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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung des K'-Kanalblockers HMR 1556
auf die Nierenfunktion bei Ratten untersucht. HMR 1556 ist ein K-
Kanalblocker, der zur Blockierung von Is- Kanalen im Herz als
Antiarrhythmikum entwickelt wurde [12]. Es zeigte sich, dass diese Kanale aus
2 Proteinen (Untereinheiten) bestehen: KVLQT1 (KCNQ1-Gen) und ISK bzw.
minK (KCNE1-Gen) [2] [27]. Es gibt Hinweise, dass KCNQ1 und KCNE1l
zusammen im proximalen Tubulus der Niere exprimiert werden und dort einen
funktionellen K*-Kanal ausbilden [30] [32] [34].

In Clearance-Experimenten wurde deshalb an Ratten getestet, welche
Auswirkung HMR 1556 auf die Nierenfunktion hat.

1.2 Bisheriger Kenntnisstand

1.2.1 Die Niere

Die Nieren sind das wichtigste Organ zur Regulation des lonen- und
Wasserhaushalts und spielen eine zentrale Rolle bei der Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten und Fremdstoffen. Dartiber hinaus haben die Nieren die
Aufgabe der Regulation des S&ure-Base-Haushalts und der Synthese von
Hormonen wie Renin und Erythropoetin.

Die funktionelle und strukturelle Einheit der Niere ist das Nephron, welches aus
einem Glomerulus mit Bowman-Kapsel und dem Tubulussystem besteht, das in
ein Sammelrohrsystem muindet.

Der Tubulus kann mikroanatomisch in ein proximales und ein distales Konvolut
unterteilt werden, die durch einen geraden, eine Schleife bildenden Abschnitt,
die Henlesche Schleife, verbunden werden. Der Nierenkortex wird in das

kortikale Labyrinth und die Markstrahlen unterteilt. Die Glomerula und das
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proximale und distale Konvolut befinden sich im kortikalen Labyrinth. Dagegen
bilden die kortikalen proximalen und distalen geraden Abschnitte des Tubulus,
die die initialen und terminalen Abschnitte der Henleschen Schleife darstellen,
zusammen mit den kortikalen Sammelrohren die Markstrahlen. In der Medulla
finden sich die medullaren Abschnitte der Sammelrohre sowie die medullaren
auf- und absteigenden Schenkel der Henleschen Schleife.

Das Blut wird in den Glomeruli zunachst filtriert. Das Filtrat wird in den
Nierentubuli weiterbearbeitet. Im proximalen Tubulus steht die Rickresorption
grolRer Mengen von Elektrolyten, Glukose und Aminosauren im Vordergrund.
Die Henle-Schleife tragt zum Gegenstrommechanismus und damit zur
Verdinnung bzw. Konzentrierung des Harns bei. Im distalen Tubulus und den
Sammelrohren wird die Feineinstellung der Elektrolyt- und Wasserresorption

vorgenommen.

1.2.2 Proximaler Tubulus

Im proximalen Tubulus werden 60-70% des glomerularen Filtrats, und dabei
Aminosauren und Glucose fast vollstandig, reabsorbiert. In der basalen
Membran der proximalen Tubuluszellen befindet sich die Na*/K* ATPase, die in
einem aktiven, energieverbrauchenden Transport Na* aus der Zelle in das
Interstitium befordert. Fir je drei ausgeschleuste Na*-lonen werden zwei K'-
lonen eingeschleust. Da die intrazellulare K*-Konzentration hoher ist, diffundiert
K" passiv Uber die basolaterale Membran zuriick in das Interstitium. Dadurch
entsteht eine Potentialdifferenz, das heil3t das Zellinnere ist elektronegativ im
Vergleich zum Extrazellularraum.

Aufgrund der Potentialdifferenz und der niedrigen intrazellularen Na'-
Konzentration stromt Na® passiv aus dem Tubuluslumen (ber spezielle
Transportsysteme in der luminalen Membran (z.B. Kotransport mit Glukose
bzw. Aminoséduren und Gegentransportmechanismen mit Protonen) in die

Tubuluszelle ein.
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Aminosauren und Glukose werden gekoppelt an Na® durch elektrogenen
Kotransport in die Tubuluszelle aufgenommen. Die entstehende Depolarisation
wirde dem Na*-Transport entgegen wirken. Um die Depolarisation zu
minimieren, wird ein K'-Ausstrom induziert und die Zellmembran repolarisiert
[11] [15] [21] [26] (Abb. 1.1).

Lumen Tubuluszelle Interstitium

AS oder
Glukose

Abbildung 1.1: Transportprozesse im proximalen Tubulus. Im proximalen
Tubulus senkt die Na'/K*-ATPase in der basolateralen Membran unter ATP-
Verbrauch die intrazellulare Na*-Konzentration und tragt zum Membranpotential
bei. Gegentransportmechanismen und elektrogener Na‘/Glukose bzw.
Na‘/Aminosaure (AS) Kotransport bewirken eine Depolarisation der
Zellmembran, die eine Aktivierung eines Kaliumkanals verursacht und einen K*-
Ausstrom ins Lumen bedingt um der Depolarisation entgegen zu wirken.
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1.2.3 KCNE1 und KCNQ1 im Herz und anderen Organen

Das KCNE1-Gen kodiert fur ein Protein, das aus 130 Aminosauren besteht. Es
wird angenommen, dass es ein Transmembranprotein ist. Wegen seiner
kompakten Struktur wird dieses K*-Kanalprotein auch ,minK*, oder ,the minimal
K* channel* genannt [24]. Aufgrund geringer GroRe und langsamer Kinetik
(,Slow kinetics®), wird es auch als Isk Protein bezeichnet [10].

Erstmals konnte es in einer Rattenniere nachgewiesen werden: KCNE1 wurde
aus einer Rattenniere geklont und in Xenopus laevis Eizellen exprimiert. Dies
fuhrte zu einem langsam-aktivierten Kaliumstrom [30]. Zuerst nahm man an,
dass KCNEL1 alleine einen Kaliumkanal ausbildet, da sich bei Expression in
verschiedenen Gewebezellen ein messbarer Kaliumstrom zeigte. In manchen
Geweben lie3en sich jedoch keine Kaliumstréme induzieren, so dass man bald
eine zweite Untereinheit identifizierte, die in besagten Geweben nicht exprimiert
wurde. Es wurden initial also nur in solchen Geweben Kaliumstréme gemessen,
in denen dieser Kanal mit beiden Untereinheiten exprimiert wurde [19].
Schliel3lich konnte im Herz nachgewiesen werden, dass KCNE1 alleine keinen
K*-Kanal bildet, aber zusammen mit einer anderen Untereinheit einen
speziellen Kanal ausbilden kann. Der Partner wurde als Produkt des KCNQ1
Gens: KVLQTL1 identifiziert. Das KCNQ1 Gen codiert fur ein Protein, dass aus
604 Aminosauren besteht und sechs Transmembran-Segmenten aufweist [2]
[23] [27] (Abb. 1.2). Das Zusammenwirken von KCNE1 und KCNQZ1 erhoht also
die  Spannungsabhéngigkeit und verdndert die pharmakologischen

Eigenschaften diese Kanals [6].
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Abbildung 1.2: Schematische Kanalstruktur von KCNE1/KCNQ1. KCNQ1
besteht aus sechs TransmembranSegmenten und einer extrazellularen
Schleife, die die Pore (P) zwischen den TransmembranSegmenten 5 und 6
auskleidet. KCNE1 hat nur ein Transmembran-Segment.

Auch im Innenohr bilden KCNE1 und KCNQ1 einen funktionellen K*-Kanal aus
[8] [13] [29]. KCNE1 konnte noch in anderen Organen nachgewiesen werden,
so zum Beispiel in submandibuléaren Driisen, im Uterus von Ratten, im Magen
und in der Blase [4] [5] [30] [36], ebenso im Auge, in Ganglienzellen der Retina
und in Epithelzellen der Kornea [22] [33] [36].

Im Dinndarm und Colon von Mausen konnte KCNQ1 nachgewiesen werden.
Der Nachweis von KCNE1 Expression war dort jedoch nicht mdglich [8] [17]
[28]. KCNQ1 konnte auf3erdem noch im Skelettmuskel, in der Leber, der Lunge,
im Magen und in Ovar und Testis hachgewiesen werden. Beide Untereinheiten,

KCNQ1 und KCNE1, konnten also neben Herz, Innenohr und Niere, in den
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Augen, im Magen, im Pankreas und in submandibul&ren Drisen gemeinsam

nachgewiesen werden [14] [36].

1.2.4 KCNE1lund KCNQ1in der Niere

1988 wurde erstmals das KCNE1 (mink bzw. Isk) Gen aus einer Rattenniere
isoliert. Takumi et al. vermuteten, dass dieses Gen fur einen langsamen
spannungsabhangigen K'-Kanal codiert. In vitro konnte dieser K*-Kanal durch
die K*-Kanalblocker Tetraethylammonium und Ba?* inhibiert werden. Der Kanal
war nicht durch Ca®** zu beeinflussen. Die Stréme, die durch elektrische
Depolarisation erzeugt wurden, waren nur sehr langsam zu aktivieren [31].
1990 konnte das Isk Protein in der luminalen Membran sowohl im proximalen
Konvolut als auch im geraden Teil des proximalen Tubulus der Ratte
nachgewiesen werden [30].

In der Niere der Maus konnten Vallon et al. nachweisen, dass KCNQ1 und
KCNE1 ebenfalls zusammen exprimiert werden; beide im proximalen Tubulus,

namlich im proximalen Konvolut und im geraden Teil [34].

