, Fresenius
Pharma Austria, Linz, Osterreich) als 25 %ige Losung und PAH (Para-
Aminohippurséure; p-aminohippuric acid sodium salt”, Clinalfa AG,
Merck, Laufelfingen, Schweiz) als 20 %ige L6sung verwendet. Die
Dosierung der Substanzen war abhéngig von der Korperoberflache (KO),
die mit Hilfe der Formel von DuBois und DuBois (1916) aus
Korpergewicht und GroRe des jeweiligen Probanden ermittelt wurde

(siehe unter ,Berechnung®).
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Inulin und PAH wurden nach folgendem Schema verabreicht:

Boluslésung (250ml), Infusionsrate 500ml/h:
Inulin (25%ig): 18 ml/m? KO {iber 30min
PAH (20%ig): 4 ml/m? KO uiber 30min
Hauptinfusionslosung (150ml), Infusionsrate 50ml/h:
Inulin (25%ig): 15 ml/m? KO tiber 3 Std
PAH (20%ig): 5 ml/m? KO uber 3 Std

Kochsalz

Das Kochsalz wurde von dem Doktoranden in Zusammenarbeit mit der
Apotheke des Universitatsklinikums Tudbingen entsprechend den
Vorgaben des Deutschen Arzneimittelbuches in magensaftresistente
Gelatinekapseln abgefillt. Dabei enthielt eine Kapsel 500 mg Kochsalz.
Anschlieend wurden die Kapseln in Dosen abgeflllt, die nach dem

Arzneimittelgesetz beschriftet wurden.

3.4 Studiendurchfiihrung

Eine Woche vor Beginn der Studie durften die Probanden keine coffein-
oder alkoholhaltigen Getranke mehr konsumieren.
Um zu sichern, dass zwischen Aufnahmeuntersuchung und Studien-

durchfihrung keine akute Veranderung des Gesundheitsstatus
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stattgefunden hat, wurden unmittelbar vor Beginn der Studie nochmals
die Ein- und Ausschlusskriterien Uberpruft.

Die Probanden erhielten tber jeweils eine Woche offen und randomisiert
eine Diatphase mit normaler Kochsalzbeladung, kochsalzarmer Diat bzw.
kochsalzreicher Diat im dreifach cross-over-Design (siehe Abb.2). Die
einzelnen Diatphasen wurden durch jeweils einwdchige Auswaschphasen

voneinander getrennt.

Woche 1 Woche 2 Woche3 Woche 4 Woche 5
] [ ] [ ] [ ] [ ]
Diatphase 1 AWP Diatphase 2 AWP Diatphase 3
Studientag 1 Studientag 2 Studientag 3

Abbildung 2: Flow-Chart / Studiendesign
AWP = Auswaschphase

Im Einzelnen sind folgende Diaten durchgefihrt worden:
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Normale Kost:

Normale Kost (die Probanden erndhrten sich entsprechend ihren
Gewohnheiten) ohne Salzrestriktion oder zuséatzliche Zufuhr (ca. 8 — 10
g/die).

Natriumchloridarme Kost:

Die salzreduzierte Kost (1 — 3 g/Tag) musste entsprechend den Vorgaben
zubereitet werden: Kein Zusalzen, Gemuse nur in Wasser dinsten,
ausschlie3lich natriumarmes Mineralwasser oder Leitungswasser trinken,
fleischhaltige Kost auf ein Minimum reduzieren; striktes Meiden von stark
kochsalzhaltigen Lebensmitteln, wie Konserven, geraucherten oder

gepokelten Fleischwaren, Teig- und Backwaren.

Natriumchloridreiche Kost:

Normale Kost ohne Salzrestriktion, zusatzlich tagliche Einnahme von
verkapseltem NaCl (100 mg/kg KG/Tag). Je nach individueller
Kochsalzzufuhr mit der normalen Kost entspricht dies einer Erh6hung der
taglichen Kochsalzmenge auf das eineinhalb- bis zweifache der normalen

Menge (ca. 15 g/die).

Da die Pobanden sich in allen drei Diatphasen das Essen selbst im
hauslichen Umfeld zubereiteten, sammelten sie am vorletzten Tag (= Tag
6 der Diatphase) der jeweiligen Studienperiode zur Kontrolle der
Compliance, beginnend um 8.00 Uhr, tber 24 Stunden ihren Urin. Darin

wurde die fraktionellen Natriumausscheidung (Fya) bestimmt, anhand
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derer besonders die Einhaltung der Erndhrung in der salzarmen

Diatphase Uberpruft werden konnte.

Am jeweils letzten Tag der Studienperioden (insgesamt 3 mal) erschienen
die Probanden um 8.00 Uhr auf der Probandenstation und gaben ihren
Sammelurin ab. Am Vorabend der Studientage durften die Probanden
nach 22.00 Uhr nur noch kochsalzarmes Mineralwasser zu sich nehmen.
Am Studientag (Tag 7; siehe Flow-Chart) blieben die Probanden
nichtern. Nach Abschlu3 der Untersuchungen erhielten sie ein
Mittagessen.

An den drei Untersuchungstagen wurde jeweils eine Clearance-
Untersuchung zur Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate und des
renalen Plasmaflusses durchgefihrt. Zudem wurden die
Plasmakonzentrationen von Erythropoietin, Angiotensin I, sowie die
Plasmareninaktivitat bestimmit.

Hierzu wurde an beiden Unterarmen der Probanden eine dinne
Verweilkantle in eine Unterarmvene platziert, Gber die auf der einen Seite
die Markersubstanzen (Inulin und PAH) infundiert und kontralateral die
Blutproben enthnommen werden konnten. Diese Kantlen verblieben fir
die Dauer der Untersuchung (ca. 5 Std) an den Studientagen in der Vene,
so dass keine zusatzlichen Punktionen im Laufe der Studientage
durchgefiihrt werden mussten.

Detailliert wird die Clearance-Untersuchung wie folgt durchgefihrt (vgl.
Abb.3):

Der Proband leerte gleich zu Beginn seine Blase vollstdndig, wobei der

Urin gesammelt und als Urinleerwert abgeftllt wurde. Unmittelbar danach
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wurden die bereits beschriebenen Verweilkanilen gelegt. Nach einer 30-
minutigen Ruhepause wurde der Serumleerwert abgenommen und die
PAH/Inulin-Bolusldsung angehéngt. Diese musste innerhalb von 30 min
vollstandig infundiert werden.

