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4. Einleitung

Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoproteinhormon (165 AS) mit einem Molekulargewicht
von 30,4kDa, welches im Organismus die Produktion und Differenzierung der Erythro-
zyten aus den Stammzellen im Knochenmark maf3geblich beeinflusst.

Die Produktionsrate von Erythropoetin korreliert umgekehrt zum Sauerstoffangebot
des Organismus, so dass sie bei Hypoxie sogar bis auf das 1000-fache gesteigert
werden kann (Halvorsen et al. 1968).

Fur die Aufrechterhaltung eines konstanten Sauerstoffangebotes im Organismus ist
diese Regulierung essenziell.

Zur Geschichte der Erforschung des Erythropoetin und dessen Wirkungsmechanis-
mus sei auf Tabelle 4 (Anlage 1) verwiesen.

Seit 1985 ist die Sequenz des EPO-Gens bekannt: Jacobs et al. gelang es, EPO in
COS-1-Zellen herzustellen. Lin et al. verwendeten hierzu CHO-Zellen. Heute sind
CHO-Zellen Ausgangsort fur die gentechnische Produktion von Erythropoetin, wobei
die CHO-Zellen wie der menschliche Organismus die EPO-Proteine glykosilieren und
obendrein die Produktion von EPO im CHO-Zellklon durch PCR amplifiziert werden
kann (cloning) (Lin et al. 1985; Jacobs et al. 1985; Fisher 1997).

Der Produktionsort von EPO:

Zanjani et al. zeigten, dass die Leber im Fetus der Hauptproduktionsort fur Erythro-
poetin ist. Das Umschalten der fetalen EPO-Produktion zur adulten Produktion in der
Niere vollzieht sich etwa ab dem 120. Tag post gestationem und ist etwa am 40. Tag
nach der Geburt beendet (Zanjani et al. 1981). An Hand des Nachweises von geringe-
ren Mengen EPO-mRNA in der Leber und des vermehrtem Nachweises in der Niere
wurde gezeigt, dass die Erythropoetinbildung beim Erwachsenen anndhernd zu 99%
von der Niere ibernommen wird (La Combe et al. 1988; Koury und Bondurant 1988).
Bachmann et al. identifizierten 1993 die EPO-produzierenden peritubularen Zellen im
renalen Kortex als Fibroblasten (Bachmann et al. 1993).

Eine inadaquate EPO-Produktion fuhrt zur Anamie (z.B. bei chronischer Niereninsuffi-
zienz) oder zur Polyglobulie (z.B. bei Nierenzelltumoren oder Leberzellkarzinomen)
(Fukushima et al. 1986; Chandra et al. 1988; Kazal und Erslev 1975; Kew und Fisher
1986).



Einen therapeutischen Nutzen hat demnach eine mdgliche Stimulation der EPO-
Produktion im Rahmen einer Anamie-Behandlung oder eine Blockade im Rahmen ei-

ner Polyglobulietherapie.

Fragestellung der Studie

Die Fragestellung der Untersuchung ist, auf welchem Wege die EPO-Produktion nach
Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) in der Niere erfolgt.

Das RAS ist ein sehr wirksames Instrument des Organismus, die Na*-Ausscheidung
und den Blutdruck zu beeinflussen. Aus Angiotensinogen (Bildung in der Leber) wird
unter dem Einfluss von Renin (Bildung in der Macula densa, Niere, v. a. abhangig von
der Na*-Konzentration im Blutplasma und vom Blutdruck) Angiotensin I, aus welchem
mit Hilfe des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) durch Abspaltung von zwei wei-
teren Aminosauren (AS) Angiotensin Il gebildet wird. Schliel3lich wird mittels Angio-
tensin Il die Ausschittung von Aldosteron aus der Neben-Nieren-Rinde (NNR) ge-
steuert.

Angiotensin Il wirkt Gber eine direkte Stimulation seiner Rezeptoren an den glatten
Muskelzellen  von  Blutgefal3en. Hier wird Uber eine intrazellulare
Ca?*-Konzentrations-Erhéhung und Aktivierung der Proteinkinase C eine Vaso-
konstriktion ausgelost (Fischer et al. 1994). Weitere Einzelheiten zum RAS finden sich
in Anlage 2.

Viele Ergebnisse aus experimentellen und tierexperimentellen in-vitro-Versuchen
sprechen dafir, dass das RAS mit seinen Komponenten einen wichtigen Einfluss auf
die renale EPO-Produktion hat (Fisher et al. 1967; Gleiter et al. 1996).

In bisherigen Untersuchungen zur Erforschung der Mechanismen der EPO-Produktion
wurde unter anderem auch ein kontrollierter Aderlass (mit nachfolgendem O,-
Tragermangel) als Stimulus fur die EPO-Produktion eingesetzt (Gleiter et al. 1997b).
Eine weitere Studie konnte zeigen, dass das sympathoadrenerge System mit seinen
Komponenten in die EPO-Produktion involviert ist. Es zeigte sich, dass die Gabe von
Theophyllin zu einer Steigerung der EPO-Produktion fiihrte (Gleiter et al. 1996).
Andere Untersuchungen mit Gabe von Fenoterol in Tokolyse-Dosis zeigten ebenfalls
einen Anstieg der EPO-Produktionsrate (Gleiter et al. 1998).

Dies fuhrte zu der Hypothese, dass eine 3;-adrenerge Stimulation, auch durch diese
Medikamente, Uber eine Aktivierung des RAS zu einer vermehrten EPO-Produktion
fuhrt.



Auf welchem Wege erfolgt nun die EPO-Produktion nach Stimulation des RAS in der
Niere ?

Eine 3-adrenerge Stimulation fuhrt allgemein zur Aktivierung des RAS.

In Folge der R-adrenergen Stimulation und einer Erh6hung des Sympathikustonus als
Wirkung des Fenoterols kommt es durch Aktivierung des RAS dosisabhangig zu ei-
nem Blutdruckanstieg und einer vermehrten Vasokonstriktion. Hierdurch wird die rena-
le Perfusion vermindert und somit die intrarenale O,-Spannung herabgesetzt, so dass
dadurch die Erythropoetin-Produktion und der Serumanstieg erfolgen kénnten.
Angiotensin Il wirkt aber anscheinend auch direkt Uber den AT-1-Rezeptor der
Fibroblasten in der renalen Kortex und kénnte so direkt zu einer gesteigerten EPO-
Produktion fihren. Angiotensin wéare dann das Endglied im Renin-Angiotensin-System
als ,Schlusseltransmitter”.

Bei zusatzlicher Gabe des selektiven AT-Il;-Rezeptorantagonisten Losartan durfte
dann durch die Blockade der Rezeptoren auf den Fibroblasten keine Steigerung des

Serum-EPQO’s auftreten.

Folgende Mdoglichkeiten sind denkbar:

1. Angiotensin Il reduziert die renale Perfusion und vermindert somit die intrarenale
O,-Spannung mit nachfolgendem Anstieg der Epoproduktion.

2. Angiotensin Il wirkt Uber direkte Stimulation der AT-1l;-Rezeptoren auf die EPO-

produzierenden Fibroblasten peritubulér im Kortex der Niere.
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N

R-adrenerge
Stimulation

Abbildung 1: Schema der ,EPO-Produktion®

Die Abbildung 1 soll die beiden denkbaren Verknipfungen des RAS mit der EPO-
Produktion verdeutlichen.

Im Rahmen dieser Studie wurde nun der Einfluss von Fenoterol als
3,-Sympathomimetikum allein und in einer Kombination mit dem selektiven, kompetiti-
ven AT-ll;-Rezeptor-Antagonist Losartan, ohne Aderlass und unter normoxischen Be-
dingungen (21% O), untersucht.

Diese systematische humanpharmakologische Studie sollte zeigen, dass Fenoterol als
3-Sympathomimetikum das RAS stimuliert und Angiotensin Il als Vermittler der EPO-
Produktion fungiert, wahrend eine gleichzeitige Blockade des AT-lI;-Rezeptors einen

Anstieg der Produktion und damit der EPO-Konzentration im Serum verhindert.
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Primarer Zielparameter war die Erythropetinkonzentration im Serum der Probanden.

Die sekundaren Zielparameter waren Parameter des Herz-Kreislaufsystems (systoli-
scher und diastolischer Blutdruck, MAD, Herzfrequenz) und laborchemisch bestimmte
Parameter (Plasmareninaktivitat, AT-lI-Konzentration, Serumkalium-Werte, Kreatinin-
clearance und Natriumausscheidungsfraktion). Die Auswertung dieser Parameter soll-
te bei gleichbleibendem Blutdruck eine Differenzierung zwischen einer RAS-
Stimulation und Angiotensin-11-Bildung und einer AT-Il;-Rezeptorblockade (unter Ver-
nachlassigung von Blutdruckschwankungen und o.g. Vasokonstriktion mit deren Fol-

gen) ermoglichen.
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5. Material und Methoden

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Georg-August-Universitat Got-
tingen hat das Studienprotokoll dieser Studie positiv beurteilt (Antragsnummer
9/11/97).

Alle Probanden wurden mindlich und schriftlich umfassend aufgeklart und zeigten

sich schriftlich mit den Studienbedingungen einverstanden.

5.1 Probandenkollektiv

Es wurden drei Gruppen von mannlichen, nicht rauchenden Probanden gebildet.

Die Gruppengrof3en variierten zwischen 11 und 12 Personen.

Das durchschnittliche Lebensalter der in die Studie eingeschlossenen Probanden be-
trug 24,54 + 0,74 Jahre (Bandbreite: 18 - 30 Jahre), das durchschnittliche Kérperge-
wicht 76,55 Kilogramm % 3,25 Kilogramm (Bandbreite: 65 - 95 Kilogramm).

5.1.1 Studieneinschlusskriterien

= Alter zwischen 18 und 30 Jahren-mannlich.

= Nichtraucher.

= Normalgewicht £ 25% (nach Broca-Index).

= keine Erkrankungen wichtiger Organsysteme, insbesondere der renalen, kardio-

vaskularen, hdmatopoetischen und zentralnerviosen Systeme.

5.1.2 Studienausschlusskriterien

Erkrankungen wichtiger Organsysteme, insbesondere der renalen, kardiovaskula-

ren, hamatopoetischen und zentralnervosen Systeme.

= Hamoglobinkonzentrationen < 14g/dl.

= Blutspende innerhalb der letzten 3 Monate vor Beginn der Studie.

= Aufenthalt in Hohen Gber 1000m UNN, sowie Flugreisen im letzten Monat vor Stu-
dienbeginn.

= regelméaRige Einnahme bestimmter Medikamente.

= Allergien gegen die in der Studie eingesetzten Substanzen.

= Laborwerte au3erhalb des Normbereiches.
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= positives HBs-Antigen, HCV, HIV.
= Teilnahme an anderen Studien innerhalb der letzten 2 Monate vor Studienbeginn.

= begrindeter Verdacht oder Nachweis einer Suchterkrankung.

5.2 Durchfuhrung der Studie

Gemall der zugrunde liegenden Hypothese bildeten wir drei Probandengruppen.

Die erste Gruppe erhielt Sterofundin® als Placebo intravenés (Placebogruppe).

Die zweite Gruppe erhielt Fenoterol als Studienmedikation intravenos (Fenoterolgrup-
pe) und in der dritten Gruppe wurde Fenoterol in Verbindung mit Losartan verabreicht

(Kombinationsgruppe).

5.2.1 Studiendesign

Es wurde eine offene, beziiglich der infundierten Medikation blinde, randomisierte und

placebokontrollierte Studie durchgefihrt.

5.2.2 Prifmedikation und Studienmedikation

Es wurden folgende Substanzen verwendet:

1. Partusisten® Injektionslésungskonzentrat (Fenoterol, 1 Amp. & 10ml enthalt 500ug
Fenoterol-HBr; Firma Boehringer Ingelheim, Deutschland).

2. Lorzaar® (Losartan), 50mg Tabletten; Firma MSD Chibropharm GmbH, Deutsch-
land).

3. NaClI® (Elektrolyt-Infusionslésung zu 0,5| — 1I, Firma Braun, Melsungen, Deutsch-
land) als Tragermedium fir die intravendse Medikamentenapplikation.

