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1 Einleitung

1.1 Die Krankheitsbilder der obstruktiven Nephropathie und
Hydronephrose

Die obstruktive Nephropathie ist eine Schadigung der Niere, die durch eine
Abflussstérung im Bereich der harnableitenden Wege entsteht. Grinde flr eine
solche Abflussstérung kénnen sehr vielfaltig sein, wobei initial zwischen einer
akuten und einer chronischen Obstruktion unterschieden werden muss: Eine
akute Obstruktion, zum Beispiel durch ein akutes Steinleiden, fihrt zu einer
Kolik und damit meist zu massiven Schmerzen. Bei der haufig vdllig
symptomlosen chronischen Obstruktion spielen im Erwachsenenalter Steine,
Tumore (Nierenbecken, Blase, Harnleiter, Prostata), Narbenstrikturen nach
Entziindungen oder eine Uberlaufblase, im Kindesalter dagegen hauptsachlich
kongenitale Fehlbildungen wie Harnréhrenklappen, Vasa accessoria oder
Ureterabgangsstenosen eine wichtige Rolle. Die Inzidenz einer angeborenen
Harnleiterabgangsenge liegt bei etwa 50/100.000 Neugeborenen (*°). Da die
Obstruktion selbst meist symptomlos imponiert, wird die Krankheit oft erst durch
Komplikationen, wie uncharakteristische Gedeihstérungen beim Saugling,
Pyelonephritiden oder Urosepsen (*°) bemerkt. Die Obstruktion fiihrt zu einem
Ruckstau des Harns in die Niere, einer Nierenbeckendilatation, und uber
verschiedene Faktoren, auf die im Laufe der Arbeit weiter eingegangen werden
wird, zu einer progredienten — oft lange symptomlosen — Nierenschadigung, bis
hin zum Endstadium der obstruktiven Nephropathie, dem Krankheitsbild der
Hydronephrose. Im Stadium der Hydronephrose ist die Schadigung der Niere
irreversibel und sie mindet in einer Reduktion der Nierendurchblutung, einer
Einschrankung der glomerularen Filtrationsrate und in einer verminderten
Fahigkeit zur Harnkonzentrierung. Funktionell bedeutet dies haufig eine
terminale Niereninsuffizienz (** ; #'). Im Kindesalter ist die Hydronephrose gar
die haufigste Ursache einer terminalen Niereninsuffizienz (3) , beim

Erwachsenen ist sie fur 2% der terminalen Niereninsuffizienzen verantwortlich

().
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1.1.1 Pathogenese der Hydronephrose

Bei der Entstehung der terminalen Niereninsuffizienz aufgrund einer
obstruktiven Nephropathie sind Veranderungen in der Hamodynamik, der
tubularen Funktion und der Morphologie bzw. Histologie des Nierenparenchyms
zu beobachten: So fuhrt der Harnrlckstau unter anderem zu einer Schadigung
der Tubuli mit einer Abnahme der Anzahl der Nephren (), zu einer Infiltration
des Interstitiums mit Entziindungszellen (°%), zum Auftreten einer irreversiblen
interstitiellen Fibrose (®*) und letztendlich zur tubuldren Atrophie (% ; %) . Hier
soll jedoch hauptsachlich auf die Veranderungen im Bereich der renalen und

glomerularen Hdmodynamik eingegangen werden:

1.2 Dierenale Blutversorgung

Die Blutversorgung der Nieren erfolgt durch die Arteriae renalis dextra und
sinistra, die jeweils direkt aus der Aorta abdominalis entspringen. Kurz vor
ihrem Eintritt in die Niere am Nierenhilus, teilen sie sich in jeweils 2 Hauptaste
auf, die sich dann intrarenal weiter aufzweigen, sodass in jeder Niere 5-7
getrennte Arterienaste jeweils ein Segment des Organs versorgen. Da jedes
der 5 Nierensegmente pro Niere aus 2 Lappen besteht, versorgt eine Arteria
segmentalis 2 Lappen, indem sie als Arteria interlobaris an der Lappengrenze
entlang zieht und sich schlieBlich an der Mark-Rinden-Grenze in die Arteriae
arcuatae verzweigt. Diese Arteriae arcuatae verlaufen quer in der Mark-Rinden-
Grenze und zweigen sich noch weiter zu den Arteriae interlobularis auf, die
letztendlich die Vasa afferentia der Glomerula in die Rinde abgeben und mit
den Vasa efferentia das erste Kapillarnetz der Niere bilden (s. Abbildung 1). Die
Vasa efferentia enthalten immer noch sauerstoffreiches Blut, da dieses erste
Kapillarnetz nicht der Sauerstoffversorgung der Niere, sondern der Filtration
dient. An diesem Kapillarnetz wird die Perfusion der Niere vor allem durch das
praglomeruldre Vas afferens reguliert ("'). Nach dem Durchlaufen des ersten
Kapillarnetzes, bilden die Vasa efferentia der Gomerula das zweite peritubulare
Kapillarnetz, nun zur Sauerstoffversorgung des Organs, aus dem das

Venensystem der Niere entsteht. Das deutlich weniger durchblutete Nierenmark
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erhalt seine Sauerstoffversorgung durch die Vasa recta, welche von den
juxtamedullaren Glomerula ausgehen. Ausfuhrlichere Informationen zur
Blutversorgung der Niere kdnnen den Atlanten der Anatomie entnommen

werden.

Abbildung 1: Arterielle Versorung der Niere; 1=Arteria renalis, 2=A. segmentalis, 3=A.

interlobaris, 4=A. arcuata, 5=A. interlobularis, 6=Glomerula

1.2.1 Mediatoren der renalen Hamodynamik

Die Regulatoren der renalen Hamodynamik ergeben sich aus der Aufgabe der
Niere: der Einstellung der Flussigkeits- und Kochsalzhomobostase. Da die
Ausscheidung von NaCl beispielsweise stark von der Filtration und die Filtration
wiederum von der glomerularen Filtrationsrate (GFR) abhangt, stellt dies
enorme Anforderungen an die Feinregulation des renalen Blutflusses (RBF). Es
ist daher nachvollziehbar, dass hier mehrere Mediatoren in einem komplexen
und bis heute noch nicht vollstandig verstandenen Zusammenspiel agieren.
Bekannt ist, dass die Regulation des RBF hauptschlich an den Vasa afferentia
der Glomerula, also an den kleinen Arteriolen des ersten Kapillarnetzes,
stattfindet (*°). Neben der sympathischen Innervation wurden bisher als

vasokonstringierende Mediatoren das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System,
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insbesondere Angiotensin 1l ("), das Prostaglandin-Thromboxan-System, vor
allem Thromboxan A; (*), und Endothelin (° ; °°) diskutiert, als vasodilatierende

Gegenspieler Prostaglandine und Stickstoffoxid (NO).

1.2.2 Hamodynamische Aspekte bei der obstruktiven Nephropathie

Die Obstruktion eines Ureters flhrt bei der betroffenen Niere zu einer
Veranderung der Hamodynamik, die in 3 Phasen ablauft:

Initial kommt es zu einem Anstieg des renalen Blutflusses ('?), der dann nach
etwa 5 Stunden wieder auf das Ursprungsniveau abfallt. Schlie3lich sinkt er im
weiteren Verlauf infolge einer Zunahme des intrarenalen Gefal3widerstandes
aufgrund einer praglomeruldren Vasokonstriktion (° ; *°) weiter ab und fiihrt so,
wie Moody et al. spekulierten, zu einer chronisch progredienten Schadigung der
Niere (*"). Der anfangliche Anstieg des RBF wurde von ihnen als Zeichen eines
Versuches der Niere interpretiert, den Filtrationsdruck und somit die Funktion
der Niere trotz der Obstruktion aufrecht zu erhalten. Im Hundemodell wurde das
Prostaglandinsystem als Mediator des postobstruktiven RBF-Anstiegs ermittelt
und konnte mit Indomethazin, einem unspezifischen Prostaglandinantagonisten,
gehemmt werden (* ; *°). Da dies ein transienter Effekt ist, der nur ca. 5 - 6
Stunden anhalt, wurde er bisher nicht weiter untersucht und das Augenmerk
vielmehr auf die vasokonstringierenden Einflisse gelenkt. Bereits 1971
untersuchte Vaughan die Einflisse des sympathischen Nervensystems auf den
RBF bei unilateraler Obstruktion, jedoch konnte eine Denervierung den RBF-
Abfall nicht abschwéchen ("®). 1977 erforschte Moody et al. mit Hilfe von ACE-
Inhibitoren und Angiotensin-Rezeptorantagonisten die Rolle des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems bei den hamodynamischen Veranderungen
nach unilateraler Ureterligatur, wiederum ohne dass eine Blockade des
Systems den RBF-Abfall verhindern konnte (*°). Angiotensin Il scheint jedoch,
wenn es auch bei der post-obstruktiven Hamodynamik keine Rolle zu spielen
scheint, durch eine TGF-1-Stimmulation flr die Entstehung der Fibrose von
Bedeutung zu sein ("°). Ebenfalls untersucht wurde bereits Thromboxan A; als
ursachlicher Vasokonstriktor: Sowohl Thromboxan A,-Rezeptor-Blocker als

auch Thromboxan Ax-Synthese-Hemmer zeigten, dass auch Thromboxan nicht
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der gesuchte Mediator ist, der bei unilateraler Obstruktion den Abfall der
(36 16).

renalen Durchblutung bedingt Neben den bisher genannten
Vasokonstriktoren existiert noch ein weiterer, der als entscheidender Mediator
bei der obstruktiven Nephropathie eine Rolle spielen konnte. Auf ihn soll im
Folgenden extra eingegangen werden, da sich diese Arbeit hauptsachlich mit

ihm beschaftigt: das Adenosin.

1.3 Adenosin

Bei dem Stoff Adenosin handelt es sich um ein Nukleosid, das aus der Base
Adenin und dem Zucker B-D-Ribose besteht (s. Abbildung 2). Die chemische
Summenformel lautet Cq1oH13N504. Das Vorkommen und die Aufgaben des
Adenosins im menschlichen Korper sind sehr vielfaltig: Es spielt eine
entscheidende Rolle im Energiehaushalt als Adenosintriphosphat (ATP),
Adenosinbiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP). Zudem ist es
in Form von cyclischem AMP (cAMP) entscheidend an der Signaltransduktion
als Second-Messenger beteiligt. Als Adenosin selbst wirkt direkt an
Adenosinrezeptoren. In vielen Organen wie Gehirn, Herzmuskel und
Skelettmuskel fuhrt Adenosin beispielsweise bei Hypoxie Uber einen G-Protein
gekoppelten Rezeptor 2zu einer Vasodilatation, um eine erhohte
Sauerstoffversorgung des Organs zu gewahrleisten. In dieser Arbeit soll
ausschlieBlich auf die Wirkung des Adenosins selbst auf Adenosinrezeptoren
der Niere und die damit verbundenen Anderungen der renalen Hamodynamik

eingegangen werden.