Anschlieend wurde die PAH/Inulin-Hauptinfusion angehangt. Diese
wurde mit einer Infusionsrate von 50 ml/Std appliziert. Wahrend der
gesamten Clearance-Untersuchung (Beginn der Bolusinfusion bis Ende
der Hauptinfusion) musste der Proband halbstindlich 350 ml
natriumchloridarmes Mineralwasser zu sich nehmen. Vor Beginn der
Hauptinfusion musste der Proband seine Blase vollstandig entleeren.
Nach weiteren 30 Minuten erfolgte eine Blutentnahme. Nach weiteren 15
Minuten wurde erneut der Urin gesammelt. Ab diesem Zeitpunkt wurden
Blut und Urin alternierend in 15-minttigem Wechsel gesammelt, wobei
die letzten Blut-/Urinproben zeitlich den doppelten Abstand zu den
vorherigen Abnahmen hatten (Blutentnahme 60, 90, 120, 180 Minuten //
Urinproben: 75, 105, 135, 195 Minuten). 195 Minuten nach Beginn der
Hauptinfusion waren die Clearance-Untersuchungen abgeschlossen.
Blutdruck und Herzfrequenz wurden wahrend der Studientage stiindlich
bestimmt (vgl. Abb. 3). Die Messungen des Blutdrucks erfolgten oszillo-
metrisch, die Herzfrequenz wurde mit EKG-Monitoren gemessen, welche
Bestandteil des stationdren Monitoringsystems der Probandenstation
sind. Wahrend des gesamten Studientages befanden sich die Probanden

in bequemer liegender Position.
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-60 0 +60 +120 +180
e >
I I I I I I I I I Zeitt [min]
Inulin/PAH-Bolusinfusion |
Inulin/PAH-Hauptinfusion |
Urinsammelperiode I
Urinabgaben X X X X X X X X
Blutabnahme X X X X X X X
Blutdruck / Puls X X X X X

Abbildung 3: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes eines Studientages
(Der Beginn der Hauptinfusion wurde als Zeitpunkt O definiert.)

- Seite 31 -



3 Material und Methoden

3.4.1 Probenaufbereitung

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Blutproben unmittelbar nach

der Abnahme zentrifugiert und das Uberstehende Plasma abpipettiert.

Erythropoietin (EPO):

Im Laufe der Diatphasen wurde den Probanden jeden Morgen um 8.30
Uhr 4 Aliquots mit jeweils 5 ml Blut in eine EDTA-Monovette entnommen.
Diese wurden danach bis zur EPO-Analyse bei —20C e ingefroren. Zu
Beginn jeder Diatphase wurde zusatzlich ein kleines Blutbild

abgenommen.

Angiotensin Il

Am Ende der Diatphasen wurde an den Studientagen einmalig mit
vorgekuhlten (in Eiswasser) EDTA-Monovetten, zusammen mit dem
Leerwert fur die Clearance-Bestimmungen, Blut zur Bestimmung der
Angiotensin ll-Konzentration abgenommen. Um den enzymatischen
Abbau zu verhindern, wurde in jede Monovette vor der Abnahme 60 pl
Bestatin(I-Losung pipettiert. Die Zentrifugation erfolgte in einer
vorgekuhlten Zentrifuge bei +4TC. Danach wurden 3 A liquots, abpipettiert

und bis zur Analyse bei —80C eingefroren.

Plasma-Renin-Aktivitat (PRA):
An den Studientagen, einmalige Abnahme zusammen mit dem Leerwert

fur die Clearance-Bestimmungen. Mit vorgekihlten (in Eiswasser) EDTA-
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Monovetten. Die Zentrifugation erfolgte in einer vorgekuihlten Zentrifuge
bei +4 . Im Anschlul3 daran wurden 3 Aliquots abpi pettiert und bis zur

Analyse bei —80 T eingefroren.

3.5 Biochemische Analysen

Die Bestimmung des kleinen Blutbildes, der Elektrolyte, des Kreatinins
und des Harnstoffes wurden im Zentrallabor des Universitatsklinikums der

Eberhard-Karls-Universitat Tuibingen vorgenommen.

3.5.1 Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitat im Ser  um

Die Plasmareninaktivitdt wurde mit dem Radioimmunoassay (RIA)
Angiotensin | (GammaCoatl], DiaSorin Stillwater, Minnesota, USA)
bestimmt, wobei der Umsatz von Renin zu Angiotensin | gemessen
wurde. Das Prinzip dieses Radioimmunoassays basiert auf der
kompetitiven Verdrangung zwischen markiertem Angiotensin | und
Angiotensin | aus den Proben um eine begrenzte Zahl an die
Rohrenwand gebundener Antikdrperbindungsstellen. Nach der Inkubation
bei 37C ist die Menge des wandgebundenen markierte n Angiotensin |
umgekehrt proportional zu der Menge des freien Angiotensins in den

Proben. Als Trennmethode wurde die ,Coated-Tube-Technik" verwendet,
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bei der die Antikorper an der Ro6hreninnenflache fixiert sind. Der

Uberstand enthielt das tiberschiissige Angiotensin.

3.5.2 Bestimmung der Erythropoetinkonzentration

im Serum

Die Bestimmung der Erythropoietinkonzentration erfolgte mit einem
ELISA (Medac GmbH, 22083 Hamburg). Die Mikrotiterplatte (1
Halterrahmen mit 12 Streifen, jeweils 8 Vertiefungen pro Streifen) war mit
Anti-EPO-Antikorpern (Maus, monoklonal) gebrauchsfertig
vorbeschichtet. Das Testverfahren erfolgte nach dem Sandwich-Prinzip.
Das auf 1:2 verdinnte Serum wurde in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. Serum-EPO wurde durch den Antikdrper an die
Platte gebunden. Nach dreimaligem Auswaschen der Mikrotiterplatte ist
Anti-EPO-Antikorper-ALP-Konjugat (Anti-EPO-Antikdrper mit alkalischer
Phosphatase konjugiert) in die Vertiefungen pipettiert worden. Durch die
Bindung des enzymkonjugierten Antikorpers wurde der Sandwichkomplex
komplettiert. Nach nochmaligem Auswaschen ist nach Zugabe von
Substrat p-Nitrophenylphosphat die Extinktion bei 405 nm die EPO-

Konzentration bestimmt worden.
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3.5.3 Bestimmung der Angiotensin-II-Konzentration

im Serum

Die Konzentration von Angiotensin Il im Serum wurde mit einem
Radioimmunoassay (Buhlmann Laboratories AG, Allschwil, Schweiz)
bestimmt. Bereits bei der Blutabnahme wurde das Blut mit Bestatin[]

versetzt, um den enzymatischen Abbau des Angiotensins Il zu verhindern

(siehe oben). Der Angiotensin-lI-Radioimmuno-assay misst
immunreaktives  Angiotensin Il mit Hilfe eines doppelten
Antikdrperradioimmunoassays. Phasenextrahierte EDTA-Plasma-,

Standard- und Kontrollproben werden zuerst 16 Stunden mit einem Anti-
Angiotensin-lI-Antikérper vorinkubiert. Im AnschluB daran konkurriert *#I-
Angiotensin-lIl mit Angiotensin Il in den Proben um die gleichen
Antikdrperbindungsstellen. Nach einer zweiten Inkubation von 6 Stunden
wird eine feste Phase mit einem zweiten Antikérper dazugegeben. Der
gebundene Teil der Antikbrperkomplexe ist auf der festen Phase fixiert

und wird mit Hilfe einer Gamma-Zahlkammer ausgezéahlt.
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3.5.4 Bestimmung von PAH und Inulin im Urin/ Seru  m

Bendétigte Reagenzien und deren Zusammensetzung:

- 0,5N NaOH :Aqua bidest. mit 1N NaOH im Verhéltnis 1:1
mischen
- 30%ige HCI :405ml 37% HCI in 500ml Aqua bidest.