4. Sterofundin® (Elektrolyt-Infusionslésung zu 0,51 — 1I; Firma Braun, Melsungen;

Deutschland) als Flussigkeits- und Substratausgleich bei Nahrungskarenz.

Fenoterol (Partusisten®):

Wirkmechanismus: Fenterol ist ein -Sympathomimetikum. Als ,entferntes Adrenalin-

Derivat” ist es durch eine Veranderung der Substituenten am Aminostickstoff in der

Lage, Uberwiegend B,-Rezeptoren zu stimulieren. Hier kommt es, G-Protein-vermittelt,
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zu einer Aktivierung der Adenylat-Cyclase und konsekutiv zur Erh6hung von intrazellu-
larem c-AMP. Dies ist ein second-messenger und induziert die Folgereaktionen. Es
kommt durch Stimulation des B2-Rezeptors zu einer Steigerung des Calcium-Effluxes
aus der Zelle und gleichzeitig zu vermehrtem Speichern des Calciums im sarko-
plasmatischen Retikulum mit konsekutiver Verminderung des freien intrazellularen
Calciums (Timmermans et al. 1992).

Wirkung: Fenoterol hat eine dilatierende Wirkung an den Gefal3en und fihrt zur
Erschlaffung der Muskulatur des Bronchialsystems, der Blase und des Uterus. Auch in
den Stoffwechsel greift es regulierend ein. Es kommt unter Wirkung von Fenoterol zu
einer erhohten Insulinsekretion aus dem Pankreas, zu einer gesteigerten Glykogeno-
lyse und Glukoneogenese in der Leber, sowie zur Erhéhung der Lipolyse aus Fettzel-
len und einer gesteigerten Glykogenolyse im Skelettmuskel.

Beziglich der 3,-sympathomimetischen Wirkung sollte in Hinblick auf die durchgefihr-
te Studie auch auf die stimulierende Wirkung auf das RAS hingewiesen werden.

Anwendungsgebiete: Die Zulassung fir Fenoterol besteht gemaR der Fachinfor-

mation fur die oben genannten Wirkungen. Fenoterol wird in erster Linie zur Behand-
lung des Asthma bronchiale und zur Tokolyse bei drohendem Abort und vorzeitiger
Wehentatigkeit in der Gynakologie eingesetzt.

Pharmakokinetik: Die orale Bioverfugbarkeit von Fenoterol liegt bei nur etwa

10-15%, so dass es in der Asthmatherapie v.a. als Dosieraerosol zur Anwendung
kommt, da es in dieser Form die bronchodilatatorische Wirkung binnen Minuten entfal-
tet. Ein Wirkmaximum wird etwa nach 15-20 Minuten erreicht. Die Wirkung halt in Ab-
hangigkeit von der Dosierung circa 6-8 Stunden an.

Zur Tokolyse wird Fenoterol gewichtsadaptiert verabreicht. Man orientiert sich mit der
Dosierung am klinischen Beschwerdebild. Es werden Dosierungen zwischen 0,5 und
3ug/min i.v. eingesetzt. Diese Behandlung erfordert eine strenge Uberwachung der Vi-
talparameter und ist bei obstruktiven Kardiomyopathien, Herzklappenstenosen, Ta-
chykardien, Thyreotoxikose und pulmonaler Hypertonie kontraindiziert.

Unerwinschte Wirkungen: Es kdnnen samtliche Wirkungen der Sympathomime-

tika als unerwiinschte Wirkungen auftreten, da es sich bei den sog. selektiven B,-
Sympathomimetika immer nur um eine relative ,Selektivitat* handelt. Zum Beispiel:
Herzrhythmusstérungen,  Angina-pectoris-Anfalle,  Ubelkeit,  Schwachegefiihle,
feinschlagiger Tremor, Hyperglykdmien, Hypokaliamien, Hypomagnesiamien und
tubermafige Schweil3produktion (Fachinfo Nr.: 7335-v877 — Partusisten — a (2003)).
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Losartan (Lorzaar®):

Wirkmechanismus: Der in der Studie verwendete Wirkstoff Losartan ist ein nichtpepti-

discher, selektiv kompetitiver AT-1l;-Rezeptor-Antagonist und hemmt zusammen mit
seinem in der Leber gebildeten Metaboliten (E-3174), welcher eine noch héhere Affini-
tat zum AT-ll;-Rezeptor hat, die physiologisch relevanten Wirkungen des endogenen
Angiotensin .

Wirkungen: Losartan vermindert als direkter kompetitiver Antagonist des starken Va-
sokonstriktors Angiotensin Il am AT-lI;-Rezeptor den peripheren GefalRwiderstand.

Anwendungsgebiete: Auch hier liegt die Zulassung gemald der Fachinformation

zur Therapie der arteriellen Hypertonie vor. Durch die Senkung des peripheren Ge-
falRwiderstandes im Organismus erreicht man eine Blutdrucksenkung, die therapeu-
tisch bei Hypertonikern genutzt wird. Eine Reflextachykardie tritt in der Regel nicht auf.
Des Weiteren besteht die Zulassung bei der Therapie der chronischen Herzinsuffi-
zienz und der diabetischen Nierenerkrankung mit Proteinurie ab 0,5g/d (hier bei
gleichzeitiger Hypertoniebehandlung).

Pharmakokinetik: Maximale Plasmakonzentrationen von Losartan werden circa 1h

nach oraler Aufnahme erreicht (bei E-3147 nach circa 3-4h). Die Halbwertszeit wird
mit 2h beziehungsweise 3 bis 6h angegeben. Die therapeutische Dosierung betragt
1 mal 50mg/Tag per os. Die blutdrucksenkende Wirkung hélt etwa 24 Stunden an, je-
doch wird der maximale Effekt erst nach circa 3-6 Wochen der Anwendung erreicht.
Bei gesunden, "normo-natridmischen” Personen wird kein blutdrucksenkender Effekt
erwartet.

Unerwinschte Wirkungen: Die haufigsten Nebenwirkungen von Losartan sind

Kopfschmerzen und Schwindel. Bei Flissigkeitsmangel und Hyponatridmie kann es zu
starker Hypotonie kommen, aul3erdem ist die Anwendung bei gleichzeitiger Einnahme
von Kalium-Salzen oder kaliumretinierenden Diuretika wegen der Gefahr der Hyperka-
liamie zu vermeiden.

Kontraindikationen sind Schwangerschaft, Stillzeit und Nierenarterienstenosen
(Fachinfo Nr.: 7121 — x789 — Lorzaar — n (2005)).
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isotone Natriumchloridlésung 0,9%° :
Natriumchloridldsung wird zum Ausgleich extrazellularer Flussigkeitsverluste einge-
setzt und eignet sich als Tragermedium fir die intravendse Medikamentenapplikation.

Unerwinschte Wirkungen: Die unerwinschten Wirkungen ergeben sich aus den

bedingten Anwendungsbeschrankungen. Abhéngig vom Wasser- und Saure-Base-
Haushalt des jeweiligen Patienten sind die Anwendungsbeschrankungen sehr indivi-
duell.

Bei kardialen oder renalen Vorerkrankungen kann es durch nicht ausreichende Bilan-
zierung z.B. zur kardiopulmonalen Dekompensation bei Herzinsuffizienz oder Nieren-
funktionsstérungen kommen. (Fachinfo Nr.: 005097-y768 — isotone Natriumchloridl6-
sung 0,9% Braun — a (2008)).

Sterofundin®:
Sterofundin ist eine Elektrolytldsung, welche zum Ausgleich von extrazellularen Flis-
sigkeitsverlusten eingesetzt wird.

Unerwinschte Wirkungen: Ergeben sich aus den bedingten Anwendungsbe-

schrdnkungen. Abhangig vom Wasser- und Saure-Base-Haushalt des jeweiligen Pati-
enten sind die Anwendungsbeschrankungen sehr individuell.

Bei kardialen oder renalen Vorerkrankungen kann es durch nicht ausreichende Bilan-
zierung z.B. zur kardiopulmonalen Dekompensation bei Herzinsuffizienz oder Nieren-
funktionsstérungen kommen. (Fachinfo Nr.: 006108-z931 — Sterofundin HEG-5 — a
(2001)).

5.2.3 Bewertung der Studienmedikation

1) Fenoterol, wirkt als 3,-Sympathomimetikum v.a. durch eine Dilatation glatter Mus-
kulatur. Die therapeutische Breite ist relativ grol3, die Dosierungen liegen laut Fachinfo
zwischen 0,5-3ug/kg Korpergewicht pro Minute. Dennoch wurde eine Uberwachung
der Vitalparameter, v.a. der Herzfrequenz und des Blutdrucks der Probanden auf der
Station durchgefiihrt. Trotz relativer Selektivitat ist bei Uberdosierung v.a. mit kardia-
len Reaktionen, wie Tachykardie, ventrikularen Arrhythmien oder pectanginésen Be-
schwerden zu rechnen. Bei im Vorfeld der Studie grindlich untersuchten und gesun-

den Probanden war dies jedoch nicht zu erwarten.
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2) Losartan, als bisher am besten untersuchter AT-1l;-Rezeptor-Antagonist, zeichnet
sich v.a. durch niedrige Toxizitat, relative Nebenwirkungsarmut und hohe therapeuti-
sche Breite, bei zuverlassiger spezifischer Blockade des AT-lI;-Rezeptors aus und
wird in mehreren Landern zur antihypertensiven Therapie eingesetzt (einmalige Gabe
von 50mg/Tag).

3) als Placebo verwendeten wir Sterofundin®, welches schon seit Jahren in taglichem

klinischen Gebrauch ist und als ungefahrlich eingestuft werden kann.

4) als Medikamententrégerldsung wurde isotone Kochsalzlésung verwendet. Hier ent-

spricht das Risikoprofil dem des Sterofundins.

Da es sich bei den Probanden um junge gesunde Manner zwischen 18 und 30 Jahren
handelte, konnte die Applikation von Fenoterol, Losartan, isotoner Natriumchloridlo-
sung und Sterofundin® in therapeutischer Dosierung als ungefahrlich eingestuft wer-

den.

5.3 Studiendurchfihrung

5.3.1 Dosierung

Fenoterol wird in der klinischen Anwendung in Dosierungen zwischen 0,5 und 3pg/min
intravenos eingesetzt. Fir die Studie wahlten wir die Dosis zwischen diesen Werten
und verabreichten Fenoterol mit einer Infusionsrate von 1,5ug/min als Standarddosis

fur den Studientag. Als Tragermedium wurde NaCl-Losung verwendet.

Losartan wurde einmalig 2 Stunden vor Beginn der Infusionen in einer therapeuti-

schen Dosis von 50mg in Form einer handelsiiblichen Tablette verabreicht.

Sterofundinldsung und Natriumchloridiosung wurden allen Probanden in Raten von
150ml/Stunde infundiert. Diese Rate wurde als physiologischer Flussigkeits- und

Elektrolytausgleich bei absoluter Nichternheit gewahlt.
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5.3.2 Voruntersuchung

Im Rahmen der notwendigen Voruntersuchung wurde eine Anamnese erhoben, eine
ausfithrliche kérperliche Untersuchung, ein Urinstix (Multistix 10 SG®) durchgefiihrt
sowie ein Elektro-Kardiogramm aufgezeichnet. Dartber hinaus wurden folgende kli-
nisch-chemische und hamatologische Laborparameter bestimmt: Natrium, Kalium,
Chlorid, Eisen, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-Pyruvat-Transferase,
v-GT, Kreatinin, Harnstoff/Stickstoff, Harnsaure, Bilirubin gesamt, Triglyceride (TG),
Protein, Glucose, kleines Blutbild, Retikulozytenzahl, Quickwert, partielle Throm-
boplastinzeit (aPTT), Thrombinzeit (TZ). Des Weiteren wurden der Hepatitis-C-
Antikorpertiter bestimmt und sowohl ein Hepatitis-B-Antigen- als auch ein HIV-Test
durchgefuhrt.

5.3.3 Studientag

Ab 19:00 Uhr am Vorabend des Studientages war den Probanden lediglich das Trin-
ken von Wasser gestattet, eine Nahrungsaufnahme war nicht erlaubt. Auch das Trin-
ken koffein- und alkoholhaltiger Getranke und das Essen von Schokolade war tber die
gesamte Studiendauer untersagt.