MNH
o
HXOH N H‘ﬁ'J
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rmel des




Einleitung

1.3.1 Adenosin-Rezeptoren der Niere

In der Niere sind bisher 4 verschiedene Rezeptoren fur Adenosin bekannt.
ADO-A-Rezeptoren, die hauptsachlich in den afferenten Arteriolen der Rinde
und den Zellen des juxtaglomerularen Apparates eine entscheidende Rolle
spielen, ADO-Az-Rezeptoren, die sich in die Subtypen Aa und Azg mit hoher
bzw. niedriger Affinitat unterteilen lassen und vor allem im Bereich der Papille
und im Mark vorkommen (** ; "), und ADO-As-Rezeptoren, die in deutlich
geringerer Dichte vorkommen und zu denen bisher weitaus weniger
Informationen vorliegen. Allen Adenosin-Rezeptoren ist gemeinsam, dass es
sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren handelt, die dann Uber eine
Hemmung oder Aktivierung der Adenylatcyclase und/oder der Phospholipase C
ihre Wirkung erzielen:

ADO-As-Rezeptoren hemmen die Adenylatcyclase, stimulieren aber die
Phospholipase C. ADO-A,-Rezeptoren aktivieren die Adenylatcyclase. ADO-As-
Rezeptoren hemmen sowohl die Adenylatcyclase, als auch die Phospholipase
C. (*"; " ") . Aufgrund der verschiedenen Rezeptoren und der verschiedenen
intrazellularen Signaltransduktionswege, die durch die G-Protein-Aktivierung
ausgelost werden, wird davon ausgegangen, dass Adenosin fur mehrere
Effekte verantwortlich, oder zumindest an mehreren Effekten beteiligt ist. Einige
dieser bereits erforschten Effekte, sollen hier genannt werden, konzentriert
werden soll sich in dieser Arbeit jedoch auf die vaskular relevanten

Veranderungen, die durch Adenosin hervorgerufen oder beeinflusst werden.

1.3.2 Vorkommen von Adenosin in der Niere

In der normalen gesunden Rattenniere befinden sich ca. 5 nmol Adenosin pro
Gramm Nierengewicht. Dieses befindet sich zum Grofteil intrazellular an die
SAH-Hydrolase gebunden, die selbst in der Lage ist, Adenosin durch Hydrolyse

von SAH herzustellen:
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Adenosin
SAH

Homocystein
(31 . 32)

Dieser Weg der Synthese ist nach heutigem Kenntnisstand jedoch als
zweitrangig anzusehen. Sowohl intrazellular als auch extrazellular wird als
Hauptquelle des Adenosins die Formung aus ATP, AMP und cAMP,

angenommen:

CAMP———» AMP -Nukleosidasen » Adenosin
()
Quellen sind also die Freisetzung intrazellularen Adenosins und die
extrazellulare Bildung durch membranstandige Nukleosidasen. Die Menge an
Adenosin in einer Niere unterliegt jedoch sehr starken Schwankungen, da sie
durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass die
Gewebskonzentration von Adenosin beispielsweise von der Kochsalzdiat
abhangig ist: So steigt bei Ratten mit kochsalzreicher Diat die Menge des
extrazellularen Adenosins auf das ca. 7-fache an, wahrend sie bei
kochsalzarmer Didt um 64% abfallt (°*). Auch systemische Hypoxie oder
Ischamie beeinflusst die Adenosin-Gewebskonzentration. Nach Hypoxie konnte
bei Kaninchen ein Anstieg des extrazellularen Adenosins auf das 3-fache
gezeigt werden (**). Allgemein haben Organareale mit geringer
Sauerstoffversorgung einen hoheren Gehalt an Adenosin. Auch in der Niere ist
das Adenosin nicht Uberall gleich verteilt: Die Konzentration im Nierenmark ist
etwa 3-4 Mal so hoch, wie die Adenosinkonzentration der Nierenrinde. Das
Nierenmark ist gegenliber der Nierenrinde deutlich weniger mit Sauerstoff
versorgt (siehe 1.2). Dass in schlechter durchbluteten Arealen bzw. bei Hypoxie
ein Missverhaltnis zwischen der geleisteten Arbeit der Zellen und der
Versorgung durch Sauerstoff und andere Nahrstoffe besteht, zeigt sich unter
anderem in einem Abfall des lokalen ATP und einem Anstieg des AMP bzw.
Adenosin Gehaltes, wie bereits an Ratten-, Hunde- und Katzennieren bestatigt

werden konnte (*°). Auch bei vermehrter Arbeit, die beispielsweise durch die
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Infusion von hypertoner Kochsalzlésung provoziert wurde, kommt es zu diesem

Missverhaltnis und demzufolge zum Anstieg des extrazelluldren Adenosins (*°).

1.3.3 Funktionen des Adenosins in der Niere

Adenosin ist an vielen Aufgaben der Niere direkt oder indirekt, als Modulator
oder Mediator beteiligt. An dieser Stelle soll nur eine kurze Zusammenfassung
dieser Funktionen geboten werden, um dem Leser einen Uberblick zu
verschaffen.

Adenosin ist am Tubulo-Glomerularen-Feedback (TGF) beteiligt: Der nicht-
selektive Adenosin-Rezeptorblocker Theophyllin blockierte beispielsweise den
durch den TGF bedingten Abfall der Flussrate im proximalen Tubulus,
wohingegen Agonisten die Wirkung des TGF verstarkten (°' ; *°). Adenosin ist
uber ADO-Ai-Rezeptoren gar ein notwendiger Mediator fur einen
funktionierenden TGF (%9).

Adenosin moduliert die Renin-Freisetzung: Sowohl an Ratten als auch an
Hunden konnte gezeigt werden, dass Adenosin Uber ADO-A-Rezeptoren und
den cAMP-Adenosin-Pathway (s. 1.3.2) hemmend auf die Reninfreisetzung
wirkt (" ; °%). In wie weit eine Steigerung der Reninfreisetzung iiber ADO-A,-
Rezeptoren physiologisch relevant ist, ist derzeit noch ungenltgend erforscht.
Adenosin  hemmt die Katecholaminfreisetzung aus sympathischen
Nervenendigungen (*® ; ?).

Adenosin spielt damit zumindest indirekt Uber Veranderungen in RBF, GFR (s.
1.3.4) und der Reninfreisetzung eine Rolle fir den Flussigkeits- und
Elektrolythaushalt. Endogenes Adenosin stimuliert tUber ADO-Ai-Rezeptoren
die Natrium Resorption im gut mit O, versorgten proximalen Tubulus ("°; ' ; ©8),
hemmt sie dagegen im weniger mit O, versorgten aufsteigenden Schenkel der
Henle'schen Schleife ("?).

Eine der wichtigsten Funktionen des Adenosins in der Niere und Thema dieser
Arbeit ist jedoch die Mitwirkung an der hamodynamischen Regulation. Dies soll

im folgenden Kapitel genauer dargestellt werden.
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1.3.4 Vaskulare Reaktionen der Niere auf Adenosin

Um Uber die vaskularen Reaktionen der Niere auf Adenosin zu sprechen, muss
man zwischen exogenem, also von aulden in die Arteria renalis injiziertem, und
endogenem, also von der Niere selbst produziertem und ins Interstitium
abgegebenem, Adenosin unterscheiden. Beim exogenen Adenosin muss
zusatzlich eine Dauerinfusion mit einem kontinuierlichen Adenosinzufluss von
Einzelinjektionen, wie sie in dieser Arbeit durchgefihrt wurden (s. 2.6.2),
differenziert werden.

Wie bereits weiter oben erwahnt, finden sich vor allem in hypoxischen
Stoffwechsellagen und Organen hohe Spiegel an Adenosin. In vielen Organen,
wie Herz, Gehirn und Skelettmuskel, fihren diese hohen Adenosinspiegel zu
einer Vasodilatation und damit zu einer vermehrten Blutversorgung. Adenosin
hat also einen protektiven Effekt und soll bei insuffizienter Sauerstoffversorgung
eine ausreichende Durchblutung gewahrleisten. Dies gilt jedoch in dieser Form
zunachst nicht fur die Niere. In der Niere verursacht Adenosin eine
Vasokonstriktion wie 1964 zunichst an anasthesierten (°), dann an wachen
Hunden gezeigt und spater auch an Ratten und Katzen bestatigt werden
konnte. In diesen Versuchen wurden jeweils intraarterielle Einzelinjektionen von
Adenosin verabreicht, was zu einer Vasokonstriktion mit einem sehr schnellen
und sehr kurz andauernden Abfall des renalen Blutflusses, fiihrte (*° ; °?).

Zur Untersuchung der renalen Reaktion auf endogenes Adenosin eignet sich
eine 30 seklndige Okklusion der Arteria renalis mit einer Klemme, da sich in
dieser Zeit der Ischamie der Adenosingehalt der Niere durch vermehrte
Hydrolyse von ATP erhoht. Nach Offnen der Klemme gelangt dieses Adenosin
in die Blutbahn und kann seine Wirkung entfalten. Auch die Reaktion auf
endogenes Adenosin, die post-okklusive Reduktion des RBF (POR) (s. 2.6.2.2),
besteht aus jener schnell einsetzenden und kurz andauernden Vasokonstriktion
(65).

Eine kontinuierliche Infusion mit Adenosin fuhrt ebenfalls zunachst zu einem
Abfall des renalen Blutflusses innerhalb von 1-2 min. Daraufhin regeneriert sich
der RBF jedoch trotz bestehender Infusion innerhalb weiterer 1-2 min wieder

und bleibt dann auf einem Level, der sogar leicht Gber dem urspriinglichen ist.
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Nach Abbruch der Infusion kommt es zu einem sogenannten ,overshoot‘ —
einem kurz andauernden Anstieg des RBF deutlich Uber das Ausgangsniveau
(°®; ®7 : 4. Trotz diesem z.T. erhdhten RBF bleibt die GFR jedoch wihrend der
Adenosin-Infusion erniedrigt, bedingt durch eine Konstriktion der afferenten
Arteriolen (*°).

Diese Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen, und damit auch der Abfall des
RBF bei Adenosin-Einzelinjektionen bzw. PORs, wird durch die Bindung von
Adenosin am ADO-A-Rezeptor vermittelt. Dies konnte durch Auftreten einer
Vasokonstriktion im Vas afferens durch Gabe von ADO-Ai-Agonisten, ebenso
wie dem Ausbleiben einer Vasokonstriktion bei Adenosin Gabe und vorheriger
Hemmung des Rezeptors durch einen ADO-A;-Antagonisten wie DPCPX,

(°® : %9). Auch blieb die Vasokonstriktion bei Adenosingabe bei

gezeigt werden
ADO-A; Knock-out Mausen aus (*%).