- 10%ige ZnSO4-Lsg: 20g ZnSO,4 auf 200ml Aqua bidest.

- Resorcin :  0,1g Resorcin und 0,25g Thioharnstoff geldst in

100ml Essigsaure
- 0,1N HCI . gebrauchsfertig
- 0,1%ige NaNO, : 0,1g NaNO, in 100ml Aqua bidest. I6sen

- 0,5%ige Amoidosulfonsaure:

vollstandig in Aqua bidest. |6sen

- 0,1N N-Ethyl-a-Naphthylaminhydrobromid:
0,1g N-Ethyl-a-Naphthylaminhydrobromid in 10
ml warmem Methanol I6sen und mit 90ml Aqua

bidest. auffillen.
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Enteiweil3ung

Zunachst wurden die Blut- und Urinproben aufgetaut, gut geschiittelt und
zehn Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert.

Im Anschluss daran wurden zu jeweils 0,5 ml Serum bzw. Urin

0,5 ml 10%ige ZnSO4-L6sung, 0,5 ml 0,5N NaOH und 1 ml Aqua bidest.
gegeben. Diese Behandlung fuhrte zur Eiweil3denaturierung und
-ausfallung. Nach jeder Zugabe wurde der Ansatz im Vortex geschiuttelt.
Nach Zugabe aller Substanzen waren alle Proben im Verhéltnis 1:5
verdlnnt.

AbschlieRend wurden die Proben zehn Minuten bei 4000 U/min

zentrifugiert.

Urinverdiinnung

Fur die Bestimmung der Inulinkonzentration wurden die enteiweildten
Urinproben mit Aqua bidest. auf 1:10 verdunnt (jeweils 1,8ml Aqua bidest.
+ 200 pl des Uberstandes der UrinenteiweiRung).

Fur die PAH-Bestimmung wurden die Urinproben auf 1:100 verdinnt
(jeweils 1980 ul Aqua bidest. + 20 ul des Enteiweil3ungstiberstandes).
Durch diese Verdinnung sollte ein zu starkes Anfarben durch hohe
Inulin- bzw. PAH-Konzentrationen im Urin und dadurch bedingte

Messfehler vermieden werden.

Fortan wurden samtliche Proben doppelt bestimmit.
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Inulinbestimmung

Vorab wurde eine Eichkurve erstellt (siehe Abb. 4). Diese wurde mit Hilfe
einer Standardverdiinnungsreine ermittelt, die den folgenden
Inulinkonzentrationen entsprach: 5 mg/dl; 2,5 mg/dl; 1,25 mg/dl; 0,63
mg/dl; 0,32 mg/dl und 0,16 mg/dl.

Die Testreihe wurde wie folgt angesetzt:
Jeweils 250 pl (Doppelwerte) der 1:10 verdinnten Urinproben, der
Serumenteiweil3ung und der Standardreihe wurden versetzt mit

- 125 pl Resorcinreagenz, schitteln (Vortex")

- 1 ml 30%iger HCI, schiitteln
AnschlieRend wurden die Proben im 80C warmen Wasse rbad inkubiert.
Nach ca. 12 min und/oder wenn der Standardwert mit der Konzentration
0,16 mg/dl leicht geféarbt ist, wurden alle Proben sofort im Eisbad
abgekdhlt.
Die Extinktionszunahmen wurden im Photometer (Dynatech MR500) bei
A = 490 nm gegen den Reagenzienleerwert gemessen, die Urin-

extinktionen wurden mit 10 multipliziert.

Aus den Ergebnissen der Standardverdinnungsreine wurde eine
Eichkurve erstellt, anhand derer dann die Inulinkonzentrationen der
Proben ermittelt werden konnten. Die Doppelbestimmungen der
Standards und der Proben dienten zur Berechnung des arithmetischen
Mittels.
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PAH-Bestimmung

Wie bei der Inulin-Bestimmung wurde auch hier eine Standard-
verdinnungsreihe angefertigt, die die folgenden Konzentrationen
beeinhaltete: 5 mg/dl; 2,5 mg/dl; 1,25 mg/dl; 0,63 mg/dl; 0,32 mg/dl; 0,16
mg/dl

Jeweils 500 pl der 1:100 Urinverdinnung, der Serumenteiwei3ung und

der Standardreihe wurden der folgenden Behandlung zugefuhrt:

- 100 pl 0,1N HCI zugeben; schiitteln (Vortex")

- 50 ul 0,5N NaNO, zugeben; schitteln — dann 5min stehen lassen

- 50 ul 0,5%iger Amidosulfonsaure zugeben; schitteln — dann 5min

stehen lassen.

50 upl 0,1%iger N-Ethyl-a-Naphthylaminhydrobromid-Losung; vortexen

und 40 min bei Raumtemperatur inkubieren.

Im Photometer (Dynatech MR500) wurde die Extinktionszunahme bei A =
550 nm gegen den Leerwert gemessen und die Urinextinktion mit dem

Faktor 100 multipliziert.
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Aus der Eichkurve der Standardverdinnungsreihe konnten dann die

PAH-Konzentrationen der Proben ermittelt werden.

Die Aminogruppe des Paraaminohippurats wird bei dieser Bestimmung
mit  Natriumnitrit diazotiert und das Uberschissige Nitrit mit
Amidosulfuronsaure gebunden. Durch den Zusatz von
bromwasserstoffarmem a-Naphthylamin entstent mit der diazotierten
Paraaminohippurséure eine rote Farbung, deren Absorption der PAH-
Konzentration der Proben proportional ist und photometrisch bestimmt

werden kann.

1.5 - _
—&— |nulin
——+ PAH
[
21.0 1
-
£
5
0.5 4
OO I T T 1 T 1
0 1 2 3 4 5

Konzentration [mg/dl]

Abbildung 4 : Beispiel fur eine Inulin-/PAH-Eichkurve
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3.6 Statistik

3.6.1 Studiendesign

Die Studie wurde randomisiert, offen, im cross-over Design angelegt.

3.6.2 Fallzahlschatzung

Zur Ermittelung der Anzahl der Versuchspersonen wurde angenommen,
dass unter salzarmer Diat die kleinste zu erwartende Differenz der EPO-
Konzentration 50 % betragt. Dies ware eine Klinisch relevante
Veranderung der EPO-Konzentration. Die Standardabweichung wurde
mit 33 % angenommen. Um den zu erwartenden Unterschied auf einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 mit einem Power von 0,9 nachweisen zu

kénnen, werden 12 Probanden im cross-over Design bendtigt.

3.6.3 Randomisierung

Die Zuteilung der Studiensequenzen erfolgte randomisiert im dreifach
Cross-over. Die Randomisierung wurde mit dem

Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2000 (Microsoft”, Inc.) durch einen
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Mitarbeiter der Abteilung Klinische Pharmakologie des
Universitatsklinikums Tubingen durchgeftihrt, der nicht an der Studie

beteiligt war.