Am Studientag trafen die Probanden morgens um 7:30 Uhr nichtern auf der Proban-
denstation 1023 der Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitat Gottingen ein.
Nach der Befragung tber moglicherweise zwischenzeitlich aufgetretene Ausschluss-
kriterien erfolgte der endgtiltige Studieneinschluss. Nun wurden jeweils 1 Venenver-
weilkanule (Brauniile®) in Venen beider Unterarme der Probanden fiir die Dauer von
12 Stunden gelegt.

Nachdem ein, der Voruntersuchung entsprechender Ruheblutdruck und Ruhepuls
nachgewiesen war, begannen wir mit den Blutabnahmen und der Infusion der Medika-
tion. Im Falle der Placebo- und Fenoterolgruppe trafen die Probanden jeweils eine
Stunde vor Beginn der Infusionen und Blutentnahmen zur ,Beruhigung“ und Vorberei-

tung ein. Dies entsprach dem Zeitpunkt —1 Stunde.

Die Probanden der Kombinationsgruppe mit Fenoterol und Losartan trafen 2 Stunden

vor Beginn des offiziellen Studientages ein, erhielten die Losartan-Tablette und legten
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sich zur Ermittlung des Ruhedruckes und des Ruhepulses hin. Dies entsprach dem
Zeitpunkt —2 Stunden, wobei der angenommene Wirkeintritt des oral zugefiihrten Lo-
sartans nach etwa 2h erfolgen sollte. Nach 1 Stunde begannen wir auch hier mit den
Aufzeichnungen der ,Vitalparameter, dies entsprach wiederum dem Zeitpunkt
—1 Stunde.

Die Gabe der jeweiligen Studienmedikation erfolgte wiederum 1 Stunde spéater. Zu
diesem Zeitpunkt wurde auch mit den Blutentnahmen fur die Bestimmung der Labor-
parameter begonnen (Zeitpunkt O Stunden).

Die Dauer der Infusionen erfolgte bei allen 3 Gruppen tber 8 Stunden.

Die Fenoterolgruppe erhielt das Fenoterol in einer Dosis von 1,5ug/Minute Uber
8 Stunden in einer Gesamtdosis von 720ug/8h. Als Medikamententrager wurde isoto-
ne Kochsalzldsung gewahlt, Gber 8 Stunden insgesamt 1200ml bei einer Infusionsrate
von 150ml/ Stunde.

Waéhrend der Medikamentenapplikation wurden die Probanden mit Hilfe eines Elektro-
Kardiogramm-Monitors (Pro-Pag® 140 EL) tberwacht. Die Probanden durften keine
Nahrung zu sich nehmen und nur fir den Toilettengang aufstehen, ansonsten war das
Herumlaufen untersagt.

Nach Ablauf des Infusionsprogramms wurde ein Mittagessen aus der Kiiche des Uni-
versitatsklinikums Goéttingen serviert. Die Probanden durften sich nun auf der Station
frei bewegen, diese jedoch nicht verlassen.

Die Entnahme der Blutproben erfolgte jeweils am kontralateralen Arm der Infusion, im
Abstand von 2 Stunden. Zum Zeitpunkt Oh erfolgte die erste Blutentnahme, bis 2
Stunden nach Beendigung der Medikationsinfusion, dann 12, 24, 48 und 72 Stunden
nach Beginn der Medikation (bezogen auf den Zeitpunkt O Stunden).

Die Urin-Sammelperioden erstreckten sich tber O - 6, 6 - 12, 12 - 24, 24 - 48 und
48 - 72 Stunden (ebenfalls bezogen auf den Zeitpunkt O Stunden). Die Probanden
fanden sich zu festen Zeiten ambulant zur Blutentnahme und Sammelurinabgabe
nach 24, 48 Stunden und 72 Stunden wieder auf der Station 1023 ein.
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i.v. Infusionen (Sterofundin oder NaCl+Fenoterol)

Zeit [h] -1 0 2 4 6 8 12 24 48 72

Blutentnahmen ) L | A | N | ) ) ) )

Urin-Sammelperioden IS SIS EEEE S
0-6h 6-12h  12-24h 24-48h 48-72h

Abbildung 2: Studienablauf

Blutentnahme fur die Erythropoetin (EPO)-Bestimmung:

- 4 Milliliter Serummonovetten.

Blutentnahmen zur Angiotensin Il (AT Il)-Bestimmung:

- 8 Milliliter EDTA-Monovetten.

Blutentnahmen zur Bestimmung der Plasmareninaktivitat (PRA):
- 8 Milliliter EDTA-Monovetten.

Blutentnahmen zur Bestimmung von Na*, K* und Kreatinin:
- 5,5 Milliliter NH4-Heparinat-Monovetten.

Blutentnahmen flr die Erstellung des kleinen Blutbildes:

- 2,7 Milliliter EDTA-Monovetten.

Blutentnahmen zur Erstellung des Gerinnungsstatus:

- 3 Milliliter Citrat-Monovetten.
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Die Tabelle 1 zeigt die Blutabnahme-Zeitpunkte:

Tabelle 1: Blutentnahmezeitpunkte

-1h Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h 48h 72h
EPO EPO EPO |EPO |EPO |EPO |EPO |EPO |EPO |EPO
AT 11 AT 11 AT Il [AT 1T [AT I AT I [AT 1T (AT 11 [AT Il |AT I

PRA PRA PRA |PRA |PRA |PRA |PRA

E'lyt E'lyt |E'lyt |E’lyt |E’lyt |E’'lyt |[E’lyt |E’lyt |E’lyt

kBB kBB |kBB |kBB |kBB |kBB |kBB |kBB |kBB

Ger.
Legende:
EPO: Erythropoetin Ger.: Gerinnungsparameter
AT Il: AngioTensin Il PRA: PlasmaReninAktivitat

kBB: kleines Blutbild
E’lyt: Na, K, Kreatinin (bei der 72h-Abnahme wurde als Abschlussscreening eine klinisch-chemische

Laboruntersuchung durchgefihrt)

Alle 60 Minuten wurden die Parameter HF (Herzfrequenz) und RR (Blutdruck) bezie-
hungsweise MAD (Mittlerer arterieller Druck (Algorithmus: systolischer RR + 2x diasto-
lischer RR /3 = MAD) ) liegend, in Ruhe bestimmt und aufgezeichnet.

5.3.4 Die Behandlung der Blutproben

Die Monovetten fir die Elektrolyt-Bestimmung, fur das kleine Blutbild und zur Erfas-
sung des Gerinnungsstatus wurden zur Auswertung umgehend an die Abteilung Klini-
sche Chemie des Gottinger Universitatsklinikums gesandt.

Die mit Bestatin® vorbereiteten Monovetten fir die AT-ll-Bestimmung und die
Monovetten fur die Bestimmung der PRA wurden in Eiswasser vorgekihlt. Das Besta-
tin® wurde zur Hemmung der Angiotensinase im Probandenserum hinzugegeben.
Nach erfolgter Blutenthahme wurden sie umgehend zusammen mit den Proben zur
Bestimmung der EPO-Konzentration in einer auf +4 °C vorgekihlten Zentrifuge bei
4500U/min tber 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurde unter genauer Beachtung der
Kiihlkette der Uberstand der EPO-Proben und der Proben zur Ermittlung der Plasma-

Renin-Aktivitat auf jeweils 3 Aliquots verteilt.
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Der Uberstand der Proben zur Bestimmung der AT-ll-Konzentration wurde auf
2 Aliguots verteilt. Nun wurden die Proberdhrchen bis zur entgiltigen Messung bei

-80°C eingefroren.

Zur Behandlung der Angiotensin-Proben wurde Bestatin® (Firma Bithimann Laborato-

ries AG, Schonenbuch, Schweiz) verwendet.

5.4 Biochemische Analysen

5.4.1 Bestimmung der Erythropoetinkonzentration

Die Bestimmung der EPO-Konzentration erfolgte mit einem ELISA-Kit
(Kat.-Nr. 500, Medac GmbH, Hamburg). Bei diesem Test-Kit war die Mikrotiterplatte
mit monoklonalen Maus-Anti-Epo-Antikdrpern gebrauchsfertig vorbeschichtet. Das
Testverfahren erfolgte nach dem Sandwich-Prinzip.

Zur Durchfiihrung des Tests wurde das 1:2 verdinnte Serum in die Vertiefungen der
Platte pipettiert. Nach kurzer Einwirkzeit und folgendem 3maligem Auswaschen wurde
Anti-EPO-Antikdrper-ALP-Konjugat hinzupipettiert, dadurch wurde der Anti-EPO-
Antikorper mit alkalischer Phosphatase konjugiert und das "Sandwich" vervollstandigt.
Nach nochmaligem Auswaschen wurde nun nach Zugabe von p-Nitrophenylphosphat
die Konzentration durch Photometrie bei einer Wellenlange von 405 Nanometer ge-

messen, was die Berechnung der EPO-Konzentration erméglichte.

Die jeweiligen Ausgangswerte zu Beginn des Studientags wurden als Baseline festge-
legt, dann wurde die Gabe der Medikation gestartet. Im Folgenden wurden die Blut-
entnahmen zur EPO-Konzentrationsberechtnung zunédchst jede Stunde bis zum
Abschlul3 der Infusionsgabe durchgefihrt. Hieraus errechneten wir die
AUC.12n (Area under the curve) mit Hilfe der linearen Trapezoidregel.
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5.4.2 Bestimmung der Angiotensin - Il - Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung des Angiotensin 1l erfolgte mit Hilfe eines
Radio-Immuno-Assays (Nr. 40-6005, Nichols Institute Diagnostics, San Juan Caprista-
no, USA).

Bereits bei der Blutentnahme wurde das Blut mit Bestatin® versetzt, um den enzymati-
schen Abbau durch die physiologische Angiotensinase zu vermeiden und zu blockie-
ren.

Der Angiotensin-lI-Radioimmuno-assay misst immunreaktives Angiotensin Il mit Hilfe
eines doppelten Radioimmunoassays. Phasenextrahierte EDTA-Plasma-, Standard-
und Kontrollproben wurden hierbei zunédchst mit einem Anti-Angiotensin-II-Antikdrper
vorinkubiert. Nun konkurriert markiertes Angiotensin Il mit dem Angiotensin Il aus den
Probandenproben um die gleichen Bindungsstellen. Nach weiterer Inkubation erfolgt
die Zugabe eines zweiten Antikorpers auf einer festen Phase. Der gebundene Teil der
Antikérperkomplexe ist nun auf der festen Phase fixiert und kann mittels Gamma-

Zahlkammer ausgezahlt werden.

5.4.3 Bestimmung der Plasmareninaktivitat

Die Plasmareninaktivitat wurde mit Hilfe des Angiotensin-1-RIA (RENK P2510,
Sorin Biomedica, Saluggia, Italien) bestimmt. Dies ist ein Test, der auf einer Kompeti-
tion zwischen markiertem Angiotensin | aus dem Standard und Angiotensin | aus der
Probe um eine definierte standardisierte und begrenzte Zahl von Antikorper-
bindungsstellen basiert. Nach Zugabe der Proben und Inkubation bei 37Grad Celsius
ist die Menge des gebundenen, markierten Angiotensin | umgekehrt proportional zur
Menge des freien Angiotensin |, welches Riickschlisse auf die Plasma-Renin-Aktivitat
erlaubt. Es wird nicht das aktive Renin gemessen, sondern der Substratumsatz, bei
dem Renin endogenes Angiotensinogen in Angiotensin tUberfiihrt. Die Plasma-Renin-
Aktivitat wurde zu Beginn des Studientages als Ausgangswert ermittelt und dann im
Folgenden alle 2 Stunden gemessen. Hieraus errechneten wir die AUCq.12n.

Die Dimension wird in Milligramm/Milliliter/h angegeben.
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5.4.4 Sammelurin

Die Urin-Sammelperioden wurden u.a. durchgefiuhrt, um die Natriumausscheidung
und die Kreatinin-Clearence festzustellen. Im Anschluss an die Urin-Sammelperioden
wurde das Volumen der Ausscheidung bestimmt, des Weiteren die Kreatininkon-
zentration im Serum und im Harn des Probanden, wobei davon auszugehen ist, dass
die Konzentration des Kreatinin im Urin gleich der Konzentration des Kreatinin im Se-
rum ist, da weder eine Sezernierung, noch eine Resorption in der Niere erfolgt (bei
Nierengesunden = Probanden).