Der ADO-A-Rezeptor dagegen fuhrt zu einer Vasodilatation vor allem im
Nierenmarkbereich und den Vasa efferentia. Ein ADO-A,-Agonist war in der
Lage, den Blutfluss im Mark um den Faktor 1,8 zu steigern (%).

Damit ist es heute als wahrscheinlich anzusehen, dass Adenosin ein Mediator
der Niere ist, der den renalen Blutfluss gegen die Arbeitslast reguliert: Da im
Vas afferens (s. Abbildung 3) hauptsachlich ADO-A-Rezeptoren lokalisiert
sind, die eine Vasokonstriktion bewirken, sinkt zwar der renale Blutfluss, mit ihm
aber auch der Filtrationsdruck. Besonders in Verbindung mit den ADO-A,-
Rezeptoren im Vas efferens, die zu einer Vasodilatation desselben flhren,
bewirkt Adenosin so, neben der Senkung des Filtrationsdruckes, auch eine
Senkung der GFR und damit der Nierenarbeit. Dieses Phanomen der Niere und
seiner metabolischen Eigenkontrolle wird als ,negativer metabolischer
Feedback” bezeichnet (*>° ; *®).

In dieser Arbeit soll jedoch ausschlieB3lich auf die Auswirkungen von Adenosin
auf den RBF, und nicht auf die Wirkungen auf die GFR, eingegangen werden,

da sich mit diesem Thema eine gesonderte Arbeit befasst.
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Vas efferens

Vas afferens

1.4 Zusammenfassung und Fragestellung

Adenosin spielt, wie bereits erwahnt, in der Physiologie der Niere eine wichtige
Rolle. In dieser Arbeit soll untersucht werden, in wie weit Adenosin bei der
obstruktiven Nephropathie eine entscheidende Rolle spielen kdnnte. Bisher
unpublizierte Daten in unserem Institut deuten darauf hin. Es ist bekannt, dass
es bei einigen anderen pathologischen Zustanden beteiligt ist, wie
beispielsweise Reaktionen auf  Kontrastmittel mit konsekutivem
Nierenversagen, an der renalen Hypertension und an der Reaktion auf einige
nephrotoxische Substanzen (**; ' ; °%). Da bereits gezeigt wurde, dass fiir die
afferente Vasokonstriktion Adenosin-A-Rezeptoren verantwortlich sind, sollte
sich dieser Effekt durch Infusion des selektiven ADO-A-Antagonisten FK838
aufheben bzw. deutlich abschwachen lassen.

Bereits an Hunden konnte gezeigt werden, dass nach 7 Tagen UUL der RBF
auf ca. 26%, nach 24 h UUL auf ca. 50% des Ausgangswertes abfallt (° ; 3%).
Aufgrund unpublizierter Ergebnisse in unserem Institut sind ahnliche
Ergebnisse auch bei Ratten zu erwarten.

Auch deuten diese Ergebnisse eine erhohte Sensitivitat der UUL-Niere auf

Adenosin Einzelinjektionen an.

11



Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist es, ein besseres Verstandnis zum RBF-Abfall bei
unilateraler Obstruktion zu erlangen, da dieser bis heute noch unvollstandig
verstanden ist. Es sollen daher folgende Fragestellungen untersucht und

beantwortet werden:

1.) Wie unterscheidet sich der absolute RBF zwischen der ureterligierten,
der kontralateralen und der scheinoperierten Niere und lasst sich dieser
Effekt durch Applikation des selektiven ADO-A-Rezeptorantagonisten
FK838 hemmen?

2.) Gibt es einen Unterschied in der Reaktion des RBF auf Adenosin-
Einzelinjektionen zwischen Ratten mit 24-stindiger Ureterligatur und
gesunden Ratten?

3.) Lasst sich dieser Unterschied oder die gesamte RBF-Reaktion auf
Adenosin-Einzelinjektionen durch Applikation des selektiven ADO-A4-
Rezeptorantagonisten FK838 hemmen?

4.) Gibt es einen Unterschied in der Reaktion des RBF auf endogenes
Adenosin zwischen Ratten mit 24-stindiger Ureterligatur und gesunden
Ratten?

5.) Lasst sich dieser Unterschied oder die gesamte RBF-Reaktion auf
endogenes Adenosin durch Applikation des selektiven ADO-A;-

Rezeptorantagonisten FK838 hemmen?
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Sprague-Dawley (SD)-Ratten der Firma
Charles River (Charles River Laboratories Inc., Wilmington, MA, U.S.A.) von
270-350 g verwendet.

2.2  Unilaterale Ureterligatur (UUL-Operation)

Zur Narkose wurde das Tier am Nacken gehalten, auf den Riicken gedreht und
eine an das Tiergewicht angepasste, Ketamin-Xylazin-Mischung ( 42 mg/kgKG
Ketamin® (Ketaminhydrochlorid, DeltaSelect GmbH, Pfullingen, Deutschland) +
9 mg/kgKG Rompun® 2% (Xylacinhydrochlorid, Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) intraperitoneal injiziert. Nachdem das Tier eingeschlafen war,
wurden die Augen mit 0,85 % NaCl Losung feucht gehalten und das Tier auf
einen Heiztisch (Operationstisch fur Kleintiere, Klaus Effenberger Med.-Techn.
Geratebau, Pfaffing/Attel, Deutschland) in Rickenlage positioniert. Nachdem
die Schutzreflexe (Zwischenzehenreflex, Schmerzreiz, Kornealreflex) erloschen
waren, wurden 2 cm Uber der Radix penis mit Paraffindl das Fell befeuchtet, die
Haare zur Seite gekammt und die Haut mit einem 1,5 cm langen Medianschnitt
incidiert. Nun wurden mit einer stumpfen Praparierschere die beiden Bauche
des M. rectus abdominis in der Linea alba und das Peritoneum gespalten und
somit die Bauchhohle eroffnet. Die Darmschlingen wurden am Treitz'schen
Band mit Hilfe von Haken auf die rechte bzw. linke Seite mandvriert, je
nachdem, welcher Ureter zu ligieren war. Da technisch bedingt nur RBF-
Messungen an der linken Niere erfolgen konnten, wurde fir die Gruppe
KONTRA der rechte, fir SHAM und UUL der linke Ureter aufgesucht, das
Retroperitoneum stumpf erdffnet und ein 0,5 cm langes Stuck des Ureters
dargestellt. Fur die SHAM-Gruppe wurde nun ein steriler Seidenfaden
(Seidenfaden 5-0, sterilisiert, geflochten, Suprama, Berlin, Deutschland) unter
dem Ureter durchgezogen und anschlieRend wieder entfernt. Fur die anderen

Gruppen wurde der Seidenfaden mit 4 festen Knoten zugezogen und somit der
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Ureter ligiert. AnschlieRend erhielten die Tiere gegen den Flissigkeitsverlust
wahrend der Operation einen Bolus von 1 ml 0,85 % NaCl in den erd6ffneten
Bauchraum, bevor die Haken entfernt und zuerst das Peritoneum mit Vicryl 4-0
(Ethicon, Norderstedt/Glashutte, Deutschland) und anschlieend die Haut mit
Ethilon 3-0 (Ethicon, Norderstedt/Glashitte, Deutschland) verschlossen
wurden. Das Tier wurde in einem Kafig mit Zugang zu Nahrung und
Trinkwasser ad libitum unter eine Rotlichtlampe gelegt und zwei Stunden nach
Erwachen, sofern das Tier keine Bewegungsdefizite mehr aufwies, Uber Nacht

in einen Tierschrank gebracht.

2.3  Operation zur RBF-Messung

Zur Narkose wurde das Tier wieder am Nacken gehalten, auf den Ricken
gedreht und Trapanal®  (Thiopental-Natrium, Altana, Nycomed GmbH,
Konstanz, Deutschland) 80 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert.
Nachdem das Tier eingeschlafen war, wurde es wiederum auf einem Heiztisch
in Ruckenlage gelagert. Die RBF-Operation gliederte sich in 3 Schritte: Die

Operationen an Hals, Leiste und Flanke.

2.3.1 Hals

Am Hals wurde nach Befeuchten der Haare im Schnittgebiet mit Paraffindl ein
1,5 cm langer suprasternaler Medianschnitt durchgefuhrt und anschlie®end die
rechte Vena jugularis externa stumpf dargestellt. Diese wurde nach kranial mit
einem sterilen Seidenfaden ligiert, unter Spannung gesetzt, bis zur Halfte des
Durchmessers unter stereomikroskopischer Sicht incidiert, mit einem
Polyethylenkatheter (Portex Polythene, 0,58 mm ID, 0,96 mm OD, SIMS Portex
Ltd., Watford, U.K.) kaniiliert und dieser mit 5-0 Ligatur fixiert. Uber diesen
Zugang erhielt das Tier 0,85 % NaCl Lésung 3 ml/h um den transitorischen
Flussigkeitsverlust wahrend der Operation auszugleichen. Bei den FK838-
Gruppen wurde Uber diesen Zugang auf3erdem das FK838 infundiert (gelost in

NaCl, ebenfalls 3 ml/h). AnschlieRend wurde die Trachea von ventral durch den
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M. digastricus dargestellt, zur Halfte zwischen der zweiten und dritten
Knorpelspange mit der Mikrofederschere incidiet und mit einem
Polyethylenkatheter (0,58 mm ID, 0,96 mm OD) kandliert, um die Atmung
wahrend der Operation sicherzustellen. Nun wurde lateral des M. digastricus
die linke A. carotis stumpf dargestellt und vorsichtig, unter Schonung des N.
vagus, aus lhrer GefalR-Nervenscheide luxiert. Sie wurde nach kranial steril
ligiert, um einen Rlckstrom des Blutes durch den Circulus arteriosus zu
vermeiden, unter Spannung gesetzt und proximal mit einer GefalRklemme
abgeklemmt. Nach Incision zur Halfte ihres Durchmessers wurde auch sie mit
einem Polyethylenkatheter (0,28 mm ID, 0,61 mm OD) kandliert und dieser
dann, nach Entfernung der GefalRklemme, unter Neigung des Kopfes des
Tieres auf die rechte Seite, 8 cm weit, bis 1 cm vor den Abgang der linken
Arteria renalis vorgeschoben und fixiert. Eine inkorrekte Lage dieses Katheters
im Herzen wurde jeweils sofort Gber eine Druckableitung ausgeschlossen. Post
mortem wurde die korrekte Lage 1 cm oberhalb der A. renalis Uber eine
Obduktion  bestatigt. Nach dem Fixieren dieses Katheters mit
Seidenfadenligatur wurde der Hals, um transitorische FlUssigkeitsverluste

gering zu halten, wieder mit 4 Einzelknopfnahten mit Ethilon 4-0 verschlossen.