3.6.4 Konfirmatorische statistische Analyse

Die primare Zielvariable waren die Differenzen der EPO-Konzentration
innerhalb der einzelnen Studienperioden zwischen Tag 1 und Tag 7.
Daneben wurden die EPO-Konzentrationen am Tag 7 zwischen den
Studienperioden verglichen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen
der EPO-Konzentrationen der unterschiedlichen Diatphasen wurden
bestimmt. Der statistische Vergleich der Konzentrationen erfolgte mittels
einer ANOVA. Zwischen den Untersuchungsgruppen wurden Post-Tests
durchgefihrt. Hierfir wurde ein zweiseitiger, verbundener t-Test mit a-
Adjustierung nach Bonferroni durchgefihrt (Korrigierte
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05).

Die sekundaren Zielvariablen Plasmareninaktivitat (PRA) und Angiotensin
II, bestimmt an den Untersuchungstagen, wurden mittels einer ANOVA
und ggf. anschlieRenden Post-Tests untersucht.

Um eine mdgliche Korrelation zwischen den Plasmakonzentrationen von
Erythropoietin gegeniiber Angiotensin 1l aufzuzeigen, wurden lineare
Regressionsanalysen der Konzentrationen an den Studientagen der

verschiedenen Diatphasen durchgefuhrt.
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Die Inulin- und PAH-Clearance wurde mittels eines Zwei-Kompartiment-
Modelles nach einer Bolusinfusion und an-schlieRender Dauerinfusion
von Inulin und PAH berechnet. Der Vergleich zwischen den einzelnen
Untersuchungsgruppen erfolgte mittels ANOVA und post-t-Tests mit

Korrektur nach Bonferroni.

3.7 Berechnungen

1) Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Far Inulin gilt:

Filtrierte Menge = Ausgeschiedene Menge

— GFR= &V th— [mil/min]
Ip
Ciu = Inulinkonzentration im Urin V, = Urinvolumen [ml]
Cip = Inulinkonzentration im Plasma t = Sammelzeit [min]

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Probanden

muss die GFR auf die Korperoberflache bezogen werden.
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= GFRSTAND =GFR DE [ml/m|n]

KO

KO = Kérperoberflache [m?]
GFRstano = Auf 1,73 m? KO standardisierte GFR.

2) Renaler Plasmafluss (RPF):

Fur PAH gilt:

In die Niere einstromende Menge = Ausgeschiedene Menge

— RPF = & th— [mi/min]
pp
Cpu = PAH-Konzentration im Urin Vy = Urinvolumen [ml]
Cpp = PAH-Konzentration im Plasma t = Sammelzeit [min]

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Probanden

muss die RPF auf die Korperoberflache bezogen werden.
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= RPFSTAND = RPF D% [ml/mln]

KO = Kérperoberflache [m?]
RPFstanp = Auf 1,73 m? KO standardisierter RPF.

Die Berechnung des arteriellen Mitteldruckes (MAD) erfolgte mittels

folgender Gleichung:

1
MAD= RRgt + (2 [(RRyiast) Dg

Im Verlauf eines Studientages wurde den Probanden fiinfmal der Puls,
bzw. der Blutdruck gemessen (vgl. Abb. 3). Um den Einfluss der
unterschiedlichen Diatphasen auf das Herz-, Kreislaufsystem zu
dokumentieren, wurde nur der Wert verwendet, der unmittelbar vor
Beginn des Studientages bestimmt wurde. Die anderen vier dienten der
Uberwachung des Probanden im Verlauf des Studientages und kénnten
durch Manipulationen (z.B. Legen der Infusionsnadeln) oder andere

Ursachen verandert sein.

Die Bestimmung der Koérperoberflache (KO) in Tabelle 1 erfolgte nach
folgender Formel (Du Bois und Du Bois, 1916):
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KO = M%4%° .97 [p 007184

KO = Korperoberflache [m?]
M = Korpermasse [kg]; L = Korperlange [cm]

Die AUCgpo wurde mit der Trapezregel berechnet. Dafir wurde das

Programm Prism (Version 2.01) der Firma Graphpad benutzt.

In den folgenden Grafiken wurden die Ergebnisse als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) der einzelnen Diatphasen

(normal, salzarm, salzreich) dargestellt.
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4 Ergebnisse

Die Abbildungen 4-16 geben einen Uberblick Uber die Daten der

einzelnen Versuchsgruppen.

4.1 Kreislaufparameter

Unter diesem Punkt wurden die Herzfrequenz und der mittlere Blutdruck

zusammengefasst.

4.1.1 Herzfrequenz

Die Abb. 4 stellt die mittlere Herzfrequenz aller Probanden am Ende der
jeweiligen Diatphasen dar.

Innerhalb der drei Studienwochen kam es im Vergleich zwischen den
verschiedenen Diatphasen zu keiner statistisch signifikanten Anderung

der Herzfrequenz.
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Abbildung 4: Darstellung der Herzfrequenz (HF)
(Mittelwert £ SEM)

4.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck

In Abb. 5 wird der mittlere arterielle Blutdruck vergleichend fur alle drei
Diatphasen dargestellt. Es konnte keine statistisch signifikante Anderung

des Blutdruckes in den Diatphasen festgestellt werden.
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Abbildung 5: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAD)
(Mittelwerte + SEM)

4.2 Hamatologische Parameter

Hierunter sind der Hamoglobinwert und der Hamatokritwert

zusammengefasst worden.

- Seite 49 -



4 Ergebnisse

4.2.1 Hamatokrit

Abb. 6 zeigt einen Uberblick Giber die Hamatokritwerte zu Beginn und zu
Ende jeder Studienwoche. An den Untersuchungstagen brachten die

unterschiedlichen Diatphasen keine statistisch signifikante Anderung der

Hamatokritwerte.
—— Normal
450 - —D—Salzarm
—o— Salzreich
42.5 H
=,
= 40.0 +
=
o
e
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Abbildung 6: Darstellung der Hamatokritwerte
(Mittelwerte = SEM)

- Seite 50 -



4 Ergebnisse

4.2.2 Hamoglobin

In Abb. 7 lasst sich die Hamoglobinkonzentration an Tag 1 und Tag 7 der
verschiedenen Diatphasen ablesen. Eine signfikante Veranderung, die
sich auf den unterschiedlichen Salzgehalt der Ernahrung zurickfliihren

lasst, ist nicht nachweisbar.