Die Konzentration des Kreatinin wird mit Hilfe der Jaffe-Reaktion bestimmt. Kreatinin
bildet in alkalischer Lésung mit Pikrin-Saure eine gelborange gefarbte Verbindung, de-
ren Farbintensitat der Konzentration des Kreatinins proportional ist und bei 546nm
gemessen wird. Danach erfolgt eine Berechnung der Kreatinin-Clearence (siehe un-
ten).

Beim Natrium erfolgt die Messung flammenemissionsspektrometrisch.

Nur in Kombination beider Werte ist eine Aussage uber die PRA mdoglich. Es erhéht
sich auch bei gesunden Probanden die Renin-Aktivitat im Plasma, wenn eine Natrium-
Retention erfolgt. Auf der anderen Seite sinkt die Plasma-Renin-Aktivitat bei erhdhter

Natrium-Ausscheidung.

5.4.5 Parameter des Blutdruckes und Herzfrequenz

Die Bestimmung der Parameter erfolgte jeweils zum Zeitpunkt der Blutentnahmen mit-
tels Pro-Paq® 140 EL. Dieses Gerat fiihrt nach manuellem Start selbststandig Blut-
druckmessungen durch, kann die Herzfrequenz messen und berechnet den MAD

nach unten genanntem Algorithmus.
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5.5 Statistik

5.5.1 Grofe der einzelnen Gruppen

Es wurden 2 Gruppen mit jeweils 12 und eine Gruppe mit 11 gesunden, mannlichen
Probanden im Alter zwischen 18 und 30 Jahren gebildet. Die Gruppenzuweisung er-
folgte nach dem Zufallsprinzip. Die Gruppengrdf3en wurden ermittelt, unter der An-
nahme, dass die kleinste zu erwartende Differenz in der EPO-Konzentrations-
Veranderung gegenuber der Placebogruppe je nach Medikation 50% betragt, dies
wurde als klinisch relevante Veranderung angesehen.

Die Standardabweichung wurde mit 33% angenommen.

5.5.2 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte in der Abteilung Klinische Pharmakologie der
Universitat Gottingen.

Ausgewertet wurden die Proben aller, in die Studie eingeschlossenen Probanden. Es
gab einen Studienabbrecher, der ersetzt wurde. Die statistischen Berechnungen er-
folgten durch eine Varianzanalyse mittels ANOVA (ANalysis Of VAriance) mit nachfol-
gendem t-Test und anschlieRender a-Korrektur nach Bonferroni-Holm. Die angegebe-
nen Konfidenzintervalle mit p < 0.05 beziehen sich auf die Abweichungen der Werte-
unterschiede bezogen auf die Placebogruppe.

Des weiteren wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der AUC fiir EPO
aus der Placebo- und den Behandlungsgruppen bestimmt und auch als SEM angege-
ben.

Im Einvernehmen mit der Arbeitshypothese, die besagt, dass im Vergleich zum Place-
bo Fenoterol die EPO-Produktion des menschlichen Koérpers steigert und Losartan
diese Steigerung unterbindet, wurden nun die Ergebnisse der Behandlungsgruppen in
einem zweiseitigen, unverbundenen t-Test mit denen der Placebogruppe verglichen

und statistisch ausgewertet.
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5.5.3 Berechnungen

» Berechnung des mittleren arteriellen Druckes (MAD):
MAD = (syst. RR. + (2x diast. RR)) / 3

» Berechnung der Natriumausscheidungsfraktion (Fna):
I:Na = (((UNa) / (PNa)) / ((UKrea) / (PKrea))) x 100

Uns : Natriumkonzentration im Urin Phns : Natriumkonzentration im Plasma

Ukrea : Kreatininkonzentration im Urin Pkrea : Kreatininkonzentration im Plasma

» Berechnung der Kreatininclearance (CLkyea):
Clkrea = (Ukrea X Vurin) | Skrea

Ukrea : Kreatininkonzentration im Urin Vurin : Urinvolumen

Skrea . Kreatininkonzentration im Serum

Normiert wurden die einzelnen Kreatininwerte auf eine Kdrperoberflache (KO) von
1.73m?. Sie wurde errechnet nach der Dubois-Formel (Du Bois und Du Bois 1916).
Hierbei ist das Produkt aus der 0,425, Potenz des Gewichtes (kg), der 0,725, Po-
tenz der GréRe (cm) und der Konstanten 0,007184 (m?/ kg x cm) gleich der Korper-
oberflache in m% KO = (GroRe®’® x Gewicht®**° x 71,84 : 10000)

Priméare Zielvariable war die Menge des wahrend des Studientages gebildeten
Erythropoetins. Ein aquivalentes Mal3 dafur ist die Flache unter der EPO-Zeitkurve

(AUCg.72n, bestimmt mit der Trapeziodregel); Programm Topfit (Heinzel et al.1993).
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6. Ergebnisse

Untersucht wurde als primére Zielvariable die Entwicklung der Erythropoetin-
Konzentration bei gesunden, nichtrauchenden Mannern mit einem Durchschnittsalter
von 24,54 Jahren, einem Durchschnittskdorpergewicht von 76,55kg und einer durch-
schnittlichen Korpergrof3e von 182,1cm. Verteilt wurden die Probanden nach dem Zu-
fallsprinzip auf die oben genannten 3 verschiedenen Gruppen.

Sekundare Zielvariablen waren die Plasmarenin-Aktivitat und die Entwicklung in der
Angiotensin-1I-Serum-Konzentration. Des weiteren wurden die Vitalparameter Herz-

frequenz und Blutdruck aufgezeichnet.

6.1 Erythropoetin

Der Erythropoetin-Ausgangswert (als Baseline) war bei allen Untersuchungsgruppen
etwa gleich und betrug zwischen 5.1 + 1.0 mU/ml in der Placebogruppe und
4.1 + 0.9 mU/ml in der Fenoterolgruppe beziehungsweise 4.2 + 0.6 mU/ml Fenoterol +
Losartan-Gruppe. Somit lagen die Werte im, fir den ELISA-Test physiologischen Be-

reich von 4 — 25 mU/ml.

@ Fenoterol
—— Fenoterol + L
—a— Placebo

EPO-Konzentration in
% des Ausgangswertes

-60 0 60 120 180 240 360 480 720 1444

Zeit [min]

Abbildung 3: Verlauf der EPO-Konzentration in Prozent des Ausgangs-

wertes
Mittelwerte + SEM; * = p < 0,05 vs. Placebo
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Betrachtet man die EPO-Konzentrationen der einzelnen Probandengruppen in prozen-
tualer Relation zum Ausgangswert, so fallt die deutliche signifikante Steigerung der
Serum-EPO-Konzentration etwa 120 Minuten nach Beginn der Infusion in der Fenote-
rol-Gruppe auf. Bereits zu diesem Zeitpunkt betrug die Steigerung 15%. Im weiteren
Verlauf erhdhte sich die Steigerung mit einem Maximum von 156% zum Ausgangwert
nach 6h. Die Steigerungen der EPO-Konzentrationen in der Fenoterol-Losartan-
Gruppe war vergleichbar mit denen der Placebogruppe. Diese betrug bis zu 60% in
der Kombinationsgruppe und bis zu 77% in der Placebo-Gruppe (nach 6 Stunden).

Tabelle 2: Erythropoetin-AUC (0-24, 0-48 und 0-72h)

EPO [mU/mli/h] AUC 0-24h AUC 0-48h |AUC 0-72h
Placebo MEAN 3296.67 6783.83 11045.36
SEM 288.47 596.72 1066.59
Fenoterol MEAN 4891.42 9648.67 14319.17
SEM 449.05 949.28 1325.33
Fenoterol+Losartan |MEAN 3315.08 7595.25 12082,17
SEM 328.42 716.94 1378.19
AUC der EPO-Konzentrationen M Fenoterol
O Fenoterol + L
Placebo

16000 -
14000 ~
12000 ~ *
10000 +
8000 -
6000 -
4000 ~
2000 -

EPO-AUC in mU/ml/h

1 2 3

Sammelperioden

Abbildung 4: Erythropoetin-AUC (0-24, 0-48 und 0-72h)
Mittelwerte + SEM; * = p < 0,05 vs. Placebo
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Die Abbildung der AUC’s Uber die Sammelperioden 0-24 Stunden, 0-48 Stunden und
0-72 Stunden macht diese Steigerung noch deutlicher. Statistisch signifikante Veran-
derung gab es sowohl in der ersten Sammelperiode von 0-24 Stunden als auch in den
Sammelperioden 2 und 3. Hier zeigten sich Steigerungen von 48%, 42% beziehungs-
weise 29% in der letzten Sammelperiode von 0-72 Stunden in der Fenoterolgruppe
gegenuber der Placebogruppe, wohingegen wir bei der Kombinationsgruppe keine

signifikante Anderung verzeichnen konnten.
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6.2 Parameter des Blutdruckes und Herzfrequenz

6.2.1 Herzfrequenz

-Behandlung (Sterofundin, NaCl+Fenoterol)- —@— Fenoterol

* ——Fenoterol + L
* * * * —aA— Placebo

=

Herzfrequenz [1/min]
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-120  -60 0 60 120 180 240 360 480 720

Zeit [min]

Abbildung 5: Herzfrequenz

Mittelwerte + SEM; * = p < 0,05 vs. Placebo

Die Herzfrequenz zeigt eine signifikante Steigerung in den beiden Gruppen mit Medi-
kamenteninfusion gegentiber der Placebogruppe. Diese Steigerung war statistisch
signifikant. Der durchschnittliche Anstieg betrug durchschnittlich 38 Schlage/Minute
und war wahrend der Medikamentenapplikation konstant. Nach Beendigung der Be-
handlung naherten sich die Werte wieder einander an. Die Werte der Placebogruppe

blieben tGber die gemessene Zeit stabil und nahezu unverandert.
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6.2.2. Mittlerer arterieller Druck

® - Fenoterol
—— Fenoterol + L
—a— Placebo

90
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MAD [mmHg]

Abbildung 6: mittlerer arterieller Blutdruck
Mittelwerte + SEM;* = p < 0,05 vs. Placebo

Der MAD zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
Placebo und Fenoterol. Einen statistisch signifikanten Abfall des mittleren arteriellen
Druckes um etwa 10mmHg bemerkte man in der Kombinationsgruppe (Fenote-
rol+Losartan). Die Werte waren nach 2, 3, 4 und 6 Stunden (unter Gabe der Medikati-

on) signifikant geringer als bei der Placebogruppe.
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6.2.3. Systolischer Blutdruck

®  Fenoterol
—— Fenoterol + L
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Abbildung 7: systolischer Blutdruck
Mittelwerte + SEM

Der systolische Blutdruck zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Einen leichten Anstieg um circa 10mmHg sahen wir in der Fenote-
rolgruppe, in der Kombinationsgruppe kam es nach 2 Stunden zu einem Abfall um et-

wa 10mmHg. Diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.
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6.2.4. Diastolischer Blutdruck

@®  Fenoterol
—{—Fenoterol + L
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Abbildung 8: diastolischer Blutdruck
Mittelwerte + SEM;* = p < 0,05 vs. Placebo

Bei der Betrachtung des diastolischen Blutdruckes fallt in den beiden Gruppen mit
Medikation ein deutliches Abfallen der Werte auf. Statistisch signifikante Unterschiede
ergaben sich 60 Minuten nach Beginn der Infusion. Hier fielen die Werte in der Feno-
terol-Gruppe um etwa 10mmHg, in der Kombinationsgruppe sogar um bis zu
20mmHg. Etwa 2 Stunden nach Beendigung der Infusion normalisierten sich die Wer-
te wieder und néherten sich den Ausgangswerten an. Ein signifikanter Unterschied

bestand dann nicht mehr.
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6.3 Natriumausscheidungsfraktion

Die Ausgangswerte waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich und kénnen als
gleich angesehen werden. Es wird deutlich, dass bei den Probanden, die
Fenoterol oder die Kombination Fenoterol + Losartan erhielten, die Werte, gegentber
der Placebogruppe, statistisch signifikant abfielen (SEM #, p < 0,05 Placebo).