2.3.2 Leiste

In der Leiste wurden zunachst die Haare nach Befeuchtung mit Paraffindl aus
dem Operationsgebiet gekammt, darauf die Haut in der Mitte der linken
Leistengrube 1 cm entlang der Beinfalte incidiert und anschlielRend die linke
Arteria femoralis von der Vena femoralis stumpf abgesetzt und auf einer Lange
von ca. 2 cm dargestellt. Nach distal wurde sie kurz vor lhrer Aufteilung steril
ligiert, unter Spannung gesetzt, zur Halfte lhres Durchmessers unter
stereomikroskopischer Sicht incidiert und mit einem Polyethylenkatheter (0,58
mm ID, 0,96 mm OD) kandliert. Hieriber wurden die Ableitungen des
Blutdruckes und der Herzfrequenz mit Hilfe eines Druckabnehmers erreicht.

AnschlieRend wurde die Leiste wieder mit 3 Einzelknopfnahten verschlossen.
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2.3.3 Flanke

Nach Abschluss der Leisten-Operation und Lagerung des Tieres auf seine
rechte Seite, wurden unterhalb des linken Rippenbogens mit Paraffindl die
Haare zur Seite gekammt. Es wurde anschlieBend ein 5 cm langer
Rippenbogenrandschnitt gesetzt und durch die Mm. obliquus externus und
internus und den M. transversus abdominis das Retroperitoneum eroffnet. Nun
wurde die linke Niere stumpf aus ihrer Fettkapsel gelést und in einem
Nierenschalchen, das zuvor mit feuchten Tupfern gepolstert wurde, gelagert.
Die Aorta wurde Uber eine kurze Strecke freiprapariert, um die korrekte Lage
des durch die A. carotis eingeflihrten Katheters nochmals durch Tasten zu
uberprifen. Nach Kontrolle der Lage wurde die Arteria renalis vorsichtig stumpf
von der Vena renalis getrennt und vom umliegenden Bindegewebe befreit. Zum
Abschluss wurde der Flow-Kopf des elektromagnetischen Flow-meters (Square-
Wave Electromagnetic Flowmeter, Carolina Medical Electronics Inc., Carolina,
U.S.A.) auf die Arteria renalis gesetzt, in seiner Position fixiert und die
Erdungskabel an Tisch und Tier angebracht. Nach Abschluss der Operation
wurde um die Flow-Sonde das Operationsgebiet wahrend der Aquilibrierung mit
Parafiim M® (American National Can, Greenwich, U.S.A.) abgedeckt, um den

transitorischen Flussigkeitsverlust zu minimieren.
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Abbildung 4: Versuchsaufbau wahrend der Aquilibrierung;  1=Operationstisch,

2=Temperatursonde, 3=Erdungskabel des Flowmeters an Operationshaken, 4=Flow-

Messsonde um Arteria renalis

LY

Abbildung 5 : Intraoperatives Bild: Flowsonde um A. renalis; 1=Operationshaken, 2=Flow-

Messsonde, 3=Arteria renalis, 4=Niere in Nierenschélchen
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Abbildung 6: Skizze des Versuchsaufbaus nach Abschluss der Operation: A=OP-Heiztisch,
B=Heizungssteuergerat, C=Druckaufnehmer und Flow-Meter an Mehrkanalschreiber,
D=Perfusor, E=Mikroliterspritze, F=vergrofierte Detailansicht. Zahlen 1-8 in OP-Reihenfolge:
1=Thermometer, 2=kandlierte V.jugularis dextra, 3=Katheter in Tracheostoma, 4=kanlilierte
A.carotis communis sinistra mit Katheter bis kurz vor A. renalis, 5=kanllierte A.femoralis
sinistra, 6=Flankenschnitt mit geerdetem Wundhaken, 7=Nierenschalchen, geerdet,

8=Flowsonde um A.renalis sinistra

2.4  Elektromagnetische Flussmessung

Zur Messung des renalen Blutflusses wurde ein elektromagnetisches Flow-
meter (Square-Wave Electromagnetic Flowmeter, Carolina Medical Electronics
Inc., King, North-Carolina, U.S.A.) mit einer elektromagnetischen Flow-Sonde
(Mod. Nr. EP102.5, Lumengrofe 2.5mm) verwendet.

2.4.1 Prinzip der elektromagnetischen Flussmessung

Die elektromagnetische Flussmessung basiert auf dem Prinzip des
Faraday schen magnetischen Induktionsgesetz, das besagt, dass ein bewegter
elektrischer Leiter in einem Magnetfeld einen Strom erzeugt. Bei der
Blutflussmessung wird durch die Sonde ein statisches Magnetfeld von

definierter Starke um ein Gefald (hier die A. renalis) aufgebaut. Blut als Leiter
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(besonders die Erythrozyten) bewegen sich durch dieses statische Magnetfeld
und induzieren einen Strom, der proportional zur magnetischen Feldstarke und
zur Geschwindigkeit der Bewegung - also des Flusses - ist. Da die magnetische
Feldstarke bekannt ist, kann das Flowmeter die Geschwindigkeit des Flusses,

also die Flussmenge pro Minute mithilfe des induzierten Stromes berechnen.

Spannung

elektrischer Stromfluss

Blutfluss I.

Abbildung 7: Prinzip der elektromagnetischen Flussmessung: Induzierte Spannung U durch

Bewegung eines Leiters in einem statischen Magnetfeld; N=Nordpol, S=Sidpol des Magneten.

2.4.2 Eichung des elektromagnetischen Flowmeters

Zur Eichung des Gerats wurde aus einer mannlichen SD Ratte ein 2,5 cm
langer Abschnitt der Arteria carotis prapariert, dieses auf beiden Seiten mit
Polyethylenkathetern (0,58 mm ID, 0,96 mm OD) kanduliert und diese mit 4-0
Ligaturen fixiert. Dieser Gefallabschnitt wurde nun in einer mit 0,85 % NaCl
geflullten Glasschale fixiert. Der Flow-Kopf wurde um die Zirkumferenz der
Arterie angebracht und die Erdung des Flowmeters in die Glasschale
eingebracht und fixiert. Am Flowmeter selbst wurde nach dem Einschalten des

Gerates nun mit ,Null“ der Nullwert justiert. Nach Einschalten der Sonde wurde
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uber ,Balance” nochmals der korrekte Nullpunkt Gberprift. Nun wurde mit Hilfe
eines Perfusors (Genie, Kent Scientific Corporation, Torrington, Conneticut,
U.S.A.) die Arterie mit Blut in definierten Flussgeschwindigkeiten von 1 bis 10
ml/min perfundiert und diese Flussmenge jeweils mit dem ,Probe-Faktor® am
Flowmeter eingestellt. Dabei ist die Messung von der Anzahl der Leiter, also
den Erythrozyten und damit vom Hamatokrit abhangig. Der Hamatokrit wurde
bei operierten Tieren ermittelt und betrug durchschnittlich 45. Daher wurde zur
Eichung des Gerates Blut mit einem solchen Hamatokrit, also heparinisiertes

Blut eines operierten Tieres, verwendet.

2.4.3 Kalibrierung des Flowmeters

Nach Anschalten des Gerates wurde bei noch ausgeschalteter Sonde der
Nullpunkt GUberpruft und gegebenenfalls mit dem Nullregler justiert. Nach
Einschalten der Sonde wurde vor jeder Messung im Rahmen eines Versuches
nach Anbringung und Erdung die Arteria renalis fir etwa 30 Sekunden mit
einer Klemme distal des Flowkopfes abgeklemmt und dann der Fluss mit dem

.Balance” Regler auf ,0“ feinjustiert.

2.4.4 Minimierung von Artefakten

Um Storfaktoren zu minimieren, wurden sowohl das Tier Uber einen
Operationshaken als auch der Operationstisch geerdet. Eine interferenzfreie
Aufzeichnung des RBF wurde vor Beginn jedes Versuches getestet, indem die
Schreibergeschwindigkeit hochgesetzt und eine pulssynchrone Aufzeichnung
des RBF mit einem Minimum an Artefakten sichergestellt wurde. In Abbildung 8
ist eine solche interferenzfreie Aufzeichnung zu sehen, in der der RBF pulsatil
neben dem systemischen Blutdruck aufgezeichnet wurde. Interferenzen waren
Storungen, die die typische Flusskurve Uberlagern diese pulssynchrone
Darstellung verhindern wirden. Sie entstehen beispielsweise durch eine
fehlerhafte Erdung. Es ist wichtig, immer wieder wahrend des Versuches solche

Interferenzkontrollen durchzufiuihren, da Interferenzen die wirkliche Flussrate
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verfalschen und wahrend der nicht-pulsatilen Aufzeichnung des Versuches

nicht nachgewiesen werden konnen.

[mmHg]

AT

Abbildung 8: Originalaufzeichnung einer Interferenzkontrolle: Pulssynchrone Aufzeichnung des

renalen Blutflusses (oben) mit dem systemischen Blutdruck (unten) ohne Interferenzartefakte.

2.5 Herstellung der Losungen

2.5.1 NaCL 0,85%

Fur die 0,85 prozentige Kochsalzlosung wurden 8,50 g Kochsalz mit

einer Feinwaage abgewogen und in einem Liter Aqua bidest. gelost.
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2.5.2 FK838-Ldsung

Bei FK838 handelt es sich um einen spezifischen ADO-A;-
Rezeptorblocker, der nicht aus der Gruppe der Purinderivate stammt (s.
Abbildung 9). Die chemische Summenformel von FK838 lautet 6-oxo-3-
(2-phenylpyrazolo[1,5-a]pyridin-3-yl)-1(6H)-pyridazinbutyrsaure (*") . Die
Besonderheit von FK838 im Gegensatz zu anderen ADO-A;-
Antagonisten wie DPCPX besteht darin, dass FK838 deutlich
hydrophiler, und damit in NaCl mit pH=8 ldsbar, ist und somit kein
Vehikel wie DMSO bendtigt. Um es zu I6sen und in korrekter Dosis zu
infundieren, wurde zunachst NaCl 0,85% mit NaOH auf pH=10 titriert, da
hier das FK838 seine beste Loslichkeit besitzt. Anschlielend wurde das
Versuchstier gewogen und 0,3 mg FK838 (FR120838, LOT Nr. 102142P,
Astellas Pharma Inc., Tokyo, Japan) pro 50 g Tiergewicht in 100 ml NaCl
0,85% pH=10 geldst. Sobald das FK838 vollstandig geldst war, wurde
die Losung wieder mit HCI auf pH=8,0 titriert. Die fertige FK838-Losung
pH=8,0 wurde bis zum Beginn des Versuches lichtgeschiutzt und im

Kuihlschrank aufbewahrt.