Im Zusammenhang mit diesen Erkenntnissen wurde folgende These aufgestellt:
im proximalen Tubulus entsteht durch den Na'/Glukose bzw. Na*/Aminosaure
Kotransport eine Depolarisation der luminalen Zellmembran, welche die
Aktivierung von K'-Kanalen verursacht, die wiederum einen K-Ausstrom ins
Lumen verursachen [30].

Da KCNE1l und KCNQ1 im proximalen Tubulus der Maus und Ratte bereits
nachgewiesen wurden und Isk-Kanale spannungsabhéangig sind, legt dies den
Verdacht nahe, dass ein Kaliumkanalkomplex bestehend aus KCNQ1 und
KCNE1 in Zusammenhang mit der Repolarisation stehen kdonnte [30] (Abb. 1.3).
Da der Na'/Glucose-Kotransport durch die Blockierung dieses Kanalkomplexes
vermindert wird, sollte man bei Defekten in KCNE1 oder KCNQL1 ein leichtes
Ansteigen der Glukose im Endurin erwarten. Ebenso wiirde man einen Anstieg

von Na*, folglich CI' und Urinvolumen erwarten. Vallon et al. untersuchten die
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Nierenfunktion von KCNE1 knockout Mausen und konnten diese These
bestatigen [34].

Lumen Tubuluszelle Interstitium

AS oder
Glucose

T

Abbildung 1.3: Hypothese zur Funktion von KCNE1/KCNQ1 im proximalen
Tubulus. Transportprozesse im proximalen Tubulus filhren zu einem K-
Ausstrom ins Lumen. Dies koénnte durch eine Aktivierung eines

Kaliumkanalkomplexes, bestehend aus KCNQ1 und KCNE1, verursacht
werden.
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1.2.5 lonenkanalerkrankungen

Es gibt Erkrankungen denen Mutationen in lonenkanalgenen zugrunde liegen.
So wurden beim Menschen unter anderem Mutationen an den Genen KCNQ1
und KCNE1 nachgewiesen. Diese treten im Zusammenhang mit dem Long-QT
Syndrom (LQTS) auf (deshalb auch die urspringliche Bezeichnung KVLQTL1).
LQTS ist eine familiar auftretende Krankheit. Die Patienten haben eine
pathologisch verlangerte QT-Zeit, ein hohes Risiko fur ventrikulare
Tachykardien und sind pradispositioniert fir den plotzlichen Herztod [25].

Man unterscheidet hauptséchlich 2 verschiedene Krankheitsbilder:

Eine autosomal-dominant vererbte Form mit hauptséchlich kardialen
Symptomen (Romano-Ward) und eine seltenere autosomalrezessiv vererbte
Form, die zusatzlich zu den kardialen Symptomen, auch kongenitale Taubheit
aufweist (Jervell and Lange-Nielsen) [2] [23] [27].

Diese Symptome erklaren sich dadurch, dass die Genprodukte von KCNQ1 und
KCNE1 zusammen im Herz als auch im Innenohr einen funktionellen K*-Kanal
bilden. Die Nierenfunktion dieser Patienten wurde bisher nicht untersucht.
Ebenso wird diskutiert, ob KCNQ1 bei dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom
(BWS) eine Rolle spielt [16]. BWS ist ein genetisch bedingtes, angeborenes
Fehlbildungssyndrom. Fur diese Erkrankung sind sowohl fetale Makrosomie als
auch embryonale Tumore, insbesondere der Wilmstumor typisch. Unklar ist bis
heute, ob KCNQL1 hierbei direkt eine Veranderung verursacht, oder nur ein Gen
in der Nahe inaktiviert [17].

1.2.6 Eigenschaften der KCNE1 und der KCNQ1 knockout Maus

Die oben erwahnten Krankheitsbilder und deren klinische Relevanz, sowie die
Betrachtung der Phéanotypen der beiden knockout Mause zeigen, dass der
Kaliumkanalkomplex, bestehend aus KCNE1 und KCNQ1, auch in anderen
Geweben eine bedeutende Rolle in der bisher unbekannten Pathophysiologie

anderer Krankheitsbilder spielen kdnnte.
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KCNE1 knockout M&ause zeigen aul’er einer verlangerten QT-Zeit, sowie
Taubheit mit Stérung des Gleichgewichts und Veranderung des renalen
Natrium- und Glucosetransports, auch einen erhdhten Aldosteronspiegel im
Plasma. In Geweben wie Pankreas, Darm und Lunge konnten ebenfalls
Veranderungen bei KCNE1 knockout Mausen festgestellt werden, die allerdings
noch weitere Untersuchungen benétigen [36].

Die KCNQ1 knockout Mause wiesen Taubheit und Hyperplasien des Magens
auf. AulRerdem zeigten sich im EKG Veranderungen der T- und P-Welle, sowie
eine Verlangerung der QT-Zeit [17]. Die Nierenfunktion wurde bisher nicht

untersucht.

1.3 HMR 1556

Iks-Hemmstoffe wurden urspringlich als neue Klasse Il Antiarrhythmika
entwickelt. Als Vorganger von HMR 1556 wurde Chromanol 293B zur
Blockierung von ks -Kanalen genutzt [7]. Durch die Entwicklung von HMR 1556
konnte eine hohere Selektivitdt bei der Blockierung von Iks-Kanélen erzielt
werden. Die Struktur von HMR 1556 und Chromanol 293 B unterscheidet sich
in folgenden Punkten:

HMR 1556 hat eine Trifluorobutoxyethergruppe in Position 6 und ist ein
Enantiomer. Chromanol 293 B ist im Gegensatz dazu ein Racemat [12].
Loussouarn et al. konnten in ihrer Arbeit belegen, dass Chromanol 293B an die
KCNQ1 Untereinheit bindet, und nicht an KCNEL1 [20].
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Abbildung 1.4: Strukturformel von HMR 1556 [(3R,4S)-(+)-N-(3-Hydroxy-2,2-
dimethyl-6-(4,4,4-trifluorobutoxy)chroman-4-yl]-N-methyl-ethansulfonamid

Es zeigte sich weiterhin, dass HMR 1556 wesentlich starker ks-Kanéle blockiert
als sein Vorganger. Ferner fand man heraus, dass die KCNE1 Untereinheit
dieser Kanale den inhibitorischen Effekt erhohte. KCNE1/KCNQ1 Komplexe
erhohten den Effekt von HMR 1556 im Gegensatz zu homomeren KCNQ1
Kanalen.

Daraus lie3 sich schlieBen, dass KCNE1-Proteine zwar nicht direkt von
Chromanolen inhibiert werden, KCNE1 jedoch eine allosterische Veranderung
des Partners KCNQ1 hervorruft [18]. Dies konnte unter anderem auch schon
bei dem ks Hemmstoff Chromanol 293B festgestellt werden. Koexpression von
KCNE1 und KCNQ1 Untereinheiten zeigten eine hohere Affinitat fur diese
Blocker als KCNE1 alleine [6]. Dies wirde auch zu der Hypothese passen, dass

KCNEL1 als Regulatorprotein fungiert [1].
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1.4 Eigene Fragestellung

Wenn KCNQ1 und KCNE1 im proximalen Tubulus zusammen einen
funktionellen K*-Kanal bilden und KCNQ1 dabei die Kanalpore bildet, dann
sollte HMR 1556 als Hemmstoff dieses Kanalkomplexes eine Wirkung erzielen,
die dem Phanotyp der KCNE1 knockout Maus ahnlich ist; das heil3t moderat
erhohte fraktionelle Ausscheidung von Na™, CI, Urinvolumen und Glukose [34].
Um diese Frage zu untersuchen, wurden Clearance-Experimente an
narkotisierten Ratten durchgefihrt und die Wirkung von HMR 1556 auf die
Nierenfunktion untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur alle Versuche wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten der Firma
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Tiere wurden in
Macrodex® Standardkafigen (Fa. Ehret, Freiburg, Deutschland) bei konstanter
Temperatur von 22,5°, 12-stindigem Hell-Dunkel-Rhythmus und 50% relativer
Luftfeuchtigkeit gehalten. Freier Zugang zu Leitungswasser und Standard-
Nagerfutter (Altromin 1320, 4% NaCl, Fa. Altromin, Lage, Deutschland) war

gewabhrleistet.

2.2 Experimenteller Ablauf

2.2.1 Narkotisierung und Praparation

Die Ratten wurden am Versuchstag gewogen und durch intraperitoneale Gabe
von Inactin® (Thiobutabarbital, 100 mg/kg, gelost in 0,85% NaCl, 100 mg/ml,
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) narkotisiert. Bei Bedarf
wurde zusétzlich 1/3 der Ausgangsmenge nachappliziert. Die Ratten hatten am
Versuchstag ein Gewicht zwischen 256 und 330 g.

Nach Wirkungseintritt (wenige Minuten) wurden die Versuchstiere sofort in
Ruckenlage auf den vorgeheizten Operationstisch (Fa. Effenberger, Pfaffing,
Deutschland) gelegt. Um ein Absinken der Korpertemperatur zu vermeiden
wurde eine rektale Temperatursonde (Goedecke Forschung und Entwicklung,
Freiburg, Deutschland) eingeflihrt, fixiert und die Solltemperatur auf 37°C
eingestellt. Um die Préparation zu erleichtern wurden Fadenschlingen um die
Extremitaten und die oberen Schneidezahne gelegt, die mit Klebestreifen am
Operationstisch befestigt wurden.