—— Normal
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Abbildung 7: Hamoglobinwerte
(Mittelwerte = SEM)

- Seite 51 -



4 Ergebnisse

4.3 Glomerulare Filtrationsrate

Abb. 8 zeigt die glomeruldre Filtrationsrate, vergleichend flr alle drei
Diatphasen. Unter normaler Erndhrung wurde eine Filtrationsrate von
86,9 + 4,1 [ml/min/1,73m? KO] gemessen. Am Ende der salzarmen
Diatphase lag die GFR bei 80,4 + 3,2 [mI/min/KO], wahrend die

salzreiche Ernahrung die glomerulare Filtrationsrate auf 101,7 + 3,4
[mI/min/1,73m? KO] signifikant erhohte.
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Abbildung 8: Glomerulére Filtrationsrate (GFR)
(Mittelwert £ SEM; 0= p < 0,05) (KO = Kdrperoberflache)
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4.4 Renaler Plasmafluss

In Abb. 9 ist der Renale Plasmafluss aller drei Didtphasen dargestellt.
Aus der Grafik lasst sich entnehmen, dass der renale Plasmafluss unter
der salzreichen Ernahrung auf 528,1 + 14,3 [ml/min] signifikant
angestiegen ist. Wohingegen der RPF am Ende der salzarmen Diatphase
bei 428,5 + 13,5 [ml/min] lag und sich am Ende der normalen
Ernahrungsphase auf einem ahnlichen Niveau bei 428,1 + 22,0 [ml/min]
befand.
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Abbildung 9: Renaler Plasmafluss (RPF)
(Mittelwert £ SEM; (0= p < 0,05) (KO = Korperoberflache)
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4.5 Urinnatriummenge

Die Abb. 10 zeigt die Menge Natrium, die mit dem 24Std-Sammelurin
ausgeschieden wurde. Dieser wurde in den letzten 24 Stunden vor
Beginn des Studientages der jeweiligen Diatphase gesammelt. Mit
normaler Salzzufuhr konnte eine Urinnatriummenge von 177,4 + 19,8
[mmol/24Std] gemessen werden. In der salzarmen Diatphase wurden
13,3 + 2,9 [mmol/24Std] Urinnatrium ausgeschieden. Am Ende der
Studienwoche mit salzreicher Diat lag der Wert fir das Urinnatrium bei

382,4 + 42,7 [mmol/24Std].

500

400

300

200 —

100

Urinnatrium im 24Std-Urin
[mmol / 24Std]

Normal Salzarm Salzreich
Diatphasen

Abbildung 10: Darstellung des Urinnatriums im 24Std-Sammelurin
(Mittelwert £ SEM; 0= p < 0,001)
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4.6 Plasma-Renin-Aktivitat

Abb. 11 zeigt die Anderung der Plasma-Renin-Aktivitat wahrend der
unterschiedlichen Erndhrungsphasen. Zu Beginn der jeweliligen
Studienwochen lagen die Werte alle auf einem d&hnlichen Niveau
(Salzreich: 0,9 £ 0,1; Normal 0,9 £ 0,2; Salzarm: 0,9 = 0,2 [ng/mi/h]. Im
Laufe der Diatphase mit normaler Salzzufuhr sank die Plasma-Renin-
Aktivitat auf 0,7 £ 0,1 [ng/ml/h] ab. Der Wert am Ende der Studienwoche
mit erhohter Salzzufuhr ging bis auf 0,4 + 0,07 [ng/ml/h] zurlick. Die
Veranderungen im Verlauf dieser Diatphasen sind so gering, dass sich
keine statistische Signifikanz nachweisen lasst.

Demgegentber erhdhte sich jedoch die Plasma-Renin-Aktivitat im Verlauf
der Studienwoche mit salzarmer Diat signifikant (p < 0,05) um mehr als

das dreieinhalbfache auf 3,5 + 0,7 [ng/ml/h].
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Abbildung 11: Darstellung der Plasma-Renin-Aktivitat (PRA)
(Mittelwerte = SEM; 0= p < 0,05)
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4.7 Angiotensin-llI-Konzentration

In Abb. 12 ist die Angiotensin-lI-Konzentration in Abh&ngigkeit der drei
Diatphasen dargestellt. Zu Beginn der drei verschiedenen Studienwochen
sind die Konzentrationen sehr &hnlich. Die Diatphase mit normaler
Ernahrung beginnt mit einer Konzentration von 5,2 + 0,8 [pg/ml], die
Diatphase mit salzarmer Ernahrung mit 4,7 £ 0,6 [pg/ml] und die Woche
mit salzreicher Ernéhrung beginnt mit einer Konzentration von 5,6 + 0,99
[pg/ml]. Im Laufe der jeweiligen Woche sinkt die Konzentration unter
normaler bzw. salzreicher Erndhrung auf 4,96 + 0,52 [pg/ml] bzw. 2,76 £
0,56 [pg/ml] ab.

Die Konzentration in der salzarmen Diatphase steigt jedoch auf 14,5+ 1,1

[pg/ml] signifikant (p < 0,05) an.
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Abbildung 12: Darstellung der Angiotensin-Il-Konzentration
(Mittelwert £ SEM; 0= p < 0,05)
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4.8 Erythropoetin-Konzentration

In Abb. 13 ist der Verlauf der Erythropoetinkonzentration tber die
verschiedenen Erndhrungsphasen dargestellt worden. Aus dem
Diagramm lasst sich entnehmen, dass durch die verschiedenen Arten der
Ernahrung keine signifikante Anderung der Erythropoietin-konzentration

im Plasma erzielt werden konnte.

—— Normal
—{+ Salzarm

12 - )
—eo— Salzreich

EPO-Konzentration [mU/ml]

Tage [d]

Abbildung 13: Verlauf der Erythropoietin-Konzentration
(Mittelwert £ SEM)
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4.8.1 Flache unter der Kurve der Erythropoetin-

Konzentration
Abb. 14 zeigt die Flachen unter den Kurven der Abbildung 13. Auch hier
lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der

jeweiligen Ernahrungsphasen erkennen.
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Abbildung 14: Flache unter der Erythropoetin-Kurve (AUCgpo Uber 7 Tage)
(Mittelwert £ SEM)
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5 Diskussion

Verschiedene klinische Studien lieferten sehr detailierte, aber leider
mehrdeutige Hinweise, dass das Renin-Angiotensin-System (RAAS) beim
Menschen im Rahmen verschiedener Erkrankungen bei der Regulation
der endogenen EPO-Produktion beteiligt ist (Gleiter, 1996 b). So wurden
beispielsweise 1994 Patienten mit Posttransplantationserythrozytose
(PTE) Uber 12 Monate mit Captopril, einem Inhibitor des Angiotensin-
Converting-Enzyms (ACE), behandelt. Das Medikament wurde in einer
Dosierung von 25 mg / 24 Std verabreicht. Bereits nach drei Monaten liel3
sich ein signifikanter Abfall des Hamatokrits und des Hamoglobins
beobachten. Auch die Erythropoetinkonzentration fiel signifikant
(Torregrosa et al., 1994).

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass auch der AT;-Rezeptor
Antagonist Losartan bei Patienten mit (PTE) bei einer Behandlungsdauer
von 14 Wochen und einer Dosierung von 50 mg zu einer Reduzierung
des Hamoglobins, des Hamatokrits und der EPO-Konzentration fluhrt
(Klaassen et al., 1997). Bereits im Rahmen einer Behandlung von nur 4
Wochen mit einer wochentlich um 25 mg ansteigenden Dosierung von
Losartan (25 /50 / 75 / 100 mg) zeigten sich obige Ergebnisse ( Vlahakos
et al., 2001).