Abbildung 9: Strukturformel von FK838 (=6-oxo0-3-(2-phenylpyrazolo[1,5-a]pyridin-
3-y)-1(6H)-pyridazinbutyrsaure)

2.5.3 Adenosin-Verdinnungsreihe

Bei den Adenosininjektionen handelte es sich um Dosen von 0,01 bis

100 Nanomole, wobei sich die gewlnschte Dosis jeweils in 30 pl fur die
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Injektion befand. Dazu wurde zuerst eine Losung hergestellt, in der in 30
Ml genau 100 Nanomole sind, die also 3,33 mMol/l hat bzw. 0,03 molar
ist. Dazu wurden 88,9 mg Adenosin (Molekulargewicht=267 g/mol,
Summenformel C1oH13N504, CAS-Nr. 58-61-7) in 100 ml NaCl 0,85%
gelést. Von dieser Stock-Losung wurde nun eine Verdinnungsreihe
hergestellt, indem immer abwechselnd 700 pyl und 600 uyl NaCl 0,85%
vorgelegt und mit 300 ul der vorhergegangenen Konzentration

aufpipetiert wurden (s. Abbildung 10).

300
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- 210l
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Abbildung 10: Verdiinnungsreihe Adenosindosen
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2.6

2.6.1

Versuchsaufbau

Insgesamt wurden 2 unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt: Die
Versuchsreihe ,RBF“ und die Versuchsreihe ,FK838". In der
Versuchsreihe ,RBF“ wurden der absolute renale Blutfluss und die
Wirkung von Adenosin auf den renalen Blutfluss in den unterschiedlichen
Gruppen untersucht. In der Versuchsreihe ,FK838“ wurde ein
spezifischer Adenosin-As-Rezeptorantagonist (FK838) appliziert und
daraufhin die Wirkung von exogenen Adenosininjektionen und

endogenen Adenosinausschuttungen untersucht.

Gruppen

Fur die Versuchsreine ,RBF* wurden, wie in Abbildung 11 dargestellt,
drei Gruppen angelegt:

Eine SHAM-Gruppe, bei der eine Scheinoperation durchgefuhrt wurde,
um durch Operationsstress herbeigefuhrte Einflisse als Stdrfaktoren
auszuschlief3en.

Eine KONTRA Gruppe, bei der der kontralaterale Ureter der
untersuchten Niere ligiert wurde. Diese Gruppe dient als Kontrollgruppe.
Eine UUL Gruppe, bei der eine unilaterale Ureterligatur auf der linken
Seite, also auf der Seite der untersuchten Niere, erfolgte, um eine
Obstruktion und damit ein Tiermodell einer obstruktiven Hydronephrose

herbeizuflihren.

« UUL 24h n=8
« KONTRA  24h n=8
« SHAM 24h n=6

Abbildung 11: Gruppen der Versuchsreihe ,RBF“ 24h gibt die
Zeitspanne zwischen UUL bzw. SHAM Operation und RBF Messung an;
n=Anzahl der operierten Tiere pro Gruppe.
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Fur die Versuchsreihe ,FK838“ wurden, wie in Abbildung 12
veranschaulicht, ebenfalls 3 Gruppen angelegt:

Eine SHAM + FK838-Gruppe, die nach der Scheinoperation das
Medikament FK838 bekam.

Eine UUL + VHC-Gruppe, die nach unilateraler Ureterligatur links
lediglich ein Vehikel, bestehend aus 0,85% NaCl mit demselben pH=8
wie das Medikament FK838, verabreicht bekam, als Kontrollgruppe.

Eine UUL + FK838-Gruppe, die eine Ureterligatur links und anschlielend
das Medikament FK838 erhielt.

« SHAM — FK838 n=5%

11
(]

n

VHC
. UUL<
FK838 n=5

Abbildung 12: Gruppen der Versuchsreihe
~FK838"

2.6.2 Versuchsdurchfuhrung

2.6.2.1  Untersuchungen zum basalen renalen Blutfluss und der Wirkung von

Adenosin

In der ersten Versuchsreihe ,RBF* wurden der basale renale Blutfluss bestimmt
und Adenosindosen von 0,01 bis 100 nmol injiziert und deren Wirkung auf den
renalen Blutfluss in den verschiedenen Gruppen untersucht. In Abbildung 13

sieht man eine Originalaufzeichnung eines typischen, nicht einmal eine
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Sekunde andauernden, RBF-Abfalls mit anschlielender Hyperamie und
Ruckkehr zum ursprunglichen basalen RBF.

RBF [m/min] D

Abbildung 13: Originalaufzeichnung einer Reaktion auf eine Adenosin-Einzelinjektion:
A=Injektionsartefakt, B=schnell eintretender Abfall des RBF, C=beinahe sofortiger
Wiederanstieg mit D=reaktiver Hyperamie und E=RUckkehr zum basalen RBF

Nach der UUL-Operation (siehe 2.2) gemaf der Gruppen SHAM, KONTRA und
UUL erfolgte am darauffolgenden Tag (nach 24h) die RBF-Operation (siehe
2.3). Vor Beginn der Messungen wurde eine Aquilibrierungszeit von 40 min
abgewartet, wahrend der sich das Tier vom Operationsstress erholen und
stabilisieren konnte. Anschliel3end wurde durch Abklemmen der A. renalis distal
des Flow-Kopfes der Nullfluss ermittelt und die Klemme wieder geldst. Die
Adenosininjektionen erfolgten mit Dosen von 0,01 bis 100 nmol in jeweils 30 ul
mit der niedrigsten Konzentration beginnend, wobei jede Dosis drei Mal injiziert
und der gemessene Effekt in der Auswertung gemittelt wurde. Zwischen den
einzelnen Injektionen wurde jeweils 30 Sekunden gewartet, so dass sich der
RBF wieder auf den basalen Wert normalisiert hatte (siehe Abbildung 14:
Versuchsdurchfuhrung der Versuchsreihe ,RBF“). Nach Abschluss der drei
Injektionen einer jeden Dosis wurde der Katheter zunachst mit 50 pl der
folgenden Konzentration gespult, um den Totraum des Katheters mit der neuen
Konzentration zu fullen. Adenosin Injektionen von 0,01 bis 10 nmol hatten stets

nur Einfluss auf den RBF, nicht auf den systemischen arteriellen Blutdruck.
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Hoéhere Dosen (30 und 100 nmol) hatten zum Teil einen leichten Abfall des
systemischen Blutdrucks zur Folge, jedoch erst nachdem die RBF-Reaktion

schon fast vollstandig voruber war.

uuL 24 h RBF-Messung

RBF-Messung:

Einstellen .. )
QP des AQ 45 min ADO Injektionen
Flowmeters
ADO-Injektionen

0,01 nirmal, 3x 30yl Bali 0,03 nmal 0,1 nmal etc. bis 100 nmol
|

20s 2 min

Abbildung 14: Versuchsdurchfihrung der Versuchsreihe ,RBF*; UUL=Operation der
Ureterligatur; RBF=renaler Blutfluss, AQ=Aquilibrierung, ADO=Adenosin

2.6.2.2 Untersuchung zu endogenem und exogenem Adenosin bei ADO-A+-
Rezeptorblockade (FK838)

In dieser Versuchsreihe ,FK838“ wurde zunachst der linke (UUL-Gruppen)
bzw. kein (SHAM-Gruppe) Ureter ligiert. Am darauffolgenden Tag (nach 24h)
erfolgte die RBF-Operation gefolgt von einer 45 minutigen Aquilibrierung. Der
anschlieende Versuch gliederte sich in 3 Perioden: Einer Vorperiode (VP) bei
der in jeder Gruppe lediglich NaCl 0,85% pH 7,4 infundiert wurde und zwei
Hauptperioden (HP1 und HP2) in denen statt NaCl entweder das Medikament
FK838 oder das Vehikel (NaCl 0,85% pH=8) infundiert wurde. Zwischen der VP
und der HP1 wurde eine zweite Aquilibrierung von 25 min, zwischen HP1 und
HP2 eine dritte von 20 min eingehalten. Die Umstellung von NaCl auf FK838

bzw. Vehikel erfolgte vor Beginn der zweiten Aquilibrierung.
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Um die Wirkung des endogenen Adenosins auf den RBF zu messen, wurden
jeweils zu Beginn einer Periode zwei sogenannte post obstruktive Reaktionen
(PORSs) untersucht. Dabei wurde die A. renalis distal des Flow-Kopfes jeweils
fur 30 Sekunden abgeklemmt. In dieser Zeit konnte das produzierte endogene
Adenosin die Niere nicht erreichen und kummulierte. Nach 30 Sekunden wurde

die GefalRklemme geoffnet und die POR des renalen Blutflusses aufgezeichnet.

REF [mlfmin]

et t=308 -t

s fuhrt

| einer

Nach den zwei PORs erfolgten, wie in 2.6.2.1 aufgefuhrt, jeweils die Perioden

mit den exogenen Adenosininjektionen.
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Tabelle 1: Versuchsdurchfiihrung der Versuchsreihe ,FK838“

Vorperiode (VP) Hauptperiode 1 Hauptperiode 2
(HP1) (HP2)

NaCl 0,85% 3ml/h FK838 0,036 mg/h/100g Tier

2.7 Auswertung

2.7.1 Versuchsprotokoll

In den Versuchsprotokollen wurden neben Tiernummer und Datum die
mdglichen Storfaktoren Tiergewicht, Operationsdauer UUL, Operationsdauer
RBF, Ketamin-Narkosekonzentration, Trapanal-Narkosekonzentration und
Menge an infundierten FlUssigkeiten festgehalten. Ebenfalls wurde nach
Versuchsende die untersuchte Niere enthommen, mit Zellstoff getrocknet, durch

Auspressen von Urinresten befreit und das Nierengewicht notiert.

2.7.2 Schreiberaufzeichnung

Sobald in der RBF-Operation (s. 2.3.2) der Femoraliskatheter gelegt wurde,
begann die Aufzeichnung der Herzfrequenz und des Blutdrucks Uber einen
Druckaufnehmer und einen Mehrkanalschreiber (Linear Corder MARK VII,
Western Graphtec, Santa Ana, CA, U.S.A.). Nach Abschluss der
Flankenoperation wurde zusatzlich auch der renale Blutfluss Uber das
elektromagnetische Flowmeter auf dem dritten Kanal aufgezeichnet (s.
Abbildung 6). Die Aufzeichnungsgeschwindigkeit betrug wahrend den
Aquilibrierungsphasen 5 mm/min, wahrend den Versuchen (PORs bzw.