Als erstes wurden die Ratten tracheotomiert, um eine Verlegung der Atemwege

zu verhindern. Das Fell des Halses wurde mit Paraffindl (Fa. Merck, Darmstadt,
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Deutschland) betraufelt und ein etwa 2 cm langer suprasternaler Hautschnitt in
Medianlinie erfolgte. Die infrahyoidale Muskulatur wurde freigelegt und die
Laminae der Halsfaszie samt dem M. sternohyoideus sowie dem M.
sternothyroideus median gespreizt, um die Trachea freizulegen.

Unter Schonung aller Gefale und Nerven wurde eine Fadenschlinge (S.M.I.
AG, Hunningen, Belgien) um die Trachea vorgelegt. Diese wurde mittels einer
Mikro-Federschere  (Operationsinstrumente: Fa. Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) zwischen zwei Knorpelspangen eingeschnitten. Ein etwa 3cm
langer Trachealtubus (Polyethylen-Schlauch, Innendurchmesser: 1,57 mm;
Aulendurchmesser: 2,08 mm; Fa. Labomedic, Deutschland) wurde dann etwa
lcm tief in die Trachea eingefiihrt und anschlie@end mit dem vorgelegten
Faden fixiert.

AnschlieRend wurde unter stereomikroskopischer Sicht (Fa. Wild M3C,
Heerbrugg, Schweiz) die V. jugularis interna freigelegt, kranial ligiert, kaudal
eine Fadenschlinge vorgelegt, mit der Mikro-Federschere das Gefal3 erdffnet
und ein Polethylenr (PE) katheter (Innendurchmesser. 0,58 mm;
AufRendurchmesser: 0,96 mm; Fa. Labomedic, Deutschland) eingefihrt und
ebenfalls mit dem vorgelegten Faden und dem Ligaturfaden fixiert. Dieser
Katheter wurde an eine Infusionspumpe angeschlossen, tiber den wahrend der
restlichen Praparationszeit und einen Teil der Aquillibrierungsphase 0,85%
NaCl bzw. zur Bestimmung der GFR *H-Inulin infundiert wurde.

Als nachstes wurde ein etwa 2 cm langer Schnitt entlang der linken Leistenfalte
durchgefuhrt. Die Vasa epigastrica wurden freigelegt, von dem parallel
verlaufenden N. femoralis getrennt und mit Hilfe zweier Ligaturen unterbunden
und durchschnitten.

Die nun gut sichtbaren Femoralisgefa3e wurden vom N. femoralis getrennt und
distal der epigastrischen Gefalle mit einem Faden ligiert. Vena und Arteria
femoralis wurden vorsichtig voneinander geltst und soweit kranial wie moglich

jeweils zwei weitere Faden vorgelegt.
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Sowohl am distalen Faden, als auch an einem der proximal vorgelegten Faden
der Arterie und Vene wurde eine Klemme befestigt. Arterie und Vene konnten
somit unter vorsichtigem Zug an diesen Klemmen unter dem Stereomikroskop
inzidiert und katheterisiert werden. Die beiden eingefuhrten PE Katheter wurden
fixiert. Der A. femoralis Katheter wurde an ein Blutdruck- und Pulsmessgerat
(Fa. Hellige) angeschlossen, wobei die Kalibrierung des Gerates regelmaliig mit
Hilfe einer Quecksilbersdule (Fa. C.F. Palmer, London, Grol3britannien)
Uberprift wurde. Mit einer Heparinlésung (Fa. Braun-Melsungen, Deutschland)
wurde der A. femoralis Katheter durchgespilt, um eine Verlegung durch
geronnenes Blut zu verhindern.

Der V. femoralis Katheter wurde an einen Perfusor (Perfusor® Secura, Fa.
Braun-Melsungen, Deutschland) angeschlossen, lber den 0,85% NaCl
infundiert und zu gegebenem Zeitpunkt HMR 1556 bzw. Vehikelldsung
appliziert wurde.

Im nachsten Schritt wurde die Harnblase katheterisiert. Dazu wurde ein
suprapubischer, etwa 0,5 cm langer Hautschnitt durchgefiihrt. Die
Abdominalmuskulatur und das Peritoneum entlang der Linea alba wurden
vorsichtig gespalten. Die Harnblase wurde aus dem Peritonealraum
herausluxiert und mit einer Klemme fixiert. Zwei Fadenschlingen wurden um die
Blase vorgelegt, moéglichst weit kranial ohne Verletzung der BlasengefalRe
inzidiert, der Blasenkatheter eingebracht und mit den vorgelegten Schlingen
fixiert. Zur Herstellung des Blasenkatheters wurde das in die Blase
einzubringendes Ende des PE-Schlauchs Uber einer Bunsenbrennerflamme
erhitzt und plattformartig verformt unter gleichzeitiger Beibehaltung des
Lumens. Dies gewdhrleistete eine sichere Fixierung in der Blase. Anschliel3end
wurde die Blase wieder in der Bauchhohle versenkt.

Zum Schluss wurde die Ratte in Rechtsseitenlage gebracht, die um die
Extremitaten und die Schneidezahne geschlungenen Faden neu befestigt und
ein Eppendorf-Gefal3 (Eppendorf Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Safe-Lock
2,0 ml) unter den Blasenkatheter gestellt um den Urin zu sammelin.
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2.2.2 Ablauf der Experimente

Nach ca. 30-minitiger Praparation und einer 5-minitigen ,Bolus-Infusion“ von
1 ml 0,85% NaCl (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) zur Sicherstellung der
Flussigkeitszufuhr der Ratte, folgte eine Stabilisierungsphase von 90 Minuten.
Wahrend der Stabilisierungsphase erhielten die Ratten ein Gesamtinfusions-
Volumen von 3 ml/h iber 2 Perfusoren. Uber die V. femoralis wurden 2 ml/h
NaCl infundiert, tber die V. jugularis in den ersten 30 Minuten 1 ml/h 0,85%
NacCl, dann wurde eine 3H-Inulinlésung (2,25 puCi/ml 0,85% NacCl, Fa. Biotrend,
Kdln, Deutschland), ebenfalls 1 ml/h, angehédngt. Nach Beendigung der
Stabilisierungs-Phase konnte mit dem eigentlichen Experiment begonnen
werden.

Der Ablauf gliederte sich in insgesamt 2 Perioden a 40 Minuten. In der ersten
Periode (Periode 1) erhielten alle Tiere weiterhin oben genanntes
Infusionsprotokoll. Zu Anfang, in der Mitte und am Ende der Periode wurde
jeweils Blutdruck und Puls registriert und Uber den in der A. femoralis liegenden
Katheter Blut abgenommen (pro Blutabnahme ~ 2 x 75 pl). Urin wurde wahrend
jeder Periode quantitativ gesammelt.

Nach Periode 1 wurde kurzzeitig der Perfusor der V. femoralis abgeschaltet
und ein Bolus mit HMR 1556 (3 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,03 mg/kg 0,003 mg/kg)

bzw. mit Vehikelldsung gegeben.

Herstellung der Vehikellésung:
3,3 % DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland); 96,7 %
Polyethylenglycol 400 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Bolusvolumen insgesamt:
283,125 pl/kg

Der Bolus wurde Uber 3 min gegeben um die Infusionsrate beizubehalten. Vor

und nach der Bolusflissigkeit wurde eine kleine Luftblase im Infusionsschlauch
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platziert um eine Vermischung der Lésung mit verbleibendem NaCl und somit
eine Ausfallung von HMR 1556 zu vermeiden. Nach vollstandigem Ubertritt der
Bolusflussigkeit in die Ratte, schloss sich eine 5-minttige Stabilisierungsperiode
an, bevor mit der experimentellen Periode 2 begonnen wurde. Das

Infusionsprotokoll entsprach dem selben Protokoll wie vor der Gabe des Bolus.

Inactin® Bolus (Uber 3 min) i.v.

100 mg/kg i.p. Vehikel/HMR1556

| Chirurg. Préap. | Stabilisierungsphase | Periode 1 | | Periode 2 |
-30 0 90 130 140 180 min
V. femoralis 0,85% NaCl 2,0 ml/h 0,85% NaCl 2,0 ml/h

Katheter

Bolus (Uber 5 min) i.v.
0,85% NaCl

0,85%
V. jugularis NaCl 0,85 % NaCl + 3H-Inulin 1,0 ml/h
Katheter I mi’h

Abbildung 2.1: Versuchsablauf der Experimente. Nach Einleitung der
Inactin®-Narkose und Beendigung der chirurgische Préparation schloss sich
eine Stabilisierungsphase an. Zur Untersuchung der GFR wurde *H-Inulin
infundiert. Im Anschluss an die Periode 1 wurde entweder Vehikel oder HMR
1556 in unterschiedlichen Dosierungen als Bolus appliziert. Es schloss sich die
experimentelle Periode2 an.

Um das Bolusvolumen mdglichst gering zu halten wurde die Zusammensetzung
von Polyethylenglycol 400 und DMSO so optimiert, dass HMR 1556 bei der
hdchsten Dosis ( 3 mg/kg ) nicht ausfiel und DMSO/PEG 400 keine Hamolyse
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verursachte. Deshalb war es notwendig einen zweiten vendsen Zugang (V.
femoralis) zu legen. Die Boluslosung durfte im Katheter nicht mit NacCl
zusammentreffen, um ein Ausfallen zu verhindern. Sobald die Boluslésung im
Kreislauf des Tieres angekommen ist, wird HMR 1556, wie jede lipophile
Substanz im Blut an Albumin gebunden. Die Infusion tber den V. jugularis-
Katheter sollte aber nicht unterbrochen werden, da sonst ein konstanter H-—

Inulin Spiegel nicht mehr gewéhrleistet gewesen waére.