Weitere Studien konnten die genannten Ergebnisse verifizieren (Donnelly
et al., 2001; Plata et al., 2002).

2002 wurde eine vergleichende Studie durchgefihrt, die zum einen die

Wirkung des ACE-Hemmers Enalapril (5 mg pro Tag Uber 24 Wochen)
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auf Hamoglobin, Hamatokrit und EPO-Konzentration mit der des AT1-
Inhibitors Losartan (50 mg pro Tag uber 24 Wochen) verglich. Aul3erdem
wurden die Praparate sowohl gesunden Probanden, als auch Patienten,
die an PTE litten verabreicht.

Im Laufe der Studie zeigte sich, dass das Hamoglobin bei den Patienten
mit PTE, die unter Enalapriltherapie standen deutlich starker abfiel als
unter der Losartantherapie. Gleichzeitig wurde noch der insuline-like-
growth-factor-1 untersucht. Dabei zeigte sich, dass sich dieser nur im
Rahmen der Therapie mit dem ACE-Hemmer signifikant veranderte. EPO
blieb unter beiden Wirkstoffen unverandert. Bei den gesunden Probanden
lie3 sich keine signifikante Veranderung aller gemessenen Parameter
beobachten (Wang et al., 2002). Das Ergebnis dieser Studie zeigt die
Komplexitdt der Regulation der Erythropoetinkonzentration. Es gibt
Hinweise, dass noch vollig andere Mechanismen hierbei eine wichtige

Rolle spielen.

In einer vergleichenden Studie zwischen dem (,-Sympathomimetikum
Fenoterol (1,5 pg min™ tber 6 Std) und dem B;-Sympathomimetikum
Dobutamin (5 pg kg min™ iber 6 Std) zeigte sich, dass allein die
Verabreichung von Fenoterol die Erythropoetinproduktion steigerte
(Gleiter et al., 1997 c).

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass sich die
Erythropoetinproduktion bei einer Kombinationsgabe von Fenoterol (1,5
ng min™ tber 6 Std i.v.) und Losartan (50 mg p.o.) nicht veranderte, wohl

aber bei alleiniger Fenoteroltherapie (1,5 pg min® ber 6 Std) eine
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deutliche Erh6hung der Erythropoetinkonzentration zu beobachten war.
(Freudenthaler et al., 1999 a).

Aus diesen und anderen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass
Angiotensin Il bei gesunden Freiwilligen ein direktes Stimulans der EPO-
Produktion sein kann.

In weiterfuhrenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass
Angiotensin Il (1 — 3 pg min™ Uber 6 Std) in der Lage ist, die EPO-
Produktion zu steigern. Diese Wirkung lasst sich durch den AT;-
Rezeptorantagonisten Losartan inhibieren. Der ACE-Hemmer Captopril
ist dazu jedoch nicht in der Lage (Freudenthaler et al., 1999 b; Gossmann
et al., 2001). In einer folgenden Studie konnte gezeigt werden, dass
Angiotensin Il einen dosis-abhéngigen Effekt auf die EPO-Produktion hat,
welcher mit Hilfe von AT,-Rezeptor Antagonisten blockiert werden konnte
(Freudenthaler et al., 2000). Dazu wurde 60 gesunden Probanden
Angiotensin Il in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (1 — 3 pg min*
oder 0,0375 - 0,15 pg min™ Uber jeweils 6 Std) infundiert, wobei die
niedrigere Dosierung den mittleren arteriellen Blutdruck (MAB) der
Probanden nicht veranderte. Jede der beiden Dosierungen wurde einmal
alleine und einmal in Kombination mit Losartan verabreicht. Unter
Angiotensin II-Konzentrationen, die im Vergleich zu den Ausgangswerten
durch die Infusion bis zum Dreifachen erhdht waren, konnten die EPO-
Konzentrationen ebenfalls auf bis zu 230 % gesteigert werden.
(Freudenthaler et al., 2000). Die GroRenordnung der Zunahme der EPO-
Konzentrationen bei Menschen unter intravendser Angiotensin llI-Gabe,
ist mit der bei Hypoxie (bei 13 % O, bzw. auf 4000 m H6he) vergleichbar
(Gleiter et al., 1997; Freudenthaler et al., 2002; Eckardt et al., 1989).
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Im Rahmen unserer Studie konnte die Angiotensin Il-Konzentration
endogen im Verlauf der salzarmen Diatphase in einem ahnlichen Ausmalf3
wie durch die exogene Zufiihrung mit Hilfe von Infusionen auf Uber das

Dreifache gesteigert werden.

Es bleibt jedoch unklar, ob dieser nachgewiesene Effekt von exogenem
Angiotensin Il auf die EPO-Produktion Uber eine direkte Vermittlung tber
AT,-Rezeptoren auf die EPO-produzierenden Zellen erklart werden kann.
Eine andere Moglichkeit wéaren Signalwege, die Uber eine erhohte
Angiotensin IlI-Konzentration verandert werden konnen. In diesem
Zusammenhang ware im Besonderen an eine Vasokonstriktion zu
denken, welche Uber eine nachfolgende lokale, intrarenale Hypoxie ein
Signal fur die EPO-produzierenden Zellen der Niere darstellt.

In aktuellen Forschungsergebnissen wurde narkotisierten Ratten eine
intravendse Angiotensin ll-Infusion (30 ng kg' min® iber 30 min)
verabreicht. Dabei wurde ein Einfluss des Angiotensin |l auf den
gesamten Blutfluss in der Niere, in der Corticalis und der Medulla der
Niere gemessen. Es zeigte sich, dass der renale Blutfluss nach
Angiotensin II-Gabe sank, wohingegen der medullare Blutfluss gestiegen
war. Nach Gabe Blockade der Angiotensin lI-Rezeptoren mit Saralasin (3
ug kg* min? i.v.) stieg der renale Blutfluss an, wéhrend der medulldre
Blutfluss gesunken war. Nach einer selektiven Blockade der ATI1-
Rezeptoren mit Losartan (10 mg kg™) konnte ein Anstieg des kortikalen
Blutflusses beobachtet werden, wohingegen der medullare Blutfluss sich
nicht veradnderte. Im Verlauf der Studie konnte keine Veranderung des

systemischen Blutdruckes beobachtet werden.
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass ein erhdhter Angiotensin Il-
Spiegel bei narkotisierten und chirurgisch préaparierten Ratten,
unabhangig davon ob dieser durch exogene oder endogene
Mechanismen gesteigert wurde, zu keiner Reduktion des medullaren
Blutflusses der Niere fuhrt (Badzynska et al., 2002).

Solche Messungen konnen jedoch nicht in vivo am Menschen

durchgefiihrt werden.

Deshalb wurde unsere Studie durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob
physiologisch veranderte Konzentrationen von endogenem Angiotensin Il
die EPO-Sekretion beeinflussen und die renale Hamodynamik verandern

kdnnten.