Die Natriumausscheidungsfraktion bei der Placebogruppe erhdhte sich auf 104%, dies

war allerdings nicht statistisch signifikant.

Tabelle 3: Natriumausscheidungsfraktion

Fe Nain % t:0h t:6h
PLACEBO MEAN 69 104
SEM +03 +29
Fenoterol MEAN 57 38
SEM +06 +05*
Fenoterol+Losartan MEAN 77 42
SEM +13 +07*

Mittelwerte + SEM;* = p < 0,05 vs. Placebo
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6.4 Kreatininclearance

In allen Gruppen stieg die Kreatinin-Clearance an, bei nahezu identischen Ausgangs-
werten. Die Ausgangswerte lagen mit durchschnittlich 129,28ml/min/1,73m? KO im
Referenzbereich des Labors der Universitat Gottingen (80—170ml/min).

Es zeigte der starkste Anstieg der Kreatinin-Clearance in der Gruppe der Probanden,
die Fenoterol + Losartan erhielten. Hier betrug der Anstieg etwa 80ml/min/1,73m?. Der
Anstieg der Kreatinin-Clearance in der Fenoterolgruppe Gruppe betrug fast
63ml/min/1,73m?. Am geringsten war der Anstieg in der Placebo-Gruppe. Hier war der
Anstieg circa 40ml/min/1,73m?. Die Anstiege waren im Vergleich zur Placebo-Gruppe

signifikant (Mittelwerte + SEM; * = p < 0,05 vs. Palcebo).

Tabelle 4: Kreatininclearance vor und nach Medikation

CLKrea(mI/min/1,73m2) durchschnittlich vor | durchschnittlich wahrend

Medikation Medikation
Placebo 128.38 170.00 + 9,47
Fenoterol 130.88 193.29 + 6,71*

Fenoterol+Losartan 128.59 208.52 + 10,84*
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6.5 Serumkalium-Werte

@ Fenoterol
—O— Fenoterol + L
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Abbildung 9: Verlauf der Kalium-Konzentration im Serum

Mittelwerte £+ SEM; * = p < 0,05 vs. Placebo

Es fallt auf, dass die Serum-K*-Werte in beiden Gruppen, die Fenoterol bekamen, sig-
nifikant gegenuber der Placebo-Gruppe abfielen. Wahrend die Messwerte der Place-
bo-Gruppe konstant bei Werten um 3,73 mmol/l (SEM + 0.12) lagen, war deutlich ein
Abfall der beiden anderen Probandengruppen zu erkennen.

Zum Zeitpunkt der 120 Minuten-Messung fallt ein deutlicher Abfall um 0,86 mmol/l
(SEM = 0,07) auf. Dieser Wert kehrte nach 8 Stunden, d.h. 2 Stunden nach Beendi-

gung der Infusion, wieder auf das Ausgangsniveau zurtck.
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6.6 Angiotensin - Il - Konzentration

Die  Ergebnisse zeigen eine  statistisch  signifikante  Steigerung  der
AT-1lI-Konzentrationen in der Fenoterol-Gruppe und noch ausgepragter in der Kombi-

nationsgruppe, die Fenoterol und Losartan erhielt

@ Fenoterol

——Fenoterol + L
------------- Behandlung (Sterofundin, NaCl+Fenoterol)---------- —a— Placebo

350 +

AT ll-Konzentration [mU/ml]

-60 0 120 240 360 480 720
Zeit [min]

Abbildung 10: Verlauf der AT - Il - Konzentration
Mittelwerte + SEM; * = p < 0,05 vs. Placebo

In den ersten 2 Stunden stieg die Serumkonzentration des Angiotensins Il in der Kom-
binationsgruppe auf Gber 247,38mU/ml (SEM % 38,08) an. Die Steigerung in der Feno-
terolgruppe fiel mit 36,48mU/ml Placebo (SEM = 4,86) gegentber 16,56mU/ml (SEM +
1,52) weniger stark, aber ebenfalls statistisch signifikant aus. Nach etwa 720 Minuten
(12 Stunden), beziehungsweise 6 Stunden nach Beendigung der Infusionen, waren
keine Unterschiede mehr, gemessen am Ausgangswert, erkennbar und die Aus-
gangswerte von etwa 16-17muU/ml beziehungsweise 30mU/ml in der Kombinations-
gruppe wieder erreicht.
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6.7 Plasmareninaktivitat

Der Ausgangswert der Plasmareninaktivitdit lag bei allen Gruppen um
0,99ng/ml/Stunde (SEM £ 0,08). In der Kombinations-Gruppe zeigte sich bereits
2 Stunden nach Einnahme der 50mg Tablette ein Anstieg der PRA auf
1,70ng/ml/Stunde, bei gleichbleibenden Werten in den beiden anderen Gruppen. Dies

war statistisch signifikant.

@ Fenoterol
—0O—Fenoterol + L
1200 - * —a—Placebo

PRA in % des Ausgangswertes

Zeit [min]

Abbildung 11: Verlauf der Plasmareninaktivitat in % des Ausgangswertes

Mittelwerte + SEM;* = p < 0,05 vs. Placebo
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Die AUCy.12n zeigt den Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen in der PRA.

M Fenoterol
120 - OFenoterol + L
-|- Placebo

100 ~

AUC [ng/ml/h]
N (2] (0]
o o o

N
o

1
Saulendiagramm der AUC 0-12 h

Abbildung 12: Plasmareninaktivitat-AUC -12n)

Die Steigerung der PRA in der durch Losartan “blockierten Gruppe* ist sehr deutlich
zu sehen. Auch hier liegt eine statistische Signifikanz vor, bei einem Konfidenzintervall
(bezogen auf die Differenz zum Placebowert) von 1,7 bis 26,7ng/ml/Stunde (Mittelwer-
te + SEM; p< 0,05 Placebo).

Die Steigerungen lagen hierbei fir die Fenoterolgruppe bei 106% (total
27,78ng/ml/Stunde) und fuir die ,Losartan-Gruppe* bei 659% (total
101,22ng/ml/Stunde), dies war etwa 4mal hoher als in der Gruppe, welche mit Fenote-

rol alleine behandelt wurde.
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7. Diskussion und Betrachtung der erhobenen Parameter

Die vorliegende Arbeit stellt eine klinisch-pharmakologische Studie bezlglich der
Erythropoetin-Produktion unter normoxischen Bedingungen nach Gabe von Fenoterol,
Fenoterol in Kombination mit Lorsatan und der Gabe einer Elektolytldsung als Placebo
vor.

Unser Ziel war es, durch Fenoterol unter der Annahme einer konsekutiven Angioten-
sin-Produktion die 3-adrenerge Stimulation der EPO-Produktion zu erreichen und so-
mit die EPO-Bildung zu steigern. Des Weiteren sollte die EPO-Produktion durch den

selektiven AT-Il;- Rezeptorantagonisten Losartan zu unterbinden sein.

7.1 Herzfrequenz, mittlerer arterieller Druck und andere Parameter des Blutdru-

ckes

(siehe Punkt 6.2)

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Parameter, so zeigen all diese Befunde die Wir-
kung der Fenoterolmedikation. Da die dilatierende Wirkung des Fenoterols vor allem
die KapazitatsgefalBe erfasst, war in therapeutischer Dosierung ein Absinken des
diastolischen Blutdruckes zu erwarten. Dies bestétigte sich. Der systolische Blutdruck
verblieb dabei stabil, wobei hier ein, allerdings statistisch nicht signifikanter, Abfall
nach 2h in der Kombinationsgruppe zu verzeichnen war. In der Kombinationsgruppe
zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall des MAD. Die Herzfrequenz war durch
die Aktivierung des Sympathikus durch eine direkt sympathomimetische Wirkung er-
hoht (eine sog. 3,-Selektivitat ist immer nur eine relative Selektivitat). Dies kann aber
auch reflektorisch durch eine verminderte Herzrate bei nachlassendem Pre-load zu-
stande gekommen sein (Timmermans et al.1992).

Die im Studiendesign gewéhlte Dosierung der Medikamente fuhrte nicht zu einer Ver-
anderung des Blutdruckes im Sinne eines ,pressorischen* Effektes.
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7.2 Natriumauscheidungsfraktion (Fna)

(siehe Punkt 6.3)
In unserem Probandengut zeigten sich nahezu identische Ausgangswerte zum Zeit-
punkt t=0h. Nach Beenden der Medikationsgabe (t=6h) zeigten sich erhebliche, statis-
tisch signifikante Unterschiede (Mittelwerte + SEM, p < 0,05 Placebo). Die Natrium-
ausscheidungsfraktion verringerte sich in beiden Fenoterol-Gruppen. In der Placebo-
Gruppe zeigte sich ein leichter Anstieg der Fya.
Dies war ein durchaus zu erwartender Befund. Vermittelt wird dieser Effekt durch eine
Stimulation von [3;-Rezeptoren in der Niere, durch das nur relativ selektive
3,-Sympathomimetikum Fenoterol. Hierdurch kommt es zu einer vermehrten
Renin-Sekretion (Gleiter et al.1996; Timmermans et al. 1992). Dies fuhrt konsekutiv zu
einer Angiotensin-Produktion mit nachfolgender Aldosteronproduktion, was eine er-
hohte Ruckresorption des Natriums aus dem Primarharn zur Folge hat und sich in der
verminderten Fy, zeigt.
Daruber hinaus haben wir durch Gabe von Losartan die AT-ll;-Rezeptoren in einer
Gruppe blockiert, so dass es zu einer Akkumulierung des Angiotensins kam.

7.3 Kreatininclearance

(siehe Punkt 6.4)

Als Mal3 fur die glomerulare Filtrationsrate zeigte die Kreatininclearance eine Erho-
hung in allen 3 Gruppen, wobei die Veranderung zum Ausgangswert in der Kombina-
tionsgruppe besonders ausgepragt war.

Der Vergleich der einzelnen Gruppen mit der Placebogruppe zeigt statistisch signifi-
kante Veranderungen (Mittelwerte + SEM, p < 0,05 Placebo).

Erklarbar wird dies durch einen Effekt der Fenoterolmedikation auf die Durchblutung
der Niere durch Stimulation von 3;-Rezeptoren mit konsekutiver Vasokonstriktion. Die
glomerulare Filtrationsrate ist direkt proportional zum renalen Blutfluss und steigt mit
dem arteriellen Druck, vor allem im Bereich zwischen 50-100mmHg stark an (Schmidt
1992). Dies zeigt sich im der Anstieg der Kreatinin-Clearance. Die Blutdruckwerte
wahrend der Systole waren in unserer Untersuchung zwar kaum veréandert und der
MAD in der Kombinationsgruppe leicht vermindert. Die diastolischen Blutdruckwerte
hingegen zeigten einen deutlicheren Abfall, was in Relation betrachtet einer Erh6hung

des systolischen Druckes entspricht.
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7.4 Serumkalium-Konzentration

(siehe Punkt 6.5)
Wie erwartet fielen die Serum-K*-Spiegel in beiden mit Fenoterol behandelten Grup-
pen, unabhangig von weiterer Losartanmedikation ab, wahrend sich die Werte in der
Placebo-Gruppe konstant zeigten. Diese Veranderung glich sich etwa 2 Stunden nach
Beendigung der Infusionen wieder vollstdndig aus. Hieraus lasst sich erneut die Wir-
kung der Fenoterolmedikation, also die Aktivierung des Symathikotonus erkennen,
denn Uber eine Steigerung der Insulinsekretion aus dem Pankreas kommt es zu einer
erhohten Glykogenolyse in Leber und Muskulatur und zu einer gesteigerten Glukone-
ogenese, die eine Verschiebung des intravasalen und extrazellularen Kaliums
nach intrazellular zur Folge hat und das Absinken der
K*-lonen-Konzentration im Serum erklart. Gleichzeitig sieht man die gelungene Fliis-
sigkeitsbilanzierung und den wohl tarierten Elektrolytausgleich durch die

Sterofundin®-Infusion von 150ml/Stunde in der Placebogruppe.