2.3 Analytik

231 Mittlerer Arterieller Blutdruck und Herzfrequenz

Systolischer (Psys) und diastolischer (Pgia) Blutdruck wurden von den
Aufzeichnungen des Blutdruckmessgerats (Hellige GmbH, Freiburg,
Deutschland) ermittelt. Mittlerer Arterieller Blutdruck (MAP) wurde wie folgt

errechnet:

Die Herzfrequenz (HF) inl1l/min wurde anhand der pulsatorischen

Blutdruckregistrierungen ausgezahlt.

2.3.2 Hamatokrit

Uber den A. femoralis Katheter wurde Blut in heparinisierten Glaskapillaren
(Fa. Brand, Wertheim, Deutschland) gesammelt, die an der einen Seite mit
Hamatokrit (Hk)}-Versiegelungskitt (Fa. Brand, Wertheim, Deutschland)
verschlossen und anschlie3end ca. 3 Minuten zentrifugiert wurden (Zentrifuge:
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland). Anhand des prozentualen Anteils

der korpuskuldren Elemente zum S&auleninhalt wurde der Hk bestimmt. Der
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Uberstand nichtkorpuskularer Anteile (Plasma) wurde in EppendorfgefaRen

gesammelt und dann entsprechend weiterverarbeitet.

2.3.3 Urinzeitvolumen
Das Urinvolumen (Uyo) wurde gravimetrisch bestimmt, dieses auf die 40-
mindtigen Sammelperioden bezogen und so das Urinzeitvolumen (UZV)

bestimmt:

UZV = Uyg /40 min

Die Fraktionelle Flussigkeitsausscheidung (FAg) wurde wie folgt bestimmit:

FA: =(UZV/GFR) x 100

2.3.4  Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate

Die glomerulére Filtrationsrate (GFR) ist das pro Zeiteinheit von allen Glomeruli
beider Nieren aus dem Blut gebildete Filtratvolumen. Da Inulin frei filtriert, aber
weder metabolisiert, noch resorbiert oder sezerniert wird, entspricht die Inulin
Clearance der GFR.

Je 2 x 10 ul Urin bzw. Plasma wurden in SzintillationsgefaRe (Midi-Vial Fa.
Packard, Niederlande) pipettiert und mit 5 ml Szintillationsflissigkeit (Ultima
Gold, Fa. Packard, Niederlande) vermischt.

Die bei Zerfall des 3H-markierten Inulins freiwerdende (3Strahlung wurde von
der Szintillationsflissigkeit in Lichtblitze umgewandelt, welche dann durch einen
B-Counter (2550 TR, Fa. Packard, Niederlande) erfasst wurden. Die
Berechnung der GFR erfolgte aus den Mittelwerten der Doppelbestimmungen.
Dazu wurde die 3H Aktivitat im Plasma @Hpjasma) und die 3H Aktivitat im Urin

(®Hurin) sowie das Urinzeitvolumen (UZV) verwendet:

GFR =U2ZV X 3H yrin / *Hpiasma
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2.35 Bestimmung der Natrium - und Kaliumausscheidung

Die Natrium- und Kaliumkonzentration in Urin und Plasmaproben wurden
flammenphotometrisch (ELEX 6361, Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH,
Hamburg, Deutschland) gemessen. Jeweils 10 pl Probe bzw. Standardiésung
(Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland) wurden mit 1 ml
(Plasma) bzw. 2 ml (Urin) Lithiumlésung in 1,5 bzw. 2 ml grol3en
Eppendorfgefallen gemischt.

Lithiumlosung (Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland) diente
als Nullwert der Messung und zur Aufbereitung der Proben. Da vor allem in
den Plasmaproben Proteine ausfallen und die Messung beeintrachtigen,
wurden die Proben Uber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt und am néchsten
Morgen abzentrifugiert. War eine Urinprobe zu stark konzentriert, so wurde die

Probe verdinnt (Verdinnungsfaktor 1:2).

Die Elekrolytausscheidung (Una® bzw. Ug"), gibt die pro Zeiteinheit

ausgeschiedene Elektrolytmenge an:

Una' bzw. Ux" = [Na'] Urin bzw. [K*] Urin x UZV

Die Fraktionelle Natrium- und Kaliumausscheidung ( FA na+, FA «k+) wurde wie

folgt berechnet:

FA na+» FAk+ = (Una” bzw. U" )/( GFR x [Na'] Plasma bzw.[K*] Plasma) x 100

wobei [Na'] Plasma bzw. [ K'] Plasma die Natrium- bzw. Kaliumkonzentration

im Plasma ist.
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2.3.6 Bestimmung der Chloridausscheidung

Die Chloridkonzentration in Urin und Plasma wurde am Chloridmeter (6610,
Eppendorf Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland) bestimmt.

Das Gerat arbeitet nach einem coulometrischen Verfahren, bei dem
Silberionen erzeugt und durch einen Indikatorstrom zwischen zwei
Silberelektroden gemessen werden. Die Hohe des Indikatorstroms ist der
Silberionenkonzentration in der Elektrolytlosung ( 15 ml Essigséure-
Salpetersaure-Loésung + 1 ml Gelatine-Lésung, Eppendorf Netheler-Hinz-
GmbH, Hamburg, Deutschland) proportional. Das Probenvolumen betrug 25 pl,

es wurden Einzelbestimmungen durchgefihrt.

Die Chloridausscheidung (Ug) gibt die pro Zeiteinheit ausgeschiedene

Chloridmenge an:

Uc =[Cl]Urin x UZV

Die Fraktionelle Chloridausscheidung (FA ¢) wurde wie folgt berechnet:

FA ci=(Uc )/(GFR x[CI] Plasma ) x 100

wobei [CI] Plasma die Chloridkonzentration im Plasma ist.
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2.3.7 Bestimmung der Glukoseausscheidung

Glukose wurde mit INFINITY ™ — Glukose—-Reagenz (17-25; Sigma
Diagnostics, Deisenhofen, Deutschland) in Plasma und Urin bestimmt.

Zur Bestimmung wurden je 3 pl Probe bendétigt. Da Glukose bei
Zimmertemperatur nur wenige Stunden stabil bleibt, wurden sofort von den
Proben 10 pl abpipettiert und in 0,5 ml Eppendorfgefalien separat eingefroren.
Am Messtag wurden die Proben aufgetaut und je 3 pl zur Doppelbestimmung in
Eppendorfgefalie pipettiert. Nach Zugabe von 300 pl Glukose-Reagenz wurden
die Proben 3 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend photometrisch (Fa.
Hitachi, Spektralphotometer, Modell U-3000) untersucht.

Die Glukoseausscheidung (Ugic) gibt die pro Zeiteinheit ausgeschiedene

Glukosemenge an:

Ugiue =[Gluc]Urin x UZV

Die Fraktionelle Glukoseausscheidung (FA ciuc) wurde wie folgt berechnet:

FA Giuc = (Uce Y(GFR x [Gluc] Plasma ) x 100

wobei [Gluc] Plasma die Glukosekonzentration im Plasma ist.
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2.4  Statistik

Fur die Periode 1 und die Periode 2 wurden jeweils die Mittelwerte mit den
dazugehdorigen Standardfehlern (SEM) bestimmt. Zur statistische Auswertung
wurden fur jeden betrachteten Wert Periode 1 mit Periode 2 im zweiseitig
gepaarten tTest verglichen. Als statistisch signifikant wurden pWerte <0,05
angesehen. Da mehrere Tests in der selben Gruppe durchgefiihrt wurden,
wurde das Signifikanzniveau entsprechend der Anzahl der durchgefiihrten
Tests reduziert (Bonferroni-Korrektur). Die Daten sind als Mittelwert =+

Standardfehler angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich basaler Werte aller Gruppen

Die Ausgangsparameter wie Gewicht, sowie die in Periode 1 der Clearance-
Experimente gemessenen Parameter wie Blutdruck, Herzfrequenz, die
Elektrolyt- und Glucosekonzentration im Plasma und die renale Ausscheidung
unterschieden sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht signifikant. In den
Tabellen 7.2.1, 7.2.2, und 7.2.3 im Anhang sind die absoluten Mittelwerte der
einzelnen Parameter unter basalen Bedingungen (Periode 1), sowie nach Gabe
von Vehikel bzw. HMR 1556 wiedergegeben (Periode 2).

3.2 Wirkung des K*-Kanalblockers HMR 1556

In den folgenden Abbildungen werden die Mittelwerte der absoluten
Anderungen in Periode 2 versus Periode 1 mit den dazugehorigen
Standardfehlern wiedergegeben. Zur statistischen Auswertung wurden flr jeden
betrachteten Wert die Daten aus den Perioden 1 und 2 im zweiseitig gepaarten

t-Test verglichen.