Die basalen EPO-Konzentrationen der vorliegenden Studie lagen bei
allen Probanden in einem &hnlichen Bereich und zeigten eine
weitestgehende Ubereinstimmung mit den Werten friherer Studien
(Gleiter et al., 1996 b; Gleiter et al., 1997 a, Freudenthaler et al., 1999 a;
Freudenthaler et al., 2000).

Unser EPO-ELISA-Test, den wir in der Studie verwendeten, gibt fur die
Erythropoetinkonzentration einen Normalbereich von 4 — 25 mU ml™ an.
Demnach lagen die Ausgangswerte von EPO mit 7,46 — 8,76 mU ml™ im
erwarteten Bereich. Die Werte der Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) fur
gesunde Probanden in bequemer liegender Position (0,85 — 0,94 ng ml™
h™!) stimmten mit denen aus der Literatur weitgehend iberein (Karlberg

und Tolagen, 1977). Auch die Ausgangswerte von Angiotensin Il (4,66 —
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5,58 pg ml™) befanden sich gemaR dem verwendeten Testverfahren bei
entspannt auf dem Rucken liegenden Probanden im erwarteten Bereich.
Die Glomerulare Filtrationsrate (GFR) und der renalen Plasmafluss (RPF)
liegen normalerweise zwischen 80 — 140 ml/min pro 1,73 m?
Kérperoberflache (KO) bzw. zwischen 480 — 800 ml/min pro 1,73 m? KO
(Pummer, 1996). Bei normaler Ernahrung pendelte die GFR um den
Mittelwert von 86,85 ml/min pro 1,73 m? KO. Der RPF erreichte in der
normalen Diétphase mit 428,07 ml/min pro 1,73 m? KO nicht ganz den
angegebenen Normbereich, ist aber aufgrund der Probandenzahl von n =
12 als normal zu werten.

Im Rahmen der salzreichen Diatphase erreichte die Natriumkonzentration
bei konstanter Salzeinnahme nach 7 Tagen ein Plateau. Im Vergleich zu
den Werten in der Diatphase mit normaler Ernahrung, stiegen wie
erwartet die GFR auf 117 % und die RPF auf 123 % an. In
Gegenuberstellung der Werte zu Beginn und zu Ende der salzreichen
Diatphase sank dagegen die PRA bzw. das Angiotensin Il auf 44 % bzw.
49 % ihrer Ausgangswerte ab.

Im Laufe der normalen Didtphase blieben die GFR, RPF, PRA und auch
das Angiotensin Il weitgehend unverandert.

Im Vergleich zur Didtphase mit normaler Erndhrung sank die
Natriumausscheidung im 24-Stunden-Sammelurin im Rahmen der
salzarmen Diatphase erwartet deutlich auf 7,5 %. Im Gegensatz dazu
stiegen im Verlauf der Diatphase die PRA auf 405 % und das Angiotensin
[l auf 311 % massiv an.

Die Studie zeigte, dass durch die unterschiedliche Salzkonzentration der

Nahrung der EPO-Spiegel nicht signifikant verandert werden konnte.
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Unter Beriicksichtigung der Tatsache, das nur 10 % des gesamten EPO
Uber die Niere ausgeschieden werden (Alexanian, 1969), erscheint es
unwahrscheinlich, dass die Verdnderungen der GFR zu einer
signifikanten Erhéhung der EPO-Clearance flhren konnen. Mit
Untersuchungen und Studien, die am Menschen durchgefuhrt werden,
kann man selbstverstandlich nichts Uber die unterschiedlichen
Variationen des intrarenalen Blutflusses aussagen. Uber die Nieren
hinaus lassen sich kaum Ruckschlisse tber moégliche Reaktionen der
EPO-Sekretion ziehen.

Schmid et al. untersuchten die Wirkung eines unterschiedlichen
Salzgehaltes der Nahrung auf Angiotensin 1l-Typl-Rezeptoren bei
Ratten. Dazu fihrten sie den Tieren Nahrung mit drei verschiedenen
Salzkonzentrationen (0,2 mg/g KG; 6 mg/g KG und 40 mg/g KG) zu.
Diese Erndhrung wurde Uber 5, 10 und 20 Tage durchgefihrt. Im Laufe
der Erndhrungsphasen wurde regelmafiig die mRNS des AT,-Rezeptors
und der Subtypen ATia- und AT.g-Rezeptor in der Leber, Lunge, Niere
und Nebenniere bestimmt (Schmid et al., 1997). Dabei konnte gezeigt
werden, dass salzreiche und normale Ernahrung zu keiner Veranderung
der Expression des AT;-Rezeptors und der entsprechenden Subtypen
fuhrte. Jedoch fluhrte die salzarme Ernahrung in allen Organen zu einer
Reduzierung AT;a-Rezeptor mRNS mit einem Tiefpunkt zwischen Tag 5
und Tag 10 dieser Didtphase. Die Zahl an AT,z mMRNS blieb jedoch
unverandert. Demzufolge scheint die salzarme Erndhrung selektiv die
Expression des AT a-Rezeptor Gens negativ zu beeinflussen. Allerdings
ist wichtig zu erwahnen, dass im Rahmen dieser Studie nicht zwischen

einzelnen anatomischen Strukturen der Organe unterschieden wurde,

- Seite 67 -



5 Diskussion

sondern dass der absolute Effekt der Salzdiat auf die Zahl der
verschiedenen AT-Rezeptor Subtypen im gesamten Parenchym

gemessen wurde.

Sowohl die bereits in friheren klinischen Studien mit gesunden
Probanden erzielten Ergebnisse, dass durch eine Angiotensin ll-Infusion
in Kombination mit dem selektiven AT;5-Rezeptorblocker Losartan eine
deutliche Veranderung in der EPO-Konzentration erreicht werden kann
(Freudenthaler et al., 1999 b; Freudenthaler et al., 2000; Donnelly et al.,
2001), als auch die Resultate von Schmid et al. kdnnten fir die
Interpretation der Ergebnisse unserer Studie mit Probanden von

Bedeutung sein.

Maoglicherweise flhrte unsere salzarme Diatphase Uber 7 Tage in den
Nieren der Probanden zu einer Herunterregulierung der AT a-Rezeptor
Subtypen. Dadurch wurde der erwartete Anstieg der
Erythropoetinkonzentration, obwohl die Spiegel an endogenem
Angiotensin Il durch die salzarme Ernahrung nahezu verdoppelt werden

konnten, stark abgeschwacht oder sogar blockiert.