Adenosininjektionen) 500 mm/min.
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2.7.3 Datenerhebung

Alle Daten des Versuchsprotokolls und die durch den Schreiber
aufgezeichneten  Informationen  (Herzfrequenz, Blutdruck und die
Veranderungen des renalen Blutflusses auf Adenosin) wurden fur jedes Tier auf
einem gesonderten Datenblatt in eine Microsoft Exel©-Tabelle eingetragen.
Dabei wurde fur jede Adenosininjektion bzw. POR der basale RBF vor Injektion,
das Tal mit dem tiefsten Punkt bei der Injektion und der héchste Punkt bei der
anschlieBenden Hyperamie notiert. Uber die Tabelle wurden dann Mittelwerte
fur jede Dosis gebildet und jeweils der absolute delta RBF, als auch delta RBF
in Prozent vom Ausgangswert berechnet.
dRBF [%] = (RBFpasa - RBFminimum) / RBFpasal

2.7.4 Statistische Auswertung

Mit Hilfe von JMP 7© wurden fur die gesammelten Werte ein 4-Parameter-

Modell einer Dosis-Wirkungs-Kurve der Formel Bottom + <(T0p(_3—0tmm)

erstellt. Dabei gilt: Bottom=minimaler dRBF, Top=maximaler dRBF, ADO=Dosis
der Adenosininjektion, EC50=Adenosinkonzentration des halbmaximalen dRBF
und Hill=Hill-Koeffizient.

Diese Parameter wurden nun zwischen den Gruppen bzw. zwischen den
Perioden mit dem Tukey-Kramer HSD Test verglichen. Als signifikant wurden
Unterschiede mit p<0.05 angesehen. Zur besseren Darstellung wurden mit
Sigma Plot 10 © Kurven gefittet. Alle Angaben in Tabellen oder Schaubildern

entsprechen Mittelwerten + SEM.
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3 Ergebnisse

3.1 Storfaktoren

Die Gruppen der Versuchsreihe ,RBF“ wurden hinsichtlich der Storfaktoren
Tiergewicht, Herzfrequenz wahrend der OP, MAP, Ketaminkonzentration bei
der UUL-Operation, Dauer der UUL-Operation, Trapanalkonzentration der RBF-
Operation, Dauer der RBF-Operation, Temperatur und Kochsalzinfusion
verglichen und in

Tabelle 2 zusammengefasst. Fur die Gruppen der Versuchsreihe ,FK838“ (s.
Tabelle 3) wurde zusatzlich als Storfaktor die infundierte Menge FK838
bertcksichtigt und die Gruppen nach Perioden aufgeschlusselt. In der Gruppe
2, in der kein FK838 sondern Vehikel gegeben wurde, entspricht der Wert in der
Tabelle der Menge des infundierten Vehikels! Statistisch signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppen wurden mit einem * markiert, signifikante
Unterschiede innerhalb der Perioden mit einem . So zeigte sich fur die
Versuchsreihe ,RBF* lediglich flr die Operationszeit, die in der UUL-Gruppe im
Mittel 5 min langer war, verglichen mit der KONTRA-Gruppe bzw. 8 min,
verglichen mit der SHAM-Gruppe. Auch bendétigte diese Gruppe im Schnitt
etwas mehr Ketamin, als die beiden anderen Gruppen.

In der Versuchsreihe ,FK838*“ fiel auf, dass es uUber die Perioden und damit
Uber die Dauer der Operation in allen drei Gruppen zu einem Anstieg des MAP

im  Vergleich  zur  Vorperiode der jeweiligen Gruppe kam.
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Tabelle 2: Storfaktoren fur Versuchsreihe ,RBF“: Auflistung aller beobachteten moglichen Storfaktoren als Mittelwerte +/-

Standard Error of the Mean:;
* p<0,05 versus Gruppe 1 (=SHAM)

NarTra OpUUL
Gruppe Tiergewicht [g] MAP [mmHg] HF [1/s] Tmp [°C] NarKet [%] [mg/kgKG] OpRBF [min] [min] NaCl [ml]
312,5 +/-23,98 107,83 +/- 8,94 |345,83 +/-23,39|37,2+/-0 |60 +/-0 106,67 +/- 19,03 [ 100,33 +/- 9,41 113,53’;7+/_ 9,45+/-2,18
315,63 +/- 27,17 | 108,75 +/- 12,18 | 348,13 +/- 24,14 | 37,2 +/-0 |60 +/-0 106,25 +/- 13,26 | 105,5 +/- 16,03 ;514’2&/_ 9,44+/-1,81
306,25 +/- 22,06 | 111,63 +/-8,66 |352,5+/-21,36 |37,2+/-0 |67,5+/-9,75* | 111,25 +/- 25,39 | 108,5 +/- 19,36* ;?8;284-/- 9,69+/-2,06

Tabelle 3: Storfaktoren fur Versuchsreihe ,FK838": Auflistung aller beobachteten mdglichen Storfaktoren als Mittelwerte +/-

Standard Error of the Mean:;

* p<0,05 versus Gruppe 2 (=Vehikel) in der jeweiligen Periode; 1 p<0,05 versus Periode 1 der jeweiligen Gruppe

Tiergewicht NarKet NarTra OpUUL
Gruppe | Periode [0] HF [1/s] MAP [mmHg] | Tmp [°C] [%] [mg/kgKG] [min] OpRBF [min] | NaCl[ml] | FK838 [ml]
108 +/- 8,1 +/-
11302 +/-17,1 323 +/- 24,69 |96,2 +/-7,74 37,2+/-0 | 60+/-0 [9,91 13,2 +/-3,29192,6 +/-8,45 |0,67 7,1+/-0,67
108 +/- 8,1 +/-
21302 +/-17,1 311 +/- 39,99 [99,2 +/- 6,11 37,2+/-0 | 60+/-0 |9,91 13,2 +/-3,29192,6 +/-8,45 |0,67 7,1+/-0,67
108 +/- 8,1 +/-
1 31302 +/-17,1 324 +/-22,93 |104 +/- 16,43 1 |37,2+/-0 |60+/-0 |9,91 13,2 +/-3,29 92,6 +/-8,45 |0,67 7,1+/-0,67
112 +/- 8,1 +/-
11298 +/-22,97 | 322 +/-24,27 |94 +/- 2,79 37,2+/-0 | 60+/-0 [9,91 13,6 +/- 1,98 | 88,4 +/- 16,25 | 0,67 7 +/- 0,55
309 +/- 16,74 112 +/- 8,1 +/-
21298 +/-22,97 |t 99,6 +/-6,42t |37,2+/-0 |60+/-0 |9,91 13,6 +/- 1,98 | 88,4 +/- 16,25 | 0,67 7 +/-0,55
105,8 +/- 13,44 112 +/- 8,1 +/-
2 31298 +/-22,97 |320+/-22,16 |t 37,2+/-0 |60+/-0 [9,91 13,6 +/- 1,98 | 88,4 +/- 16,25 | 0,67 7 +/-0,55
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110 +/- 8,1 +/-

302 +/- 16,49 | 328 +/- 11,79 | 94,6 +/-7,42 37,2+/-0 |60+/-0 | 11,08 12 +/-4,24 |83 +/-4,05 0,74 7,3 +/- 0,61
110 +/- 8,1 +/-

302 +/- 16,49 |323 +/-991* |[100 +/-7,94 1+ |37,2+/-0 |60+/-0 |11,08 12 +/-4,24 |83 +/-4,05 0,74 7,3 +/- 0,61
101,8 +/- 11,92 110 +/- 8,1 +/-

302 +/- 16,49 | 323 +/-14,86 |t 37,2+/-0 |60+/-0 | 11,08 12 +/-4,24 |83 +/-4,05 0,74 7,3 +/- 0,61
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3.2 Versuchsreihe ,RBF*

3.2.1 Untersuchungen zum absoluten renalen Blutfluss

Bei den Untersuchungen zum absoluten renalen Blutfluss wurden zwischen
allen drei Gruppen (SHAM, KONTRA und UUL) signifikante Unterschiede mit
p<0,05 festgestellt:

— 6_ .
5 i -
3 5 1_ -
5 ’E | (O KONTRA
S,
Z - ]
o | T I (O sHAM
: : | '
E 3 'I_ ‘l—
E ' 1 O uuL
w 2 f
[a1]
m -
Q0

1 T T -

KONTRA SHAM uuL All Pairs
Gruppe Tukey-Kramer
0,05

Abbildung 16: Analyse des basalen RBF nach Gruppen: Die KONTRA Gruppe mit dem
hochsten durchschnittlichen Fluss, gefolgt von der SHAM-Gruppe und schlielich mit dem
niedrigsten Fluss die UUL-Gruppe. Markiert sind jeweils Mittelwert, SEM und die 95%

Konfidenzintervalle; rechts: Vergleich der Gruppen nach Tukey-Kramer

Die SHAM-Gruppe, also die scheinoperierte Gruppe, hat einen
durchschnittlichen basalen RBF von 3,75 + 0,72 ml / min x g Nierengewicht.
Nach Ligatur des Ureters zeigte sich in der UUL-Gruppe nach 24h ein
deutlicher Abfall des RBF auf durchschnittlich 2,43 £ 0,71 ml/ minx g
Nierengewicht, was einem Abfall auf 64,8 % entspricht. Kontralateral zur
Ureterligatur konnte, wie in der KONTRA Gruppe gezeigt wurde, ein Anstieg
des RBF auf durchschnittlich 4,25 + 0,88 ml / min x g Nierengewicht

nachgewiesen werden, was im Vergleich zum unligierten Tier ein Plus von 13,3
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%, im Vergleich zum UUL-Tier gar ein Plus von 74,9 % bedeutet (s. Abbildung
16).

3.2.2 Untersuchungen zur Adenosinwirkung bei UUL

Untersucht wurde die Wirkung von Adenosin Einzelinjektionen auf den renalen
Blutfluss. Hier zeigte sich bei der ureterligierten Gruppe eine deutlich starkere
Reaktion auf die injizierten Adenosindosen als in den Gruppen KONTRA und
SHAM. In Abbildung 17 ist der Unterschied zwischen den Gruppen im Vergleich

anhand einer Originalaufzeichnung dargestellt:

SHAM UUL
RBF P

[mVmin}— 4|

——

RR
[mmiHg])