3.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz

Weder die Applikation von Vehikel noch von HMR 1556 veranderte den
mittleren arteriellen Blutdruck oder die Herzfrequenz in signifikanter Weise.
(Abb. 3.1) (Abb. 3.2)
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Abbildung 3.1: Anderung des mittleren arteriellen Blutdrucks nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) des mittleren arteriellen Blutdrucks innerhalb der
gepaarten Experimente (n=10-11). Der mittlere arterielle Blutdruck veranderte
sich nicht signifikant nach Gabe von HMR 1556.
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Herzfrequenz
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Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/kg 0,3 mg/kg 3 mg/kg

Abbildung 3.2: Anderung der Herzfrequenz nach Gabe von HMR 1556.
Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung (Periode2-Periodel) der
Herzfrequenz innerhalb der gepaarten Experimente (n=10-11). Die
Herzfrequenz veranderte sich nicht signifikant nach Gabe von HMR 1556.
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3.2.2 Glomeruléare Filtrationsrate
Weder die Applikation von Vehikel noch von HMR 1556 verdnderte die

glomerulare Filtrationsrate in signifikanter Weise. (Abb. 3.3)

GFR
05
04
03 -
c
E
[=
02
01 [ [ T T

0,0 T T T T T
Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/kg 0,3 mg/kg 3 mg/kg

Abbildung 3.3: Anderung der glomeruléren Filtrationsrate nach Gabe von
HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung (Periode2-

Periodel) der glomerularen Filtrationsrate innerhalb der gepaarten Experimente
(n=10-11). Die glomerulare Filtrationsrate veranderte sich nach Gabe von HMR

1556 nicht signifikant.
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3.2.3 Urinzeitvolumen und fraktionelle Flissigkeitsausscheidung

Die Gabe von Vehikellosung hatte keinen signifikanten Einfluss auf das
Urinzeitvolumen oder die fraktionelle Flissigkeitsausscheidung. Im Gegensatz
dazu erhohte die Applikation von HMR 1556 das Urinzeitvolumen und die
fraktionelle Flussigkeitsausscheidung dosisabhangig. In einer Dosierung von 3
mg/kg, 0,3 mg/kg als auch bei 0,03 mg/kg waren das Urinzeitvolumen und die

fraktionelle Flussigkeitsausscheidung signifikant erhdht. (Abb. 3.4 und Abb. 3.5)

Urinzeitvolumen

30

. -

p/min
[E=N
(6]
|

10

S

0 T T T T T
Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/kg 0,3 mg/kg 3 mg/kg

Abbildung 3.4: Anderung des Urinzeitvolumens nach Gabe von HMR 1556.

Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung (Periode2-Periodel) des
Urinzeitvolumens innerhalb der gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2
vs. Periodel) (n=10-11) . Das Urinzeitvolumen nahm dosisabh&angig nach Gabe

von HMR 1556 zu.
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Fraktionelle Flussigkeitsausscheidung

1,4
1,2

1,0 4 *

*
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0,6 _|,

0,4 1

0.2 % T

Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/kg 0,3 mg/kg 3 mg/kg

Abbildung 3.5: Anderung der fraktionellen Flussigkeitsausscheidung nach
Gabe von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der fraktionellen Flussigkeitsausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel) (n=10-11) . Die
fraktionelle Flussigkeitsausscheidung nahm dosisabhangig nach Gabe von
HMR 1556 zu.

3.2.4 Renale Natriumausscheidung

Die Applikation von HMR 1556 erhodhte die absolute und fraktionelle renale
Natriumausscheidung nur bei einer Dosis von 3 mg/kg in Uberzeugender und
signifikanter Weise. Gabe von HMR 1556 in den Dosierungen von 0,003 mg/kg,
0,03 mg/kg und 0,3 mg/kg ergaben Werte fir die renale Natriumausscheidung,
die im Bereich der Werte lagen wie sie fir die Vehikelgabe bestimmt wurden.

Dabei ergab sich fur die Dosis von 0,03 mg/kg ein signifikanter Unterschied in
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Periode 2 versus Periode 1, da die Streuung in der Gruppe relativ gering war.
(Abb. 3.6 und Abb. 3.7)

Absolute Natriumausscheidung

pmol/min

O T T T T T
Vehikel 0,003 mg/Kg 0,03 mg/Kg 0,3 mg/Kg 3 mg/Kg

Abbildung 3.6: Anderung der absoluten Natriumausscheidung nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der absoluten Natriumausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel) (n=10-11). Die
absolute Natriumausscheidung nahm in signifikanter und Uberzeugender Weise
nach Gabe von HMR 1556 in einer Dosis von 3 mg/kg zu.
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Fraktionelle Natriumauscheidung
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Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/Kg 0,3 mg/kg 3 mg/Kg

Abbildung 3.7: Anderung der fraktionellen Natriumausscheidung nach
Gabe von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der fraktionellen Natriumausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel) (n=10-11). Die
fraktionelle Natriumausscheidung nahm in signifikanter und Uberzeugender
Weise nach Gabe von HMR 1556 in einer Dosis von 3 mg/kg zu.
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3.2.5 Renale Kaliumausscheidung
Weder die Applikation von Vehikel noch von HMR 1556 verdnderte die renale

Kaliumausscheidung in signifikanter Weise. (Abb. 3.8 und 3.9)

Absolute Kaliumausscheidung

pmol/min

T
0%% LT

Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/kg 0,3 mg/kg 3 mg/kg

Abbildung 3.8: Anderung der absoluten Kaliumausscheidung nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der absoluten Kaliumausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente (n=10-11). Die absolute Kaliumausscheidung
veranderte sich nach Gabe von HMR 1556 nicht signifikant.
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Fraktionelle Kaliumausscheidung
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Abbildung 3.9: Anderung der fraktionellen Kaliumausscheidung nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der fraktionellen Kaliumausscheidung innerhab der
gepaarten Experimente (n=10-11). Die fraktionelle Kaliumausscheidung
veranderte sich nach Gabe von HMR 1556 nicht signifikant.
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3.2.6 Renale Chloridausscheidung

Die Gabe von Vehikellésung hatte keinen signifikanten Einfluss auf die renale
Chloridausscheidung. Im Gegensatz dazu erhohte die Applikation von HMR
1556 die renale Chloridausscheidung dosisabhangig. In einer Dosierung von 3
mg/kg, bei 0,3 mg/kg als auch bei 0,03 mg/kg waren die absolute
Chloridausscheidung und die fraktionelle Chloridausscheidung signifikant
erhoht. (Abb. 3.10 und Abb. 3.11)

Absolute Chloridausscheidung

pmol/min
N

O T T T T T
Vehikel 0,003 mg/Kg 0,03 mg/Kg 0,3 mg/Kg 3 mg/Kg

Abbildung 3.10: Anderung der absoluten Chloridausscheidung nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der Chloridausscheidung innerhalb der gepaarten
Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel) (n=10-11). Die absolute
Chloridausscheidung nahm dosisabhangig nach Gabe von HMR 1556 zu.
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Fraktionelle Chloridausscheidung
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Abbildung 3.11: Anderung der fraktionellen Chloridausscheidung nach
Gabe von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der fraktionellen Chloridausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel) (n=10-11). Die
fraktionelle Chloridausscheidung nahm dosisabhangig nach Gabe von HMR
1556 zu.
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3.2.7 Renale Glukoseausscheidung

Vehikelgabe fuhrte zu einer moderaten aber signifikanten Erhohung der
absoluten und fraktionellen Glukoseausscheidung. Nach Applikation von HMR
1556 konnte eine signifikante Erhohung nur bei 0,3 mg/kg festgestellt werden.
Beim ungepaarten Vergleich erwiesen sich die Anstiege durch 0,3 mg/kg HMR
1556 als signifikant groRer im Vergleich zu der Vehikelgruppe. (Abb. 3.12 und
Abb. 3.13)

Glukoseausscheidung
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Vehikel 0,003 mg/kg 0,03 mg/Kg 0,3 mg/Kg 3 mg/kg

Abbildung 3.12: Anderung der absoluten Glukoseausscheidung nach Gabe
von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der Glukoseausscheidung innerhalb der gepaarten
Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel). § p<0,0125 (HMR 1556 vs.
Vehikel ) (n=10-11). Nach Gabe von HMR 1556 konnte eine eindeutige Wirkung
auf die absolute Glukoseausscheidung nur fir eine Dosis von 0,3 mg/kg
festgestellt werden.
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Fraktionelle Glukoseausscheidung
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Abbildung 3.13: Anderung der fraktionellen Glukoseausscheidung nach
Gabe von HMR 1556. Dargestellt ist der Mittelwert der absoluten Anderung
(Periode2-Periodel) der fraktionellen Glukoseausscheidung innerhalb der
gepaarten Experimente. * p < 0,05 (Periode2 vs. Periodel). 8§ p<0,0125 (HMR
1556 vs. Vehikel) (n=10-11). Nach Gabe von HMR 1556 konnte eine eindeutige
Wirkung auf die fraktionelle Glukoseausscheidung nur fur eine Dosis von 0,3
mg/kg festgestellt werden.
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4. Diskussion

4.1 Hintergrund der Untersuchungen

Vorausgegangene Untersuchungen an Mausen implizierten, dass ein
Kaliumstrom in das Tubuluslumen durch einen K'-Kanal, bestehend aus den
Untereinheiten KCNE1 und KCNQ1, im proximalen Tubulus der Depolarisation
bei elektrogenem Kotransport von Na* mit Glukose oder Aminosauren entgegen
wirkt. In dieser Arbeit wurde die Wirkung von HMR 1556 auf die Nierenfunktion
bei Ratten untersucht, einem Hemmstoff der im Herz auf einen K'-Kanal mit

den selben Untereinheiten wirkt.