Naomi et al. unterzogen in ihrer Studie 14 Patienten mit essentieller
Hypertonie fur jeweils 7 Tage einer salzreichen Didtphase mit 342 mmol
NaCl pro Tag und einer salzarmen Diatphase mit 34 mmol NaCl pro Tag.
Nach Abschluss der Studie konnte gezeigt werden, dass unter salzreicher
Erndhrung (342 mmol NaCl/Tag fir 7 Tage) die mittleren EPO-

Konzentrationen nur schwach, um ca. 35 % anstiegen, wahrend die
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Hamoglobinkonzentrationen und der Hamatokrit sogar absanken (Naomi
et al., 1993). Wahrend der Diatphase mit salzreicher Erndhrung wurden
den Probanden in unserer Studie 100 mg NaCl/kg Korpergewicht
verabreicht (dies entspricht 120 mmol NaCl pro Tag fur eine 70 kg
Person). Die Urinnatriumausscheidung Uber 24 Stunden lag bei den
Probanden mit salzarmer Erndhrung immer in derselben Gréf3enordnung
(13,3 mmol), wahrend mit salzreicher Erndhrung eine vergleichsweise
deutlich erhdhte Ausscheidung erreicht wurde (382,42 mmol). Der
geringere Anstieg der EPO-Konzentration wahrend der salzreichen
Ern&dhrung wurde von Naomi et al. auf Hamodilution, die durch Wasser-
und Salzretention entstanden ist, zuriickgefthrt. In Anbetracht unserer
Ergebnisse sind deren Resultate schwer zu interpretieren. Insbesondere
dadurch, dass diese Studie mit Patienten mit essentieller Hypertonie
(aber normalem Serum-Kreatinin Werten) durchgeftihrt wurde, erscheint
die Deutung umso schwieriger. Dadurch, dass den Patienten ihre
antihypertensive Medikation im Verlauf dieser Studie nicht verabreicht
wurde und der Einfluss eines unbehandelten arteriellen Hypertonus auf
die Nierenhamodynamik bisher unklar ist, ist es besonders schwer die
Resultate dieser Studie zu interpretieren und mit denen unserer Studie zu

vergleichen.

Der Hamatokrit und das Hamoglobin wurden im Verlauf unserer Studie
regelmafig kontrolliert und es zeigten sich keine Kklinisch signifikanten
Veranderungen. Diese Tatsache schliel3t die Moéglichkeit des Einflusses
groRer Verédnderungen der hé&matologischen Parameter auf unser

Studienresultat weitgehend aus.
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Cole et al. zeigten, dass bei Mausen, bei denen das Angiotensin-
converting-enyzyme (ACE) ausgeschaltet wurde und damit Angiotensin |l
in reduzierten Konzentrationen vorkommt, eine Anamie entsteht (Cole et
al., 2000). Bei diesen Mausen konnte nachgewiesen werden, dass die
Plasma-EPO-Spiegel von 1,56 + 0,16 mU ml™* bis 2,71 + 0,29mU ml™
insgesamt nur geringgradig erhoht sind. Die Streuung der Werte liegt
aber noch im Rahmen des Normalbereiches.

Es konnte sogar die Mdglichkeit bestehen, dass in dieser Studie der
geringe Anstieg der EPO-Konzentrationen auf den nicht ausreichenden

Anstieg des Angiotensin II-Spiegels zurtickzuftihren ist.

Die Ergebnisse von Cole widersprechen jedoch nicht der Annahme, dass
das Angiotensin Il die EPO-Sekretion beeinflusst. Vielmehr bestatigen sie
die Erkenntnis, dass fur die Bildung der Erythrozyten sowohl
Erythropoetin, als auch Angiotensin Il notwendig sind. So konnte 1997
anhand von Zellkulturen mit CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen
gezeigt werden, dass unter der Einwirkung von Erythropoetin in
Kombination mit Angiotensin Il eine Zunahme der Proliferation der Zellen
zu beobachten war. Bei Zugabe von Losartan wurde dieser Effekt

komplett antagonisiert (Mrug et al., 1997).

In einer spateren Studie wurde die Notwendigkeit von Angiotensin Il bei
der Bildung der Erythrozyten nochmals etwas genauer untersucht.

Dazu wurden aus der thorakalen Aorta 6-wochen alter Ratten durch
enzymatische Spaltung glatte Muskelzellen der Gefaliwand gewonnen.

Mit Hilfe der aus diesen Zellen gewonnen Kulturen konnte gezeigt
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werden, dass Angiotensin Il unter Normoxie in Zellkulturen den HIF1-
Transkriptionsfaktor induziert. Die Konzentration des Faktors konnte so
gesteigert werden, dass sie uber der bei alleiniger Hypoxie lag (Richard
et al., 2000).

Es kann nur dartber spekuliert werden, in wieweit die Ergebnisse dieser

Studie auch auf den menschlichen Organismus ubertragbar sind.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass unter dem gewahlten
Studiendesign mit gesunden Probanden endogen produziertes
Angiotensin Il nicht signifikant zur physiologischen Regulation der
Produktion von Erythropoetin beitragt. Allerdings besteht durchaus die
Mdoglichkeit, dass unter bestimmten klinischen Bedingungen oder
Umstdnden ein Zusammenspiel von verschiedenen Faktoren zu einem
deutlicheren Effekt des Angiotensin Il auf die EPO-Regulation fuhren
konnte. Wahrscheinlich liel3e sich dieser Effekt dann eher auf der lokalen,

als auf der systemischen Ebene beobachten.
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6 Zusammenfassung

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass Angiotensin Il eine wichtige
Rolle in der physiologischen Regulation der Erythropoetinkonzentration
spielt. Bisher wurde durch die Gabe von exogenem Angiotensin Il die
Wirkung dieser Substanz untersucht. Die Funktion und Wirkung von
endogen produziertem Angiotensin Il wurde aber bisher nicht geklart.

Um die endogene Angiotensin II-Konzentration zu beeinflussen, nutzen
wir in unserer Studie unterschiedliche Salzdiaten. In einem offenen cross-
over Design erhielten 12 mannliche Probanden jeweils tber 7 Tage
randomisiert salzreiche, salzarme oder normale Kost. Uber die gesamte
Dauer der Studie wurde die Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) und die
Angiotensin I[I-Konzentration gemessen. Jeweils am letzten Tag der
Diatphase wurde eine Inulin- und PAH-Clearance zur Bestimmung der
GFR und des RPF durchgefihrt.

In der Diatphase mit salzarmer Erndhrung konnte eine signifikante
Steigerung des Angiotensin Il auf 311 % und der PRA auf 405 % erreicht
werden, wahrend am Ende der salzreichen Diatphase sowohl Angiotensin
I auf 49 %, als auch PRA auf 44 % der Ausgangswerte signifikant
absanken. Demgegenuber stiegen die GFR und der RPF wahrend der
salzreichen Ernahrung auf 117 % bzw. 123 % an. Bei den EPO-
Konzentrationen konnte keine signifikante Anderung beobachtet werden.
Abschie3end lasst sich festhalten, dass, nach unseren Ergebnissen,

erhdhte Angiotensin Il-Konzentrationen bei gesunden Probanden keine
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entscheidende Rolle bei der Regulation der Erythropoetinproduktion zu
haben scheinen.

Die Resultate dieser Studie wurden bereits in Kidney & Blood Pressure
Research veroffentlicht (Freudenthaler et al., 2001) und im British Journal

of Clinical Pharmacology publiziert (Freudenthaler et al., 2003).
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