Abbildung 17: Originalaufzeichnungen zweier Adenosin-Einzelinjektionen jeweils der
Adenosin-Dosis 10nmol: Links das Tier aus der SHAM-Gruppe hat einen deutlich héheren
basalen RBF als das UUL-Tier rechts. Das UUL-Tier reagiert durch einen deutlich starkeren
RBF-Abfall auf die Injektion derselben Dosis Adenosin (10 nmol) als das SHAM-Tier.
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Der maximale Abfall des RBF im Vergleich zum Ausgangswert betrug bei
maximaler Dosis Adenosin (100 nmol) in der UUL-Gruppe durchschnittlich
84,77 £ 15,2 %, in der KONTRA Gruppe 49,6 + 11,5 % und in der SHAM-
Gruppe 49,29 + 14,2 %. Damit ergab sich ein hochsignifikant starkerer Abfall
des RBF auf Adenosininjektionen in der UUL-Gruppe hinsichtlich des
Maximalwerts, wahrend sich zwischen den Gruppen SHAM und KONTRA kein
signifikanter Unterschied zeigte (s. Abbildung 19). In der SHAM-Gruppe zeigte
sich ein Abfall des RBF um 20 % erst bei 1,1 nmol Adenosin, bei der Gruppe
KONTRA bei 0,83 nmol und bei der Gruppe UUL dagegen bereits bei der
Injektion von 0,18 nmol Adenosin. Dies entspricht zwischen den Gruppen UUL
und SHAM um eine Rechtsverschiebung. Die Dosis, die zu einem RBF-Abfall
um die Halfte des Maximalwertes fuhrte (ECsp) betrug 2,69 + 0,2 nmol Adenosin
in der SHAM-Gruppe vs. nur 0,82 + 0,2 nmol in der UUL-Gruppe und war damit
ebenfalls mit p<0,01 signifikant verschieden. Deutlich auffalliger, als die
Rechtsverschiebung ist jedoch die Anderung des maximal erreichten dRBF:
Abbildung 19 konzentriert sich auf die Darstellung des hochsignifikanten
Unterschied des maximalen RBF-Abfalls zwischen der UUL-Gruppe und den
beiden anderen Gruppen, also bei der héchsten Adenosin-Dosis von 100 nmol.
In Abbildung 18 ist eine Dosis-Wirkungs-Kurve dargestellt, in der man den
Abfall des RBF bei den jeweiligen Adenosin-Dosen sehen kann. Hier wird
deutlich, dass die Linie flr die UUL-Gruppe deutlich Gber den beiden anderen,
die fast identisch sind, liegt und sich sowohl in Maximalwert als auch in der

Steigung von ihnen unterscheidet.
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Abbildung 18: Overlay Plot der Dosis-Wirkungs-Kurve Adenosin-delta RBF: Auf der X-
Achse ist die Konzentration der Adenosin-Injektionen, auf der Y-Achse der Abfall des renalen

Blutflusses im Vergleich zum Ausgangswert aufgetragen. Abweichungen als SEM.
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Abbildung 19: Vergleich des maximalen dRBF in % bei Adenosin=100 nmol;
Hochsignifikanter Unterschied (p < 0,0001) des maximalen dRBF zwischen Gruppe 3 (UUL)
und Gruppen 1 (SHAM) und 2 (KONTRA); rechts: Signifikanzanalyse anhand Tukey-Kramer
HSD
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Der Hill-Koeffizient betrug in der SHAM-Gruppe 0,86 +0,13, in der KONTRA
Gruppe 0,96 + 0,2 und in der UUL-Gruppe 1,13 £ 0,12 und war damit in der
UUL-Gruppe mit p<0,05 gegen die beiden anderen Gruppen signifikant

verschieden.
3.3 Versuchsreihe , FK838*

3.3.1 Untersuchungen zum absoluten renalen Blutfluss

In der Versuchsreihe ,RBF* (s. 3.3.1) wurde bereits gezeigt, dass die UUL in
einem verminderten basalen RBF resultiert. Hier soll nun der absolute RBF
Uber die Perioden der FK838-Gabe im Gegensatz zum Vehikel betrachtet
werden. In Abbildung 20 zeigt sich in der Vehikelgruppe keine signifikante
Anderung des basalen Absolutflusses Uber die Perioden. In Abbildung 21
wurden die beiden FK838-Gruppen SHAM + FK838 und UUL + FK838
zusammen genommen und der durchschnittliche basale RBF Uber die Perioden
dargestellt. Hier zeigte sich ein leichter Abfall des bRBF in den Perioden, in
denen FK838 infundiert wurde, der in der HP2 mit p<0,05 zur VP signifikant ist.

25
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Abbildung 20: durchschnittlicher basaler RBF in der Gruppe UUL + VHC uber die
Perioden (1=VP. 2=HP1. 3=HP2)

Der bRBF von durchschnittlich 3,17 = 1,2 ml/min aus der VP sank durch die
Medikamentengabe auf 3,00 £ 1,2 ml/min in der HP1 und 2,7 £ 1,1 ml/min in
der HP2.

38



Ergebnisse
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Abbildung 21: durchschnittlicher basaler RBF in den FK838-Gruppen uber die Perioden
(1=VP, 2=HP1, 3=HP2)

3.3.2 Exogenes Adenosin (Einzelinjektionen)

In dieser Versuchsreihe wurden ebenfalls die Reaktionen des RBF auf
Adenosin-Einzelinjektionen beobachtet. Diese sollen zunachst jeweils innerhalb
der Gruppen-also die Vorperiode, ohne Applikation von FK838, mit den beiden
Hauptperioden mit Medikament-verglichen werden. Anschliefend sollen die
Perioden selbst betrachtet, und so die Gruppen untereinander verglichen

werden.

3.3.2.1  Betrachtung der Gruppen

e SHAM + FK838

In der scheinoperierten Gruppe sieht man, wie in Abbildung 22 dargestellt,
in der Vorperiode einen starkeren Abfall des RBF pro injizierter Adenosin-
Dosis, als in den beiden Hauptperioden, in denen FK838 infundiert wurde.
Dabei ist sowohl eine Anderung des maximal erreichten RBF-Abfalls von
36,71 £ 8,9 % auf 9,38 £ 6,7 % zu beobachten als auch eine deutliche
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve um den Faktor 22. Der Hill-
Koeffizient betrug in der VP 0,89 + 0,09, in der HP2 dagegen 2,26 + 1,54.
Betrachtet man die Dosis von Adenosin, die bendotigt wurde, um einen RBF-

Abfall um 20% zu erreichen, so wurden dafir in der VP 2,94 nmol Adenosin
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bendtigt. Nach Applikation des Medikamentes konnte wie in Abbildung 22 zu
sehen, auch bei hohen Adenosin-Dosen kein dRBF von 20% mehr erreicht

werden.
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Abbildung 22: Dosis-Wirkungs-Kurve der Gruppe SHAM + FK838: Zu sehen ist der starkere
RBF-Abfall in der Vorperiode verglichen zu den beiden Hauptperioden Uber alle Adenosin-

Dosen.

e UUL +VHC

In dieser ureterligierten Gruppe konnte, wie in Abbildung 23 dargestellt,
durch Gabe des Vehikels keine Anderung in der Reaktion des RBF auf die
injizierten Adenosin-Dosen uber die Perioden beobachtet werden. Wahrend
als Maximalreaktion bei der Injektion von 100nmol Adenosin in der
Vorperiode ein dRBF von 73,71 £ 13,3 % erreicht wurde, bleibt der
Maximalwert in der Hauptperiode 1 bei dRBF=72,75 + 10,4 % und steigt in
der Hauptperiode 2 auf dRBF=82,72 + 16,2 %. Der Hill-Koeffizient anderte
sich ebenfalls nicht signifikant. Auch die Dosis von Adenosin, die in dieser
Gruppe bendtigt wurde, um einen RBF-Abfall von 20% zu erreichen, blieb
mit 0,14 nmol in der VP gegenuber 0,16 bzw. 0,13 nmol in den beiden HP

weitgehend konstant.
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Abbildung 23: Dosis-Wirkungs-Kurve der Gruppe UUL + VHC: Die Dosis-Wirkungskurve

wurde durch Applikation des Vehikels keinen signifikanten Anderungen unterworfen.

e UUL + FK838

In dieser ureterligierten Gruppe konnte, wie in Abbildung 24 dargestellt,
durch die Gabe die Applikation von FK838 in den beiden Hauptperioden, wie
schon in der Gruppe SHAM + FK838, eine Anderung des prozentualen
RBF-Abfalls pro injizierter Adenosin-Dosis beobachtet werden. Der
maximale RBF-Abfall auf eine Adenosin-Dosis von 100 nmol sank von 76,52
1 25,3 % in der VP auf 58,47 £ 16,3 % in der HP1 und 54,98 + 15 % in der
HP2. Auch bewirkte das Medikament eine Rechtsverschiebung der Dosis-
Wirkungs-Kurve um den Faktor 10. Der Hill-Koeffizient betrug in der VP 0,89
+ 0,2, in den HP dagegen 1,54 + 0,4 und 1,43 + 0,39. In dieser Gruppe
zeigte sich auch bei der Betrachtung der Addenosin-Dosis, die fur einen
RBF-Abfall von 20% bendtigt wurde, ein signifikanter Unterschied zwischen
der VP und den beiden HP. Die Gabe des Medikamentes bewirkte eine
Rechtsverschiebung der Dosis von 0,15 nmol in der VP auf 1,60 bzw 1,78
nmol in den HP1 und HP2.
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UUL + FK838
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Abbildung 24: Dosis-Wirkungs-Kurve der Gruppe UUL + FK838: Zu sehen ist der starkere
RBF-Abfall in der Vorperiode verglichen zu den beiden Hauptperioden lber alle Adenosin-

Dosen.

3.3.2.2 Betrachtung der Perioden
e \Vorperiode

Zunachst sollen die Gruppen in der Vorperiode untereinander verglichen
werden. Da hier noch kein Medikament appliziert wurde, gleicht der
Versuchsaufbau der Versuchsreine ,RBF“ (siehe 2.6.1) mit dem
Unterschied, dass nun zwei ureterligierte einer scheinoperierten Gruppe
gegenuberstehen. Die UUL-Gruppen UUL + VHC und UUL + FK838
unterscheiden sich in der VP daher noch nicht und sind bis zum Beginn von
HP1 praktisch identisch. Wie bereits in den Ergebnissen der Versuchsreihe
,RBF* (siehe 3.2.2), fand sich auch hier in den UUL-Gruppen ein deutlich
hoherer Abfall des RBF pro injizierter Adenosin-Dosis, als in der
Kontrollgruppe. Abbildung 25 zeigt diesen starkeren prozentualen RBF-

Abfall Uber alle Adenosin-Dosen von 0,01 bis 100 nmol.
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Abbildung 25: Dosis-Wirkungs-Kurve in der Vorperiode: Der prozentuale RBF-Abfall ist bei den
UUL-Gruppen signifikant hdher, als bei der SHAM-Gruppe.