4.2 Versuchsbedingungen

4.2.1 Clearance-Experimente

An narkotisierten Ratten konnen Versuchsbedingungen gut standardisiert
werden. Durch Verwendung von Inzuchtstdmmen ist eine gute Vergleichbarkeit
der ermittelten Daten moglich. Die einzelnen Préparationsschritte und die
experimentelle Ausfihrung des Versuchs erfolgten nach einer standardisierten
Reihenfolge. Durch eine 90-mindtige Stabilisierungsphase am Ende der
Praparation, konnten anndhrend gleichbleibende Versuchsbedingungen
geschaffen werden. Zwischen dem Ende der Praparation und dem Beginn der
Stabilisierungsphase wurde eine 5minitige ,Bolus-Infusion® von 1 ml 0,85%
NaCl gegeben. So wurde gewahrleistet, dass die Ratten mit ausreichend
Flissigkeit versorgt waren und der Flussigkeitsverlust (OP-Wunden und
Zeitspanne ohne Infusion) ausgeglichen werden konnte. Aul3erdem wurden alle
Experimente morgens zur selben Zeit durchgefuhrt, um zirkadiane

Schwankungen auszuschliel3en.



38 4. Diskussion

4.2.2 Vehikelkontrollen

HMR 1556 wurde als Bolus in den Lésungsmitteln DMSO und Polyethylenglycol
400 verabreicht. Das Bolusvolumen wurde mdglichst gering gehalten, um keine
Diurese zu provozieren. Die Zusammensetzung von Polyethylenglycol 400 und
DMSO wurde so optimiert, dass HMR 1556 bei der héchsten Dosis (3 mg/kg)
nicht im Infusionskatheter ausfiel und DMSO/PEG 400 keine Hamolyse
verursachte.

Um mogliche Wirkungen von PEG bzw. DMSO auf die Nierenfunktion bei
Ratten zu erfassen, wurde einer Gruppe Vehikel appliziert. [Tabelle 7.2.1]

In der Vehikelgruppe konnten bis auf die Glucoseausscheidung keine
signifikante Veranderung der Nierenfunktion festgestellt werden. Urinvolumen,
GFR, Na'-Ausscheidung, Cl-Ausscheidung und K*-Ausscheidung blieben
statistisch unverandert, ebenso der mittlere arterielle Blutdruck, die
Herzfrequenz und der Hamatokrit.

Lediglich K" und Glukose im Plasma fielen wahrend der Vehikel-Experimente
moderat, aber statistisch signifikant ab. Dies ist auf die relativ lange Dauer der
Experimente  ohne  Nahrungs- und  Glukosezufuhr  zuriickzufiihren.
Vergleichbare Anderungen auf K und Glucose im Plasma wurden auch bei
Gabe von HMR 1556 beobachtet.

Wie erwéahnt, nahm die absolute und fraktionelle Glukoseausscheidung in der
Vehikelgruppe moderat aber signifikant zu. Dies konnte auf einen Effekt der
Vehikellosung hindeuten. Allerdings war der Anstieg der fraktionellen
Glukoseausscheidung von 0,18 auf 0,21% gering. [Tab. 7.2.1—-7.2.3]
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4.3 HMR 1556

HMR 1556 ist ein K*-Kanalblocker der Ixs-Kanéle im Herz blockiert.

Es ist bekannt, dass dieser Kanalkomplex aus zumindest zwei Untereinheiten
besteht: KCNQ1 und KCNEL1 [2][27].

Lerche et al. konnten nachweisen, dass KCNE1-Proteine zwar nicht direkt von
Chromanolen inhibiert werden, dass aber KCNE1l eine allosterische
Verédnderung des Partners KCNQ1 hervorruft [18].

In der Niere konnte das KCNE1 Protein in mehreren Arbeiten nachgewiesen
werden. Erstmals wurde es 1988 von Takumi et al. beschrieben [31]. Spater
konnte das KCNE1 Protein in der luminalen Membran des proximalen Tubulus
der Ratte nachgewiesen werden [30]. In M&ausen konnten Vallon et al. selbiges
nachweisen und zusatzlich auch KCNQ1 in den selben Abschnitten des
proximalen Tubulus [34].

Im Nierengewebe der Maus gibt es jedoch eine Arbeit, die andere Ergebnisse
zur Expression von KCNQ1 und KCNEL1 zeigte. Demelombe et al. konnten in
Mausnieren keinen Nachweis erbringen, dass KCNQ1 und KCNE1 zusammen
exprimiert werden. Sie beschrieben, dass KCNE1 mRNA im distalen Konvolut
des distalen Tubulus und im kortikalen Anteil der Sammelrohre zu finden war.
KCNQ1 hingegen wurde in den Sammelrohren der auf3eren Medulla und im
distalen Tubulus nachgewiesen [8]. Das heil3t weder KCNQ1 noch KCNEL1 sind
nach diesen Untersuchungen im proximalen Tubulus der Maus.

Vallon et al. konnten jedoch ihre Expressionsdaten insofern untermauern, als
sie zeigen konnten, dass die KCNE1 knockout Maus im proximalen Tubulus
eine eingeschrankte Fahigkeit zur Repolarisation bei Applikation von Glukose
oder Aminosauren hat [34].

Ausgehend von diesen Untersuchungen nahmen wir deshalb an, dass KCNE1
und KCNQ1 auch im proximalen Tubulus der Ratte exprimiert werden und als

Zielorgan fur HMR 1556 dort hemmbar sein sollten.
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Bislang liegen weder in vivo noch in vitro Daten dazu vor, wie sich HMR 1556
beziglich der Metabolisierung verhélt. Im Rattenplasma konnten nach Gabe
von 5mg/kg i.v. unter anderem HMR 1556 und DesmethylHMR 1556
nachgewiesen werden. Im Rattenurin konnten deutlich polarere Metabolite,
vermutlich das Glucoronid nach Abspaltung der Triflurobutylgruppe,
nachgewiesen werden [9]. Untersuchungen zu HMR 1556 im proximalen

Tubulus liegen bis jetzt nicht vor.

4.4 Wirkung von HMR 1556

Folgende Wirkungen wirde man nach Gabe von HMR 1556 und Blockierung
von KCNE1/KCNQ1 im proximalen Tubulus erwarten:

Die eingeschrankte Funktion von KCNE1/KCNQ1 wirde die substrat-induzierte
Depolarisation im proximalen Tubulus hemmen und somit den Na*-Kotransport
vermindern. Dies fiihrt zu einer geringeren Reabsorption von Na* und somit
auch von CI und Glukose. Dies sollte letztendlich in einer geringeren
Flussigkeitsreabsorption resultieren.

Diese Ergebnisse wurden in der KCNE1 knockout Maus beobachtet, wobei die
fraktionelle Reabsorption von Flussigkeit und Na®, CI' und Glukose zwar
signifikant aber nur moderat vermindert waren. Obgleich in der KCNE1l
knockout Maus die Sekretion von Kalium in das Lumen des proximalen Tubulus
vermindert war, zeigte die gesamte Niere keine unterschiedliche absolute oder
fraktionelle Kalium-Ausscheidung [34].

Tatsachlich konnte in der vorliegenden Arbeit bei Gabe von HMR 1556 in
Abhé&ngigkeit der Dosis ein maliger, aber signifikanter Anstieg der renalen
Ausscheidung von Na*, CI' und Urinvolumen nachgewiesen werden. [Abb. 3.3;
3.4;3.6; 3.7; 3.10; 3.11]

Hingegen blieb nach Gabe von HMR1556 wie bei der KCNE1 knockout Maus

die K*-Ausscheidung der gesamten Niere unverandert. [Abb. 3.8; 3.9]
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Eine wahrscheinliche Erklarung hierfir ist, dass die geringere K'-Sekretion im
proximalen Tubulus durch K'-Sekretion in spateren Abschnitten des Nephrons

ausgeglichen wird.

Die Ergebnisse zur Glukoseausscheidung waren in der vorliegenden Arbeit
nicht eindeutig. Ausgehend von der oben erlauterten Theorie, wirde man
ebenfalls einen dosisabhangigen Anstieg von Glukose nach Gabe von HMR
1556 im Endurin erwarten.

In den Ergebnissen zeigte schon die Vehikelgruppe eine geringe, aber
statistisch signifikante Erhdhung der Glukoseausscheidung. [Abb. 3.12; 3.13]
Nach Gabe von HMR 1556 war im Vergleich zu Vehikel lediglich bei einer Dosis
von 0,3 mg/kg die absolute und fraktionelle Glucoseausscheidung erhoht. Bei
Gabe von 3 mg/kg war jedoch keine Zunahme der Glucoseausscheidung
nachzuweisen. Ferner war der Anstieg der Glukoseausscheidung war bei 0,3
mg/kg relativ gering im Vergleich zu den KCNE1 knockout Mausen: Zunahme
der renalen Glukoseausscheidung von ~ 0,05 % der glomerular filtrierten
Glukosemenge nach 0,3 mg/kg HMR 1556 versus 0,8 % (bei KCNE1 knockout
Mausen im Vergleich zu Wildtyp Mausen) der glomerular Afiltrierten
Glukosemenge.

Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse zu denen von
Vallon et al., die einen signifikanten Anstieg der Glukoseausscheidung im
Endurin feststellen konnten [34], kdnnte eine unterschiedliche Expression und
Funktion von KCNE1/KCNQL1 in der Maus und in der Ratte sein.

Zu bedenken ist auch, dass KCNE1 und KCNQ1, zumindest in der Maus,
besonders im spatproximalen Tubulus exprimiert werden. Da aber der
frdhproximale Tubulus normalerweise den Groldteil der filtrierten Glukose
reabsorbiert, konnte es sein, dass insbesondere bei der Ratte die
spatproximalen Abschnitte kaum noch Glukose absorbieren und damit HMR
1556 wenig Einfluss auf Glukose aber noch gewissen Einfluss auf Na®*, CI und

Flussigkeitstransport im spatproximalen Tubulus hat.
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Vallon et al. konnten in einer Arbeit, in der Mikropunktionsexperimente bei
Ratten durchgefuhrt wurden, zeigen, dass erst bei einer hoheren,
supraphysiologischen Glukosekonzentration (20 mM) im spatproximalen
Tubulus eine eindeutig hemmende Wirkung von HMR 1556 auf die
Glukoseabsorption nachzuweisen ist [35].