7.5 Plasmareninaktivitat

(siehe Punkt 6.7)

Die Ergebnisse zeigen die deutliche, statistisch signifikante Steigerung der PRA in
beiden Medikamenten-Gruppen (Mittelwerte + SEM, p < 0,05 Placebo). Auch Gleiter
et al. beobachteten in einigen friheren Studien eine Steigerung der PRA nach Gabe
von Fenoterol. Damals wurde jedoch unter anderem ein kontrollierter Aderlass als
Stimulus fur die EPO-Produktion eingesetzt. Es zeigte sich ebenfalls, dass das RAS
mit seinen Komponenten in die Produktion von EPO involviert ist (Gleiter et al. 1996).
Durch Fenoterol kam es auch dort zu einer Aktivierung des Sympathikus mit Aktivie-
rung des RAS mit erhdhter PRA. Diese Befunde wurden in unserer Untersuchung ein-
drucksvoll bestatigt.

Diese Befunde lassen sich ebenfalls mit einer Akkumulierung des Renins bei Blocka-
de der AT-II;-Rezeptoren begriinden, da der Effektor unterdriickt wurde.

Es bleibt jedoch zu bedenken, dass eine Steigerung der PRA auch, wie oben bereits
erwahnt, durch eine Stimulierung von [;-Rezeptoren zu erreichen st
(Timmermans et al. 1992). Es ist bekannt, dass jede Selektivitat immer nur eine do-
sisabhangige, relative Selektivitdt darstellt. Eine Differenzierung dieses Effektes

(B;- beziehungsweise R-mimetisch), etwa mit Isoprenalin als nicht selektivem
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3-Rezeptor-Agonisten, und/oder einem [3-Rezeptor-Antagonisten, gegebenenfalls in
Kombination (z.B.: Propranolol als unspezifischem oder Metoprolol als spezifischem

(3;-Antagonisten) ware sehr schwierig und war nicht Gegenstand dieser Studie.

Festzuhalten ist jedoch, dass Fenoterol eine Steigerung der PRA bewirkt hat und es
offenbar dadurch zu einer Konzentrationserhéhung von Angiotensin Il im Serum der

Probanden kam.

7.6 Angiotensin Il
(siehe Punkt 6.6)

Die Serumkonzentration von AT Il stieg in beiden Fenoterol erhaltenden Gruppen sta-
tistisch signifikant gegentber der Placebogruppe (Mittelwerte + SEM, p < 0,05 Place-
bo) an. Dies zeigt, dass Fenoterol zur Stimulierung einer AT-II-Produktion fuhrt.
Angiotensin Il hat eine Halbwertszeit von wenigen Minuten. Der hohe Anstieg in der
Kombinationsgruppe ist wahrscheinlich Folge der Blockade der AT-ll,-Rezeptoren
durch Losartan.

Allerdings kénnte dieser Effekt sowohl durch direkte Stimulation der 3,-Rezeptoren,
als auch durch eine Stimulierung von 3;-Rezeptoren zustande gekommen sein. Hier-
bei lieBe sich der Anstieg der AT-lI-Konzentration durch eine direkte Renin-
Sekretionssteigerung erklaren (Timmermans et al. 1992). Dazu passend ware auch
der Befund, dass die PRA im gleichen Zeitraum ebenfalls signifikant anstieg (siehe

oben).
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7.7 Erythropoetin
(siehe Punkt 6.1)

Die Erythropoetinkonzentration stieg deutlich an. Es gab eine bis zu 48%ige Steige-
rung (in der AUC) in der Fenoterolgruppe verglichen mit der Placebogruppe. Diese
statistisch signifikante Steigerung wurde 2 Stunden nach Beginn der Infusionen erst-
malig deutlich (Mittelwerte £+ SEM, p < 0,05 Placebo).

Die Kombinationsgruppe zeigte im gleichen Zeitraum keinen Anstieg gegeniber der
Placebogruppe.

Durch die Gabe des Fenoterols kam es offenbar zu einer Aktivierung des RAS und
konsekutiv zu einer vermehrten Bildung von AT Il. Der Studienhypothese zufolge er-
reichten wir dadurch eine direkte Stimulation des AT-lI;-Rezeptors mit Aktivierung der
EPO-produzierenden Fibroblasten.

Hingegen zeigte sich in der Kombinationsgruppe durch die gleichzeitige Blockade der

AT-11;-Rezeptoren mit Losartan ein Ausbleiben der EPO-Produktionssteigerung.
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8. Schlussbetrachtung

Die Mechanismen, die zur Erythropoetinbildung in den Fibroblasten des renalen Kor-
tex fuhren, waren bislang nicht detailliert geklart. Bekannt war, dass nach Nieren-
transplantationen etwa 5-10% der Patienten eine Posttransplantationserythrozytose
entwickeln. Des Weiteren zeigen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz haufig
Zeichen der Anamie, die mit rekombinantem Erythropoetin behandelt werden kann
(ebenso chronische Anamiker bei Tumorleiden).

Einige Ergebnisse deuteten auf eine wichtige Rolle des Adenosins bei der Vermittlung
einer EPO-Produktion hin (Bakris et al. 1999; Gleiter et al. 1997a). Bakris et al. zeig-
ten, dass eine Langzeittherapie der Erythrozytose mit Theophyllin eine Senkung des
Hamatokrits und des Hb-Wertes erreichte. Dies basierte auf tierexperimentellen Ver-
suchen von Ueno (Ueno et al. 1988). Insgesamt konnte jedoch ein klarer Zusammen-
hang der Theophyllintherapie der Posttransplantationserythrozytose nicht bestatigt
werden (llan et al. 1994; Gleiter 1996).

Es zeigte sich, dass die Hb-Konzentration und der Hamatokrit durch eine Theophyllin-
gabe auch bei Patienten mit unauffalligen Serum-Erythropoetinwerten gesenkt werden
konnten.

Da Theophyllin indirekt den Sympatikotonus durch Blockade der prasynaptisch hem-
menden Adenosinrezeptoren auf adrenerge Neurone erhdht, wurde postuliert, dass
das RAS mit seinen Komponenten einen héheren Stellenwert in der Erythropoese hat

als bislang vermutet (Ueno et al. 1988).

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass durch Gabe von Fenoterol sowohl die
EPO-Produktion, als auch die Plasmarenin-Aktivitat und die AT-1I-Konzentration deut-
lich gesteigert werden konnten.

Entsprechend der unserer Studie zugrunde liegenden Hypothese kam es offenbar zu
einer sympathisch vermittelten Aktivierung des RAS durch Gabe von Fenoterol. Hier-
durch wurde die Konzentration von Angiotensin Il im Serum der Probanden deutlich
gesteigert, was wiederum die EPO-Produktion aktivierte.

Des Weiteren zeigten wir durch Blockade des Angiotensin-ll;-Rezeptors den Zusam-
menhang der direkten Wirkung des Angiotensin Il auf die EPO-Konzentration im Se-

rum der Probanden, denn in der Kombinationsgruppe zeigte sich im gleichen Zeitraum
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trotz enorm erhdhter AT-lI-Konzentrationen im Serum Kkeine statistisch signifikante
Steigerungsrate der EPO-Konzentration. Vielmehr verlief die deutlich geringere Stei-

gerung in der Kombinationsgruppe parallel zur Placebogruppe.

Nach Feststellung der aufRerordentlichen Bedeutung des RAS, mit wahrscheinlicher
Vermittlung Uber Angiotensin Il auf die EPO-Produktion und bei der Mdglichkeit einer
selektiven Blockade der AT-ll;-Rezeptoren, ergeben sich nun neue Therapieansatze
zur Behandlung einer Erythrozytose (z.B. nach Nierentransplantationen). So ist es nun
denkbar, den friher tblichen Aderlass mit bekannten Nebenwirkungen (z.B. Eisenver-
lust, erneuter Stimulation der Erythropoese oder Schwéachegefihl der Patienten) durch
Gabe eines AT-ll;-Rezeptorantagonisten (z.B. Losartan) zu ersetzen. Ob das in der
Praxis auch gelingt, z.B. bei der Polyglobulie von Tumorpatienten (Nierenzellkarzino-
men oder Leberzellkarzinomen), wird Gegenstand der Forschung bleiben.
Umgekehrt ist durch Gabe von 3,-Sympathomimetika (in dieser Untersuchung Fenote-
rol) eine Steigerung der EPO-Produktion erreichbar. Ob eine dauerhafte Gabe, z.B.
inhalativ als Aerosol, vertretbar ist und die Gabe eines rekombinanten Erythropoetin
ersetzt, ist bei dem zugrundeliegenden Wirkmechanismus der [3,-Sympathomimetika
und den daraus resultierenden unerwinschten Wirkungen beziehungsweise Kontrain-
dikationen zu bezweifeln, so dass Fenoterol in der Therapie einer chronischen Anamie
wohl eher eine geringe Rolle spielen wird. Denkbar wére es aber, ein neues neben-

wirkungsarmeres 3,-Sympathomimetikum zu entwickeln.
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9. Zusammenfassung

Erythropoetin ist ein Glykoproteinhormon und entscheidend fir die Ausbildung und die
Differenzierung der Erythrozyten verantwortlich. Die Sequenz des EPO-Gens ist be-
kannt. Der Hauptproduktionsort des EPO befindet sich in den peritubularen
Fibroblasten im renalen Kortex (Bachmann et al. 1993).

Der Produktionsmechanismus von Erythropoetin in der Niere sollte im Rahmen dieser
Studie untersucht werden.

Primare Zielvariable war die EPO-Konzentration im Serum der Probanden. Sie stieg
statistisch signifikant bis zu 48% nach Gabe von Fenoterol an. Bei Zugabe von Losar-
tan (Kombinationsgruppe) zeigte sich im gleichen Zeitraum keine Steigerung. Durch
Gabe von Losartan haben wir die AT-1l;-Rezeptoren dieser Gruppe blockiert.

Die Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) stieg ebenfalls signifikant an. Gleiter et al. beobach-
teten in einigen Studien zuvor eine Steigerung der PRA nach Gabe von Fenoterol
(Gleiter et al. 1996; Kazal et al. 1975). Diese Befunde konnten nun eindrucksvoll bes-
tatigt werden.

Wir konnten unserer Hypothese entsprechend nachweisen, dass Fenoterol eine Akti-
vierung des RAS und eine Steigerung der PRA bewirkt hat. Dies hat offenbar zu einer
Konzentrationserhéhung von Angiotensin Il im Serum der Probanden gefihrt und eine
gesteigerte EPO-Produktion verursacht, wobei Angiotensin Il als ,Schlisseltransmit-
ter* fungierte. Die Blockade der AT-ll;-Rezeptoren mit Losartan bestatigt dies. Bei
ausbleibendem ,pressorischem* Effekt der Medikation wurde auch die postulierte Min-
derdurchblutung der Niere als Ausldser einer EPO-Produktionssteigerung widerlegt.
Dazu passend sind die Befunde von friheren Untersuchungen und klinischen Thera-
pieformen, die einen Rickgang der EPO-Konzentration im Serum von Patienten mit
Posttransplantationserythrozytose nach Gabe von ACE-Hemmstoffen beschrieben
(Gleiter 1996). So zeigen sich dementsprechend neue Therapieansatze zur Behand-
lung einer Erythrozytose (z.B. nach Nierentransplantationen). Man konnte
z.B. mit Losartan die bisher angewandten Aderlasse bei der Polyglobuliebehandlung
ersetzen.

Des Weiteren ist durch Gabe von 3,-Sympathomimetika (z.B. Fenoterol) eine Steige-

rung der EPO-Produktion erreichbar.