Es konnte also sein, dass in den Clearance Experimenten die Anderung der
Glukoseausscheidung zu gering war um eine signifikante Anderung
festzustellen, da die Glucosebeladung im spatproximalen Tubulus sehr gering

ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass HMR 1556 eine Wirkung auf die
Nierenfunktion zeigt. Am eindeutigsten war dies am Urinzeitvolumen bzw. der
fraktionellen  Flussigkeitsausscheidung [Abb.3.1 und 3.2] und der
Chloridausscheidung bzw. fraktionellen Chloridausscheidung [Abb. 3.5 und 3.6]
zu sehen. Eine deutliche Wirkung zeigte sich bei 0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg und 3
mg/kg. Bei der absoluten bzw. fraktionellen Natriumausscheidung [Abb. 3.3 und
3.4] erhohte die Gabe von HMR 1556 nur in einer Dosis von 3 mg/kg die
absolute und fraktionelle Natriumausscheidung signifikant. Letztendlich kann
man nicht mit Sicherheit sagen ob HMR 1556 in der vorliegenden Arbeit wirklich
eine Wirkung im proximalen Tubulus gezeigt hat. Allerdings deuten die
Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, da Ubereinstimmungen zu Ergebnissen
und Hypothesen anderer Arbeiten erkennbar sind.

Es werden weitere Untersuchungen ndétig sein, um endgtiltig Klarheit Uber die

Funktion apikaler K*-Kanale im proximalen Tubulus der Niere zu bekommen.
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5. Zusammenfassung

Im proximalen Tubulus der Niere induziert ein elektrogener Na*/Glukose bzw.
Na*/Aminoséaure Kotransport eine Depolarisation der luminalen Zellmembran
und induziert einen lumenwérts gerichteten, repolarisierenden K*-Strom.
Untersuchungen an Mausen zeigen, dass KCNQ1 und KCNE1, die zusammen
im Herz den ks-Kanal bilden, auch im proximalen Tubulus der Niere zusammen
exprimiert werden und dort einen funktionellen Kaliumkanal ausbilden, der zur
Repolarisation bei elektrogenem Natriumtransport wesentlich beitragt. HMR
1556 ist ein selektiver Hemmstoff des Iks-Kanals.

In Clearance-Experimenten an Thiobutabarbital-narkotisierten Ratten wurde die
Wirkung einer systemischen Applikation von HMR 1556 in unterschiedlichen
Dosierungen auf die Nierenfunktion untersucht.

Bei Blockade einer durch KCNQ1 und KCNE1 vermittelte Repolarisation im
proximalen Tubulus durch HMR 1556, kénnte ein Anstieg von Urinvolumen,
Natrium, folglich Chlorid, sowie ein leichter Anstieg von Glucose im Endurin
resultieren.

Der Ablauf der Clearance-Experimente gliederte sich in 2 Perioden zu je 40
min. In der ersten Periode wurden basale Werte fir Blutdruck, Herzfrequenz,
Hamatokrit, GFR sowie Elektrolyte und Glucose im Urin erfasst. Nach
anschlielBender Applikation von Vehikel, oder 0,003 mg/kg, 0,03 mg/kg 0,3
mg/kg bzw. 3 mg/kg HMR 1556 wurden die gesamten Parameter in einer
zweiten Periode erneut bestimmit.

HMR 1556 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Herzfrequenz, den
Blutdruck oder die GFR, beeinflusste die Nierenfunktion aber wie folgt: HMR
1556 verminderte die renale Reabsorption von Natrium, Chlorid und Flussigkeit
in dosisabhangiger und signifikanter Weise ohne die Kaliumausscheidung zu

verandern.
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Signifikante Wirkungen zeigen sich fur das Urinvolumen bzw. die fraktionelle
Flussigkeitsausscheidung und die absolute bzw. fraktionelle
Chloridausscheidung bei 0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg und 3 mg/kg, wobei das
Wirkungsmaximum bei 0,3 mg/kg erreicht schien. Fir die absolute bzw.
fraktionelle Natriumausscheidung konnte nach Gabe von HMR 1556 nur fir 3
mg/kg eine signifikante Zunahme nachgewiesen werden.

Die renale Glukoseausscheidung bzw. —reabsorption wurde durch HMR 1556

jedoch nicht in relevanter Weise verandert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stiitzen die These vorrausgegangener
Arbeiten, dass HMR 1556 dosisabhangig K'-Kanile, die aus den
Untereinheiten KCNQ1 und KCNE 1 bestehen, im proximalen Tubulus der
Niere blockieren und damit die Reabsorption von Natrium, Chlorid und
Flussigkeit hemmen konnte. Die Bedeutung dieser Kanéle fur die

Glukoseabsorption muss noch geklart werden.
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7.1 Material

7.1.1 Verbrauchsmaterialien

mannliche Sprague-Dawley-Ratten: Fa. Charles River, Sulzfeld,
Deutschland

Macrodex® Standardkéfig: Fa. Ehret, Freiburg, Deutschland
Standard-Nagerfutter (Altromin 1320, 4% NaCl): Fa Altromin, Lage,
Deutschland

Operationstisch: Fa Effenberger, Pfaffing, Deutschland

Temperatursonde ( 220 V, 50 Hz, 6.6 VA): Goedecke Forschung und
Entwicklung, Freiburg, Deutschland

Operationsinstrumente: Fa. Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland

Mikroskop (Wild M3C, 6,4 — 40x VergroBerung, Okular: 10x/21B):
Heerbrugg, Deutschland

Lichtquelle (KL 1500 electronic): Fa. Schott, Deutschland

Blutdruck- und Pulsmessgeréat: Fa. Hellige

Blutdruckeichgerat: Fa. C. F. Palmer, London, Grol3britannien
Infusionspumpen  (Perfusor®  Secura): Fa. Braun-Melsungen,
Deutschland

Tracheostoma (Polyethylen-Schlauch, Innendurchmesser: 1,57 mm;
AulRendurchmesser: 2,08 mm): Fa. Labomedic, Deutschland

V. jugularis interna-, A. femoralis-Katheter bzw. Blasenkatheter
(Polyethylenschlauch, Innendurchmesser 0,58mm ;
AulRendurchmesser : 0,96 mm) : Fa. Labomedic, Deutschland
Ligatur-Faden (Perma-Hand 4-0): S. M. |., Hinningen, Belgien

Zellstoff (apura extra soft): Apura GmbH, Mainz-Kostheim, Deutschland
Paraffindl: Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

Heparinspritze ( 1ml Einmalspritze): Fa. Braun-Melsungen, Deutschland
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7.1.2

Glaskapillaren  (Mikrohdmatokritréhrchen): Fa. Brand, Wertheim,
Deutschland

Hamatokrit-Versiegelungskit: Fa. Brand, Wertheim, Deutschland
Zentrifuge ( 0-15x 1000 U/min, Mikro 12-24) Hettrich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf-Vial, Safe-Lock 1,5 ml und 2,0 ml: Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

Flammenphotometer (Acetylen, ELEX 6361): Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

3H-MeRgefaRe (Midi-Vial): Fa. Packard, Niederlande

3-Counter (2550 TR): Fa. Packard, Niederlande

Photometer (Spektralphotometer): Fa. Hitachi, Modell U-3000

Chemikalien

Inactin® (Thiobutabarbital, 100 mg/kg, geldst in 0,85% NaCl, 100
mg/ml): Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Infusionslésungen:

NaCl-Lésung (0,85%): Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

HMR 1556: Fa. Aventis

DMSO: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Polyethylenglycol 400: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Heparinldsung (zur Spilung des A. femoralis-Katheters; 10 mi
Heparin-Natrium Braun, ,Multi“ 10 000 IE/ml): Fa. Braun-Melsungen,

Deutschland

Fiir die Bestimmung der 3H-Aktivitat:

Inulinlésung ( 3H-Inulin, 2,25 pCi/ml NaCl): Fa. Biotrend, Kéln,
Deutschland

Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold), Fa. Packard, Niederlande
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Fir die flammenphotometrischen Messungen:
Netzmittellésungen (1:200-Verdinnung der Stammldésung): Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland
Lithiumlésung (1:200-Verdinnung der Stammlbésung): Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland
Serum-Standard-Losung: Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,
Deutschland
Urin-Standard-LOsung: Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg,
Deutschland

Fur die Glucosebestimmung:
Glukose-Reagenz (INFINITY™ - Glucose-Reagenz; 17-25): Sigma

Diagnostics, Deisenhofen, Deutschland

7.2 Tabellen

7.2.1 Absolute Mittelwerte aus den Clearance-Experimenten

Nachfolgend werden die absoluten Mittelwerte der Parameter, die in den
Clearance-Experimenten gemessen wurden, angegeben.

Die Tabellen 7.2.1, 7.2.2 und 7.2.3 geben die Parameter wieder, die in den

Perioden 1 und 2 gemessen wurde.
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Tabelle 7.2.1: Absolute Mittelwerte aus den Clearance-Experimenten der
Vehikelgruppe und der Gruppe 0,003 mg/kg HMR 1556. *p<0,05 (Periode 2

vs. Periode 1) innerhalb der Gruppe.