10. Anhang

Wertetabellen

10.1 Demographische Daten der Probanden

1. Gruppe Placebo

Proband Nr. Alter [J] GroRe [cm] Gewicht [ kg] KO [m“]
53 23 180 72 1,90
54 26 181 81 2,01
55 23 196 94 2,27
56 26 174 69 1,83
57 27 186 88 2,13
58 25 176 78 1,94
59 24 175 73 1,96
60 24 181 75 1,95
61 23 191 74 2,01
62 28 192 94 2,24
63 21 193 79 2,08
64 25 182 71 1,91
2. Gruppe Fenoterol
Proband Nr. Alter [J] GréRe [cm] Gewicht [kg] KO [m?]
16 29 184 95 2,18
17 30 184 76 1,98
18 26 183 76 1,98
20 30 171 65 1,89
21 29 176 62 1,76
23 29 196 82 2,15
24 25 177 73 1,76
25 27 180 70 1,90
30 30 169 83 1,99
31 23 178 67 1,94
32 26 182 72 1,84
3. Gruppe Fenoterol - Losartan
Proband Nr. Alter [J] GrofRRe [cm] Gewicht [kg] KO [m“]
26 30 190 73 2,00
27 22 178 73 1,90
28 24 181 75 1,95
29 22 174 69 1,83
33 26 179 71 1,89
34 23 181 65 1,84
35 23 181 78 1,98
36 26 175 71 1,86
37 27 183 73 1,94
38 29 174 63 1,76
39 23 172 77 1,90
41 23 183 74 1,95
Alter [J] GroRe [cm] Gewicht [kg] KO[m?]
Mittelwerte 24.54 182.1 76.55 1,97

(KO=Kdrperoberflache)
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10.2 Angiotensin - Il - Konzentration %
Zeit [Minute] -60 0l 120 240, 360, 480 720
Placebo 102,34| 100,00 107,85| 128,44 114,50| 177,83| 95,82
SEM 4,73 0,000 5,72 11,09 6,95 21,35 4,93
Cl + 105,02 100,00, 111,09 134,71| 118,43| 189,91| 98,61
- 99,66 100,00| 104,61| 122,17 110,57| 165,75 93,03
Fenoterol: 114,82| 100,00 195,82| 276,05 188,10/ 204,13 92,75
Fenoterol +L | 78,28| 100,00 879,14| 879,37| 666,76| 522,17| 101,91
10.3 Herzfrequenz [ Minute]
Zeit [Minute] -60 0 60| 120 180 240/ 360, 480 720
Placebo 58,57| 57,21/ 59,21| 56,29| 56,86 55,43| 55,36 55,93 60,71
SEM 221 1,72 1,66 1,87] 1,78 0,76/ 1,62 2,19 1,32
Cl + 59,82 58,18 60,15 57,35 57,87 55,86 56,28 57,17\ 61,46
- 57,32| 56,24 58,27 5523 55,85 55,000 54,44 54,69 59,96
Fenoterol 62,92 60,42| 87,92 95,75 93,75 96,17 100,50, 97,58/ 76,58
Fenoterol+L | 56,67| 56,17| 56,50 87,50, 90,00/ 94,67 96,75 98,25 96,17
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10.4 Blutdruck systolisch [mmHg]

Zeit [Minute] -60 0 60, 120, 180 240 360| 480 720| 1440
Placebo 115,86| 117,07| 115,57| 113,64| 113,43| 114,07 115,14| 115,57| 117,43| 117,71
SEM 1,95 2,000 1,60, 1,90, 1,46 1,45 1,49/ 155 1,61 1,48
cl + 116,96| 118,20| 116,48| 114,72| 114,26| 114,89 115,98/ 116,45 118,34 118,55
- 114,76| 115,94| 114,66| 112,56| 112,60| 113,25 114,30 114,69| 116,52 116,87
Fenoterol 115,58| 115,67| 124,67| 119,08| 122,42 112,92 112,50 110,00 113,08| 118,17
Fenoterol+L | 115,50| 113,08| 114,42 120,75/ 110,92/ 110,67| 111,42| 109,25| 105,83| 113,75
10.5 Blutdruck diastolisch [mmHg]
Zeit [Minute] -60 0 60, 120, 180, 240/ 360 480 720
Placebo 64,36 65,71 64,21 61,71| 63,07| 64,00 63,71| 62,86 62,57
SEM 1,66 1,73 2,21 1,56 1,72 1,82 1,91 1,47 1,29
cl + 65,30 66,69 6546 62,59 64,04 6503 64,79 63,69 63,30
- 63,42 64,73 62,96) 60,83 62,10 62,97| 62,63 62,03 61,84
Fenoterol 68,58 68,75 58,92| 56,67| 51,67| 52,83] 53,92 52,33 62,25
Fenoterol+L 63,17| 61,42 61,08/ 50,17| 42,75 44,50 41,50 46,00 42,50
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10.6 Mittlerer Arterieller Druck [mmHg]

Zeit [Minute] -60 0 60, 120, 180 240 360| 480 720| 1440
Placebo 81,52 82,83 81,33 79,02/ 79,86/ 80,69 80,86/ 80,43 80,86 81,67
SEM 1,49 1,65 1,83 1,40 1,49 1,56 1,58 1,40 1,21] 1,44
cl + 82,36/ 83,76/ 82,37 79,81 80,70 81,57| 81,75 81,22 81,54 82,48
- 80,68 81,90 80,29 78,23 79,02 79,81 79,97| 79,64 80,18 80,86
Fenoterol 84,25 84,39 80,83 77,47| 75,25 72,86| 73,44/ 71,56 79,19 84,22
Fenoterol+L 80,92 79,58 79,08 76,83 62,42| 66,000 61,67 67,000 59,58 75,75
10.7 Serumkalium [Milligramm/Deziliter]
Zeit [Minute] -60 0| 120 240 360 480 720 1440/ 2800
Placebo 3,51 3,65 3,73 3,71] 3,58 3,52 3,71 3,78 3,85
SEM 0,04/ 0,05 0,03 0,04 0,03 0,060 0,04 0,06 0,06
Cl + 3,63 368 375 373 3600 355 373 381 388
- 3,49 3,62 3,71 369 3560 349 3,69 375 3,82
Fenoterol 3,81 2,80 2,86 3,15 3,85 4,06 4,03 3,93
Fenoterol+L 3,71 2,86 2,85/ 3,13 3,70 3,69 4,10, 3,91 4,08
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10.8 Plasmareninaktivitat % Verlauf

Zeit [Minute] -60 0l 120 240 360 480 720
Placebo 96,85/ 100,00/ 97,13| 95,22| 88,19| 169,26/ 74,92
SEM 3,64/ 0,000 6,31 5,10 4,76/ 23,32 6,92
cl + 98,91| 100,00 100,70, 98,11| 90,88| 182,45 78,84
- 94,79 100,00, 93,56| 92,33| 85,50| 156,07| 71,00
Fenoterol 114,18| 100,00| 283,19| 341,19 278,00/ 295,60, 97,53
Fenoterol+L 69,08 100,00| 903,98 953,97| 665,42( 670,81| 114,26
10.9 Erythropoetinkonzentration % Verlauf
Zeit [Minute] -60 0 60 120, 180, 240, 360| 480 720/ 1440
Placebo 95,64/ 100,00 97,12| 115,33| 108,02| 128,03| 177,76| 142,75| 151,03| 185,30
SEM 3,14/ 0,000 4,60 7,83 5,34/ 10,81 20,03 15,33 18,90 22,66
Cl + 97,42/ 100,00, 99,72 119,76| 111,04 134,15 189,09| 151,42 161,72| 198,12
- 93,86| 100,00, 94,52| 110,90| 105,00) 121,91| 166,43| 134,08 140,34| 172,48
Fenoterol 102,59 100,00 101,14| 130,62| 146,26 220,20| 265,82| 208,02| 188,43| 199,35
Fenoterol+L 109,22( 100,00 105,07 112,23 99,42/ 126,21| 160,36| 153,01| 203,70| 206,02

ClI = Konfidenzintervall der Placebogruppe (+ SEM)
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Anlage 1

Ausfuhrliche Darstellung der Historie und der bekannten
Wirkungsmechanismen des Erythropoetins

Die Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die Eckdaten der Erythropoetinforschung.
Tabelle 5: Historie der Erythropoetinforschung

Um 1890 Claude Bernard beschreibt, dass die Effekte von Gasen physiolo-
gischerweise auf deren Partialdruck im Blut zurtickzufihren sind, und
dass die Gebirgskrankheit mafRgeblich von einer Hypoxamie gepragt
wird.

Bert beschreibt eine Steigerung der O;-Bindungskapazitat wahrend
eines Hohenaufenthaltes (Jelkmann 1992).

1893 Miescher berichtet Uber den Einsatz der Hohentherapie bei Anamie-
patienten (z.B. Patient mit Tbc). Als Konsequenz dessen wird die
operative Verkleinerung der Alveolarflache als Therapeutikum zur
Behandlung chronisch andmischer Patienten diskutiert und durchge-
fuhrt (Miescher 1893).

1906 M. Carnot + Mme. de Flandre postulierten einen humoralen Einfluss
auf die Erythropoese, nachdem sie Serum anamischer Hasen ande-
ren Hasen injizierten und einen Anstieg der Erythropoese bei den be-
handelten Hasen um etwa 20-40% beobachteten (Carnot und de
Flandre 1906).

1932 Sandor beschreibt eine Retikulozytose bei behandelten Hasen nach
Injektion von Serum andmischer Hasen (Sandor 1932).

1943 Krumdieck berichtet von einer Haufung von Erytrhozytenvorlauferzel-
len im Knochenmark nach einer solchen Seruminjektion bei gesunden
Hasen (Injektion von Serum anamischer Hasen) (Krumdieck 1943).

1953 Erslev bringt den ersten Hinweis fir ein Erythropoetin, indem er das
Ausbleiben einer Retikulozytose bei mit Serum andmischer Hasen
behandelten Hasen nachwies. Dennoch zeigte sich ein Anstieg des

Hamatokrits durch regelmaliig wiederholte Gaben grol3er Mengen an
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infundiertem Plasma anamischer Hasen, ahnlich den Effekten bei
rhEPO-Gabe heute bei Patienten mit chronischen Anamien (Erslev
1953).

1957 Jacobson postuliert die Niere als Hauptproduktionsort fur das noch
unbekannte Erythropoetin und berichtet tGber ein Ausbleiben eines
Erythrozytenanstieges bei nephrektomierten Tieren nach Aderlass als
Erythropoesestimulus (Jacobson et al. 1957).

1964 Nathan et al. unterstitzen die These von Jacobson und zeigen
einen Ruckgang der Erythrozyten-Vorlauferzellen im Knochenmark
eines nephrektomierten Menschen (Nathan et al. 1964).

1977 Miyake et al. fiuhren den ersten Nachweis fur EPO im Urin nach
Purifikation (Miyake et al. 1977).

Erythropoetin (EPO):
Erythropoetin (EPO) ist ein Glykoproteinhormon (165 AS) mit einem Molekulargewicht

von 34kDa, welches im Organismus die Produktion und Differenzierung der Erythrozy-
ten aus den Stammzellen im Knochenmark maRgeblich beeinflusst.
Der intrazellulare Mechanismus beruht auf einer primaren Bindung an einen EPO-
Rezeptor, welcher membranstandig auf der Oberflache zahlreicher Zellen zu finden
ist. Durch Bindung an den Rezeptor wird eine Autophosphorylierung der JAK 2 (Ja-
nuskinase 2, eine Tyrosinkinase) induziert. Durch diese nunmehr phosphorylierte JAK
2 werden wiederum spezifische intrarezeptorische Tyrosine phosphoryliert, welche
dann als Bindestelle fur intrazellulare Proteine fungieren, u.a. auch fur einen STAT5
(signal transducers and activators of transcription). Dies ist gewissermalien eine,
durch Induktion einer Kaskadenreaktion vermittelte Proteinbiosynthese, mit dem Re-
sultat der Transkription von Erythrozytenbestandteilen (Mulcahy 2001). Parallel dazu
kommt es hierbei zu einer erhéhten Aufnahme von Ca?* und Glukose innerhalb einer
Stunde (Sawyer 1990; Sawyer et al. 1987), einer erhdhten Exprimierung von Transfer-
rinrezeptoren innerhalb von 6 Stunden und einer Hamoglobinsynthese nach etwa 12
Stunden (Krantz 1991).

Viele verschiedene Mechanismen, die die Produktion von Erythropoetin beeinflussen
sind bekannt. Zu nennen sind v.a. physiologische Stimuli, wie Blutverlust (Miller et al.
1982), Hypoxamie mit Verminderung des O,-Partialdruckes im Blut, z.B. durch pulmo-
nale Erkrankungen oder Ho6henaufenthalt (Abbrecht und Littell 1972; Eckardt et al.
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1989), Anamie, etwa bei malignen Grunderkrankungen, Hypoxie des Gewebes mit
Verschiebung des Blut-pH-Wertes (Miller et al. 1973) und Veranderung der 0,-Affinitat
(Adamson und Finch 1975; Hebbe et al. 1978).