Einheit Basal Vehikel Basal 0,003 mg/kg
n 11 10
Gewicht g 3005 287+7
MAP mmHg 107 +4 108+4 104 +3 103 +4
HE 1/min 395+ 10 391+11 374+5 367+5
HK % 44 £ 05 44 + 0,5 44 + 0,7 43+08 *
uv ul/min 37 +10 41 +8 31+6 34+7
uv ul/min/100 g |12,6 + 3,3 13,8+ 2,6 10,7+ 23 11,8+ 25
FA U % 1,25+0,31 1,36 +0,24 |1,23+0,22 |1,35+0,22
GFR ml/min 289+0,11 |297+0,12 ]2,44+0,19 (2,45+0,17
GFR ml/min/100g |0,96 + 0,04 10,99 + 0,04 ]0,84 + 0,04 10,84 + 0,05
Na Plasma _|mmol/l 143+ 2 144+ 2 136+1 136 +1
U NA pmol/min 129+051 ]3,03+0,87 ]0,96+055 [2,39+1,02
U Na umol/min/100g |0,44 + 0,17 11,04 +0,30 ]0,35+0,20 |0,85 + 0,37
FA NA % 0,31+0,12 10,71+0,21 10,27 +0,15 10,64 £ 0,23
K Plasma mmol/l 382+0,13 1350+0,10* |4,36 + 0,15 14,00 £ 0,15
UK umol/min 4,06+0,32 14,17+0,26 ]3,88+0,29 14,09 + 0,26
UK umol/min/100g (1,36 £+ 0,12 ]140+0,10 ]134+0,10 141 +0,08
FA K % 37+3 41 + 2 37+2 44 + 3
Cl Plasma mmol/I 102+ 2 104+ 1 104+1 103+ 1
UCL umol/min 4,18 +0,66 |528+0,70 4,21 +0,69 |5,28 +0,90
uCl umolimin/100g 11,47 023 1177+025 11463026 1184033
FA CL % 1,44+0,22 |1,75+024 J157+0,24 [1,93+0,30
Gluc. Plasm |mmol/l 724+018 1653+016*|658+015 [610+0,14*|
UGLUC pumol/min 0,0377+0,0039  J0,0408 +0,0036  ]0,0295 + 0,0022  |0,0309 + 0,0030
U Gluc. umol/mln/lOOq 0,0127 + 0,0014 0,0137 + 0,0014 0,0102 + 0,0008 0,0106 + 0,0009
FA GLUC % 0,1806+0,1660 |0,2128 +0,0169 *|0,1850 + 0,0106  [0,2077 + 0,0109
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Tabelle 7.2.2: Absolute Mittelwerte aus den Clearance-Experimenten der
Gruppen 0,03 mg/kg und 0,3 mg/kg HMR 1556. *p<0,05 (Periode 2 vs.
Periode 1) innerhalb der Gruppe.

Einheit Basal 0,03 mg/kg |Basal 0,3 mg/kg
n 10 10
Gewicht g 296 +4 281 +3
MAP mmHg 105+4 103+4 97+ 5 96 +5
HFE 1/min 380 +8 369+ 7 374+ 9 3689
HK % 45+ 0,7 44 £ 0,8 45+ 0,3 44 +£0,2 *
uv ul/min 30+7 42 +9 * 122 +5 44 +7 *
uv ul/min/100 g |10,7 £ 2,6 149+30 *|75+16 149+26 *
FA U % 125+0,27 11,72+0,32* |0,79+0,15 [1,56+0,24*
GFR ml/min 232+0,18 1241+£0,15 |2,71+0,11 |2,78+0,10
GFR ml/min/100g |0,82 + 0,06 10,86 £ 0,05 0,92 + 0,03 0,94+ 0,03
Na Plasma [mmol/l 145+1 145+ 2 144 +2 145+ 2
U NA pmol/min 181+0,73 |36+116 *|0,62+0,28 [3,15+1,10
U Na umol/min/100g 0,64 £ 0,26 1,27 +0,41* |0,22 +0,10 [1,09+£0,39
FA NA % 0,50+0,20 11,01+0,34*10,15+0,07 10,76 0,26
K Plasma mmol/I 4,07 +£0,28 3,69 +0,28*14,16+0,18 [3,64+0,15*
UK pmol/min 383+0,32 1432+041 |4,38+0,31 |4,53+0,55
UK umol/min/100g 1,35 + 154+0,14 |1,48+0,11 |1,52+0,18
FA K % 43+ 4 51+4 40+ 3 46 £5
Cl Plasma mmol/I 102+1 101+1 106+0,4 105+0,6 *
UCL pmol/min 503+0,79 |668+£102*13,76+0,41 [6,25+100*
UCl umol/min/100g 1,78 £ 0,28 ]237+0,36* |1,29+0,15 [2,14+0,36*
FA CL % 206+030 ]267+040*]1,29+0,14 12,14+0,33*
Gluc. Plasm [mmol/l 6,71 +0,16 ]6,23+0,18* |6,39+0,24 |5,67+0,22*
UGLUC pmol/min 00321+0,0035 |0.0327+00027 ]o,0304:0,0036 [0,0421+0,0046 *
U Gluc. pmol/min/100g 0,014 +0,0012  J0,0116 +0,0009  |0,0103+0,0012 [0,0142 + 0,0016 *
FA GLUC % 0,2112+0,0204 [0,2247+0,0197 |0,1746 +0,0174 |0,2688 +0,0279 *
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Tabelle 7.2.3: Absolute Mittelwerte aus den Clearance-Experimenten der
Gruppe 3 mg/kg HMR 1556. *p<0,05 (Periode 2 vs. Periode 1) innerhalb der

Gruppe.

Einheit Basal 3 mg/kg
n 10
Gewicht g 290+6
MAP mmHg 98+5 97+5
HF 1/min 353+13 344+ 10
HK % 44+ 0,4 44 +0,2
uv pl/min 32+8 51+8 *
uv pl/min/100g |11,2+2,7 179+30 *
FAU % 1,26 £ 0,32 1,87+0,29*
GFR ml/min 2,62 +0,17 2,69+0,17
GFR ml/min/100g |0,91 + 0,05 0,93+0,05
Na Plasma mmol/I 145+ 2 147 £ 3
U NA pmol/min 1,16 £ 0,33 4,36+0,96 *
U Na umol/min/100g {0,41 + 0,12 1,51+0,33*
FA NA % 0,31 +0,09 1,04 £0,23*
K Plasma mmol/l 3,91+£0,25 3,64+0,18
UK pmol/min 4,5+0,33 4,51+£0,29
U K pmol/min/100g |1,56 + 0,10 1,57 £0,09
FAK % 45+ 2 47+ 2
Cl Plasma mmol/l 106 +1,1 104 +1,1
UCL pmol/min 4,58 £ 0,62 6,99+0,98*
U ClI umol/min/100g |1,62 + 0,23 2,53+0,36*
FA CL % 1,71+0,23 2,56 +0,33*
Gluc. Plasm |[mmol/l 6,69 +0,18 5,96 +0,21 *
U GLUC pmol/min 0,0398 + 0,0049 |0,0431 + 0,0064
U Gluc. pmol/min/100g ]0,0137 + 0,0015 |0,0148 + 0,0020
FA GLUC % 0,2224 + 0,0160 |0,2629 + 0,0266
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7.3 Glossar

ATP
BWS

Chromanol 293 B

Cr

[CI] Plasma
[CI] Urin
DMSO

FAc

FAE

FAGluc

FA Na+

FA k+

GFR

[Gluc] Plasma
[Gluc] Urin
HF

Hk

HMR 1556
3H-Plasma
3H-Urin

I.p.

(AY2

ks — Kanale
K

[K*] Plasma
[K*] Urin
KVLQT1
LQTS

MAP

Adenosintriphosphat
Beckwith-Wiedemann-Syndrom
K*-Kanal-Blocker

Chlorid

Chloridkonzentration im Plasma
Chloridkonzentration im Urin
Dimethylsulfoxid

Fraktionelle Chloridausscheidung
Fraktionelle Flussigkeitsausscheidung
Fraktionelle Glukoseausscheidung
Fraktionelle Natriumausscheidung
Fraktionelle Kaliumausscheidung
Glomerulare Filtrationsrate
Glucosekonzentration im Plasma
Glukosekonzentration im Urin
Herzfrequenz

Hamatokrit

K*-Kanal-Blocker

3H-Aktivitat im Plasma
3H-Aktivitat im Urin

intraperitoneal

intravenos

K*-Kanal

Kalium

Kaliumkonzentrationim Plasma
Kaliumkonzentration im Urin
K*-Kanal-Untereinheit
Long-QT-Syndrom

Mittlerer arterieller Blutdruck
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m — RNA messenger Ribonukleinséaure
mink K*-Kanal -Untereinheit

n Anzahl

Na* Natrium

[Na*] Plasma Natriumkonzentration im Plasma
[Na+] Urin Natriumkonzentration im Urin
PEG Polyethylenglycol

Ppia Diastolischer Blutdruck

Psys Systolischer Blutdruck

RNA Ribonukleinsaure

SEM Standardfehler

uv Urinvolumen

Ucr Chloridausscheidung

Ucluc Glukoseausscheidung

Uvol Urinvolumen

Uk+ Kaliumausscheidung

UNa+ Natriumausscheidung

uzv Urinzeitvolumen

Die physikalischen Einheiten bzw. deren Abkirzungen sind diejenigen des
Systeme International (SI).

Einzige Ausnahme: Als Einheit fur Druck wurden Millimeter Quecksilber
(mmHg) statt Pascal (Pa) verwendet. Die anatomischen Beziehungen

entsprechen denen der Pariser Nomina Anatomica (PNA).
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