Der Produktionsort von EPO:

Zanjani et al. zeigten, dass die Leber der Hauptproduktionsort flr Erythropoetin im Fe-
tus ist. Das Umschalten der fetalen EPO-Produktion zur adulten Produktion in der Nie-
re vollzieht sich etwa ab dem 120. Tag post gestationem und ist etwa am 40. Tag
nach der Geburt beendet (Zanjani et al. 1981). An Hand des Nachweises von geringe-
ren Mengen EPO-mRNA in der Leber und des vermehrten Nachweises in der Niere
wurde gezeigt, dass die Erythropoetinbildung beim Erwachsenen annahernd zu 99%
von der Niere Ubernommen wird (Jelkmann 1992). Bachmann et al. identifizierten
1993 die EPO-produzierenden peritubuléaren Zellen im renalen Kortex als Fibroblasten
(Bachmann et al. 1993).

Hypothesen zur Regulation der EPO-Produktion

Die Produktionsrate von Erythropoetin korreliert umgekehrt zum Sauerstoffangebot
des Organismus, so dass sie bei Hypoxie sogar bis auf das 1000-fache gesteigert
werden kann (Halvorsen et al. 1968).

Fur die Aufrechterhaltung eines konstanten Sauerstoffangebotes im Organismus ist
eine Regulierung essenziell. Einige Studien konnten zeigen, dass eine negative Feed-
back-Regulierung durch EPO selbst nicht existiert (Eckardt et al. 1990). Vielmehr ist
ein Zusammenspiel mehrerer Komponenten fur die Regulation wahrscheinlich. Zum
Beispiel konnte es durch vermehrte Ventilation bei O,-Mangel und durch eine nicht di-
rekt kompensierte respiratorische Alkalose zu einer Verschiebung des Blut-pH-Wertes
kommen. Dies konnte dann eine Anderung der O,-Affinitat des Blutes bewirken und
mit einer Verminderung der EPO-Produktion einhergehen (Miller et al. 1973; Adamson
und Finch 1975; Hebbe et al. 1978).

Des Weiteren wird ein endogener Einfluss auf die EPO-Produktion z.B. durch den Hy-
pothalamus Uber hormonelle und humorale Transmitter seit langem diskutiert. So gibt
es nach Angaben einiger Autoren in der physiologischen EPO-Produktion eine ausge-
sprochene zirkadiane Rhythmik mit einem Serumspiegelminimum morgens und einem

Maximum am Abend gegen 24 Uhr (Wide et al. 1988). Patienten mit Panhypopituita-
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rismus entwickeln Andmien (Halvorsen et al. 1968). Die Schilddriisenhormone T3z und
T4 steigern die EPO-Produktion, die Sexualhormone nehmen Einfluss auf die EPO-
Produktion und auch Katecholamine steigern die Ausschittung von EPO. Diese Er-
kenntnisse gerieten jedoch mit der Einfuhrung von Zellklonen in die Forschung zu-
nehmend in den Hintergrund, so dass man endogenen Einflissen ,nur* permissive Ef-
fekte einrdumte. Dartber hinaus sind die oben genannten Hormone (Schilddrisen-
hormone und Katecholamine) sehr wichtig fur den zellularen Metabolismus und wirken
bei Uberproduktion durch einen erhéhten Grundumsatz auch auf den O,-Verbrauch
ein (Jelkmann 1992), vice versa z.B. bei Hypothyreose.

Der zellulare Mechanismus, der zur Produktion von EPO fihrt, ist bislang noch nicht
vollstandig aufgeklart. Es ist zum einen eine Regulierung auf Transkriptionsebene
denkbar, denn spezifische Phosphatasen dephosphorylieren die Januskinase 2 und
regeln den EPO-Rezeptor auf zellularer Ebene herunter (Mulcahy 2001). Genauer ge-
sagt wird dadurch die Transkription der Erythrozytengene vermindert.

Es wird ein bislang noch nicht identifiziertes Hamprotein vermutet, welches die EPO-
Produktion als direktes "Sauerstoff-Sensorprotein” steuern soll (Goldberg et al. 1988).
Experimente an isolierten Hepatozyten sprechen allerdings gegen diese Annahme
(Eckardt et al. 1993).

Des Weiteren wurde ein HIF 1 (hypoxia inducible Factor 1) 1992 von Semanza als
zellunspezifisches, intrinsisches O,-Sensorprotein beschrieben. Dieses fihrt durch
Transkriptionsinduktion einiger Gene (VEGF — vascular Endothelium Growth Factor-,
LDHA — Lactat Dehydrogenase A und auch EPO) zur Proteinsynthese. Setzt man
Gewebe einer Hypoxie aus, so kommt es zu einer sauerstoffabhangigen Regulation
der o0.g. Proteinbiosynthese. Der HIF1 ist ein DNS-bindendes Protein, welches aus 2
Untereinheiten besteht, einer Alpha- und einer Beta-Untereinheit. Hierbei unterliegt die
Beta-Untereinheit nicht sauerstoffabhéngigen Mechanismen. Bei normoxischer Lage
wird die HIF-lalpha-Untereinheit sehr schnell abgebaut, kann im Blut nicht nachge-
wiesen werden und kann nicht zur Induktion einer Transkriptionskaskade fiihren. Bei
Hypoxie jedoch wird die HIF1-alpha-Untereinheit jedoch nicht so rasch abgebaut und
greift dann aktiv in die Transskription der Erytrhopoetingene in den HEP3B-Zellen ein.
HIF1 spielt demnach eine groRe Rolle in der Erhaltung der O,-Homdostase, jedoch ist
anzunehmen, dass es ubiquitdr im Korper vorhanden ist (Semanza und Wang 1992;
Jelkmann 2004; Semanza et al. 1997; Semanza 2007).



57

Die EPO-Produktion wird jedoch, wie oben beschrieben, zu 99% von der Niere Uber-
nommen. Unklar bleibt, warum die EPO-Produktion hauptsachlich dort erfolgt. Warum
findet sie nicht zum Uberwiegenden Teil in einem anderen Organ, wo ausgepragtere
O,-Gradienten vorhanden sind, statt? Denkbar ware hier zum Beispiel die Alveolarzel-
le der Lunge.

Weiterhin ist bemerkenswert welchen Einfluss man der Nierenperfusion auf die Pro-
duktion von EPO eingeraumt hat, da Mujovic und Gross einen Anstieg des Serum-
EPO’s durch Konstriktion der Nierenarterien beim Hund zeigen konnten. Man setzte
dies mit den ebenfalls erhohten Werten von Prostaglandinen in Verbindung, welche
Uber Stimulierung der Adenylatzyklase einen Anstieg der intrazellularen
cAMP-Konzentration verursachen und die EPO-Produktion auslésen sollten (Mujovic
und Fisher 1974; Gross et al. 1976). Sowohl die Gabe von PGE;, PGA, oder Indome-
tacin, als Prostaglandin-Synthese-Hemmstoff, fihrten zu einer Erhéhung des Plasma-
Erythropoetins (Halvorsen et al. 1968). Mulcahy et al. beschreiben, dass exzessives
Tumorwachstum mit einem immensen Anstieg verschiedener Zytokine im Serum ein-
hergeht, was die Synthese von EPO blockiert (Mulcahy 2001). Dies kénnte haufig be-
obachtete chronische Anamien bei Tumorleiden erklaren.

Ein weiterer Ansatz ware eine stoffwechselabhangige, energiebezogene Theorie. Da
proximale Tubuluszellen nicht in der Lage sind, anaerobe Energiegewinnung zu be-
treiben, wurde Adenosin als energiebilanzabhéngiger Transmitter diskutiert. Abhangig
vom O,-Angebot und von der Stoffwechselleistung der Niere ist ndmlich v.a. die Ade-
nosinproduktion. So berichteten Schooley und Mahlmann uber eine vermehrte EPO-
Produktion unter Adenosin-Gabe (Schooley und Mahlmann 1975). Weitere Studien
lassen allerdings erhebliche Zweifel an dieser Theorie aufkommen, denn Theophyllin
als unspezifischer Adenosin-Rezeptor-Antagonist erhohte wider Erwarten die EPO-
Produktion (jedoch ohne statistische Signifikanz; Gleiter et al. 1996). Erklarbar wird
dies jedoch, wenn man bedenkt, dass Theophyllin durch prasynaptische Hemmung
der Adenosinrezeptoren eine starkere Noradrenalinfreisetzung bewirkt (Hedqvist et al.
1978), welche wiederum zu einer Reninsekretion fihren kann. Tatsachlich gibt es
Hinweise darauf, dass die Injektion von Reninsubstrat einen Anstieg der EPO-
Konzentration verursacht (Gould et al. 1980).

Fisher et al. zeigten einen Anstieg der EPO-Konzentration nach Angiotensin-
Infusionen bei Hunden (Fisher et al. 1967). Angiotensin Il ist ebenfalls in der Lage, die
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Katecholaminausschittung Uber prasynaptische sympathoadrenerge Neurone zu stei-
gern (Mutschler und Schafer-Korting 1996).

So ist es denkbar, dass die Niere selbst einen regulatorischen Einfluss auf die EPO-
Produktion hat, n&mlich Uber Perfusion beeinflussende Komponenten des Renin-
Angiotensin-Systems (RAS). Dazu passt auch der Befund, dass sich durch Gabe von
ACE-Hemmstoffen eine Reduktion der EPO-Serumkonzentration und eine Reduktion
der Erythrozytose bei Nierentransplantierten mit Posttransplantationserythrozytose er-
reichen lasst (Gleiter 1996).
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Anlage 2

Beschreibung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und des Angiotensin - Il; -

Rezeptors

Das RAS ist ein sehr wirksames Instrument des Organismus, die Na*-Ausscheidung
und den Blutdruck zu beeinflussen. Aus Angiotensinogen (Bildung in der Leber) wird
unter dem Einfluss von Renin (Bildung in der Macula densa, Niere, v.a. abhéngig von
der Na*-Konzentration im Blutplasma und vom Blutdruck) Angiotensin I, aus welchem
mit Hilfe des Angiotensin-Konversionsenzyms (ACE) durch Abspaltung von zwei wei-
teren Aminosauren (AS) Angiotensin Il gebildet wird. Schlie3lich wird mittels Angio-
tensin Il die Ausschittung von Aldosteron aus der Neben-Nieren-Rinde (NNR) ge-
steuert.

Angiotensin 1l wirkt Gber eine direkte Stimulation seiner Rezeptoren an den glatten
Muskelzellen von BlutgefaRen. Hier wird tiber eine intrazellulare Ca**- Konzentrations-
Erhéhung und Aktivierung der Proteinkinase C eine Vasokonstriktion ausgelost
(Fischer et al. 1994). Ferner wird auch eine Erleichterung der Noradrenalinfreisetzung
an sympathischen Nervenendigungen, eine Steigerung des Durstgefuhls und damit
verbunden, die Ausschittung von Hypophysenhormonen und ein direkter Einfluss auf
die Osmokontrolle durch ,zentralnervéses” Angiotensin Il diskutiert (Chung et al.
1999). Man unterscheidet zwei Subtypen von Angiotensin-lI-Rezeptoren, tber welche
die Wirkung von Angiotensin vermittelt wird (Mutschler und Schéafer-Korting 1996).

Am besten kennen wir die Bedeutung des Angiotensin-ll-Rezeptors, Subtypl
(AT-1l;-Rezeptor). Dieser membranstandige, zellulare Angiotensinrezeptor ist
G-Protein gekoppelt und befindet sich v.a. im Gefal3system, Gehirn, Herz, Nieren und
Nebennieren, sowie in der Leber und im Darm. Wichtige Wirkungen von Angiotensin |l
kommen  durch  Stimulierung  dieses  AT-ll;-Rezeptors  zustande,  wie
z.B. Vasokonstriktion, Aldosteron-Sekretion, ein Einfluss auf die kardiale Kontraktilitat
und auf die glomerulére Filtration sowie die Stimulation des Zellwachstums (Chung et
al. 1999).

Uber den vor allem im ZNS lokalisierten Angiotensin-ll-Rezeptor, Subtyp2, ist bisher
wenig bekannt. So weil3 man, dass er uUber einen noch nicht geklarten Mechanismus
Einfluss auf das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung nimmt. Er ist vor allem auch

in fetalem Gewebe zu finden (Timmermans et al. 1992).
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