Auch hier zeigt sich neben einer Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-
Kurve durch die Ureterligatur um etwa Faktor 18 eine deutlich steilere Kurve
bei den UUL-Gruppen mit einem hoheren maximalen dRBF. Der maximal
erreichte dRBFmax bei der Injektion von 100 nmol Adenosin betrug in den
UUL-Gruppen 73,71 £ 13,3 % bzw. 77,65 £ 19,2 % gegenuber 37,38 + 9,4 %
in der SHAM-Gruppe. Dieser hochsignifikante Unterschied soll in Abbildung

26 noch einmal verdeutlicht dargestellt werden.
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Abbildung 26: Vorperiode; Vergleich des maximalen dRBF in % bei Adenosin=100 nmol
der Gruppen SHAM (1), UUL + VHC (2) und UUL + FK838 (3).

e Hauptperioden

In den beiden Hauptperioden 1 und 2 wurden nun in der SHAM-Gruppe und
in einer UUL-Gruppe FK838 infundiert. Die andere UUL-Gruppe wurde mit
dem Vehikel behandelt. In beiden Hauptperioden zeigte sich das gleiche
Bild, wie Abbildung 27 verdeutlichen soll: Die geringste Reaktion auf die
Adenosininjektion in Form eines RBF-Abfalls zeigt die Gruppe SHAM +
FK838. Mit dem starksten RBF-Abfall reagiert weiterhin die Gruppe UUL +
VHC auf die Injektionen, zwischen diesen beiden Gruppen steht die Gruppe
UUL + FK838. Wahrend in Abbildung 25 die Kurven der UUL-Gruppen, die
zu diesem Zeitpunkt noch dieselbe Behandlung erfahren haben,
zusammenfallen, erkennt man in Abbildung 27, wie sich die UUL + FK838-
Gruppe von der UUL + VHC-Gruppe entfernt und neben einer
Rechtsverschiebung und einer steileren Steigung einen niedrigeren

Maximalwert aufweist.
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Abbildung 27: Dosis-Wirkungs-Kurven der Hauptperioden 1 und 2 wahrend FK838- bzw.
Vehikel-Infusion im Vergleich: Auf der x-Achse ist jeweils die Konzentration der Adenosin-
Injektionen, auf der y-Achse der RBF-Abfall aufgetragen

Damit waren hinsichtlich des erreichten dRBFax alle 3 Gruppen mit p<0,05

voneinander signifikant verschieden.

3.3.2.3 Betrachtung von Gruppen und Perioden

Vergleicht man nun sowohl die Gruppen untereinander, als auch deren
zeitlichen Verlauf, zeigt sich wie oben beschrieben in den beiden FK838-
Gruppen jeweils ein mit p<0,05 signifikanter Unterschied zwischen dem
erreichten dRBFnax in der Vorperiode und dem dRBFna.x in den beiden
Hauptperioden. Ein Unterschied zwischen den beiden Hauptperioden besteht
jeweils nicht. Ebenso besteht kein signifikanter Unterschied zwischen VP, HP1
und HP2 in der Vehikel-Gruppe.

Die Konzentration von Adenosin, bei der der halbmaximale Effekt (EC50) —
also der halbmaximale dRBF - erzielt wird, variiert in der Vorperiode zwischen
der SHAM-Gruppe (EC50=2,69 + 0,61 nmol) und den UUL-Gruppen
(EC50=0,56 £+ 0,45 nmol) um den Faktor 4,7. Wahrend der EC50 Uber die 3
Perioden in der Vehikelgruppe (UUL + VHC) nicht signifikant auf 0,84 nmol
ansteigt, steigt er in den FK838-Gruppen von 2,69 nmol auf 7,80 + 1,1 nmol
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(SHAM + FK838) bzw. von 0,56 nmol auf 4,59 nmol (UUL + FK838) und ist
damit in der UUL-Gruppe mit p<0,05 signifikant gegen die Vorperiode.

Der Hill-Koeffizient war in der VP bei allen Gruppen vergleichbar (ca. 0,9), stieg
dann in den Perioden HP1 und HP2 in den FK838-Gruppen jedoch deutlich an
(HP1: 2,21 + 0,8 (SHAM + FK838), 1,54 +0,4 (UUL + FK838); HP2: 2,26 + 0,54
(SHAM + FK838), 1,32 + 0,43 (UUL + FK838) und war damit signifikant
verschieden von der Vehikelgruppe, in der er annahernd unverandert blieb

(siehe oben).

3.3.3 Endogenes Adenosin

In der Untersuchung des endogenen Adenosins konnte sich nach Durchflhrung
einer POR (s. 2.6.2.2), ebenfalls, wie bei den Einzelinjektionen, die typische
Reaktion des RBF auf Adenosin reproduzieren lassen (siehe Abbildung 15,
Seite 28).

Wahrend der durchschnittliche dRBF auf eine POR in der Vorperiode 32,52 %
(UUL + FK838), 29,96 % (SHAM + FK838) bzw. 28,61 % (UUL + VHC) betrug,
fiel dieser in der Hauptperiode 1 auf 9,64 % (UUL + FK838), 5,38 % (SHAM +
FK838) bzw. 26,10 % (UUL + VHC), in der Hauptperiode 2 auf 0,80 % (UUL +
FK838), 1,9 % (SHAM + FK838) und 24,10 % (UUL + VHC). Damit ergeben
sich in den FK838-Gruppen signifikante Unterschiede mit p<0,05 % zwischen
den Vorperioden und den Hauptperioden. Diese Verminderung des RBF-Abfalls
ist in Abbildung 28 veranschaulicht. In der VP liegen alle Gruppen zusammen.
Ab der HP1 ist in den FK838-Gruppen ein deutlicher Abfall des dRBF, also der
Reaktion auf endogenes Adenosin, zu beobachten.

Zwischen den Hauptperioden selbst und in der Vehikelgruppe besteht jeweils
kein Unterschied. In der Vorperiode besteht zwischen der SHAM-Gruppe und
der UUL + FK838-Gruppe ein signifikanter Unterschied, nicht jedoch von der
SHAM-Gruppe zu der UUL + VHC-Gruppe.
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Abbildung 28: Abfall des RBF in % auf endogenes Adenosin (POR): In den beiden FK838-
Gruppen ist ab Periode 2, also der ersten Hauptperiode, ein signifikant niedrigerer dRBF zu

beobachten als in der Vehikelgruppe.

3.3.4 Hyperamie

Bei der Untersuchung der Hyperamie, die den jeweiligen Adenosin-
Einzelinjektionen folgt, also des diesmal positiven dRBF — also einer Zunahme
des renalen Blutflusses (s. auch Abbildung 13, S.26) —wurde eine Anderung
durch Infusion des FK838 beobachtet. Wie in Abbildung 29 zu sehen, zeigte
sich in der Gruppe UUL + FK838 eine signifikante Steigerung der Hyperamie in
den Hauptperioden, in denen das Medikament infundiert wurde. In der VP
betrug die dRBFmax 22,87 £ 7,64 % und stieg dann in den Hauptperioden auf
32,32 £ 6,3 % in HP1 und 33,75 + 8,9 % in HP2.
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Abbildung 29: dRBF.x der Gruppe UUL + FK838: Durch Gabe des FK838 stieg die

Hyperamie nach Injektion der maximalen Adenosin-Dosis (100nmol) signifikant an.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass bereits eine 24 stundige
vollstandige Obstruktion eines Harnleiters zu einem signifikanten Abfall der
Nierendurchblutung auf 64,8 %, im Vergleich zur Kontrolle, fuhrt. Aul3erdem
steigert die unilaterale Obstruktion die Reaktion des RBF auf exogenes
Adenosin: Die UUL-Gruppen reagierten mit einem weitaus deutlicheren RBF-
Abfall auf Adenosin-Einzelinjektionen als die SHAM-Gruppe: Wahrend bei den
UUL-Gruppen der RBF bei Injektion von 100 nmol Adenosin um etwa 75%
abfallt, fiel er bei der SHAM-Gruppe bei der selben Adenosindosis nur um ca.
37%. Auch die Tatsache, dass die praglomerulare afferente Vasokonstriktion
durch ADO-A:-Rezeptoren vermittelt wird, konnte bestatigt werden, da unter
FK838-Infusion die Reaktionen auf Adenosin-Injektionen deutlich abgeschwacht
wurden. Auch die Abhangigkeit der POR, also der Auswirkung der
metabolischen Adenosinfreisetzung vom ADO-A-Rezeptor, konnte gezeigt
werden, da die PORs unter FK838 deutlich geringer ausgepragt waren als in
der jeweiligen Vorperiode und in der Vehikelgruppe. Hinsichtlich der Hyperamie,
die einer Adenosin-Reaktion folgt, konnte eine Steigerung der Hyperamie bei
FK838-Gabe beobachtet werden.

4.2 Absolutfluss
Die Flussreduktion nach 24 stindiger UUL von 3,75 + 0,72 auf 2,43 £ 0,71

ml/min x g Nierengewicht , verglichen mit der Kontrolle, bestatigt die Ergebnisse
bisheriger Forschungen von Wahlberg, der einen Fluss von 65% der Kontrolle
(") und Hope, der 70% (*) des renalen Blutflusses im Vergleich zur Kontrolle

nach 24 h vollstandiger Obstruktion eines Ureters beobachtete. Der durch uns
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beobachtete RBF-Abfall ist damit nicht so stark wie er in einer Arbeit unseres
Institutes festgestellt wurde, bei der die UUL-Niere nach 24 h nur noch etwa
50% des RBFs der Kontrolle hatte (°"). Ein derartiger Abfall um 50% ist nach
dem aktuellen Kenntnisstand als zu extrem anzusehen und lasst sich vermutlich
darauf zurlckfuhren, dass bei diesen Experimenten der RBF auf Gramm
Nierenfeuchtgewicht bezogen wurde. Nach 24 h kompletter Obstruktion des
Harnleiters nimmt die Niere jedoch durch den Ruckstau des Harns an GroRe
und Gewicht zu, wodurch vermutlich zu geringe Flusswerte pro Gramm
Nierengewicht resultierten. Zudem wurden in dieser Arbeit die UUL-Nieren mit
den KONTRA-Nieren verglichen, anstatt mit den SHAM-Nieren, wie es in dieser
Arbeit der Fall ist. Es lasst sich also festhalten, dass eine 24 stlndige
Obstruktion des Harnleiters eine Reduktion der Durchblutung der betroffenen
Niere auf ca. 65-70% des Ausgangswertes bzw. der Kontrolle mit sich bringt,
die auf eine anhaltende gesteigerte Vasokonstriktion in der gesamten Niere
zuruckgefuhrt werden kann.

Diese gesteigerte Vasokonstriktion konnte am einzelnen Nephron bereits 1974
als Folge einer 24-stiindigen Obstruktion beobachtet werden und wurde damals
als tubulo-glomerularer Feedback beschrieben (°). Auch ein weiterer Teil des
tubulo-glomerularen Feedbacks, die Anpassungsreaktion der Filtrationsleistung
hauptsachlich durch das Vas afferens auf eine veranderte NaCl-Konzentration
an der Macula densa, wird durch Adenosin vermittelt (°' ; *®). Demnach koénnte
angenommen werden, dass unsere Ergebnisse der Durchblutungssenkung
nach 24 stindiger UUL durch Adenosin hervorgerufen wurden.

Was gegen Adenosin als hauptsachliche Ursache des erniedrigten RBF in der
UUL-Niere spricht, ist, dass es in unseren Versuchen (s. 3.3.1) nach Applikation
des selektiven ADO-A-Rezeptorantagonisten FK838 zu keiner Steigerung des
spontanen RBF kam. Dies verwundert besonders, da der absolute RBF trotz
Steigerung des systemischen MAP tendenziell eher abzusinken schien (s.
Abbildung 21, S.39). Ursachlich hierfir kdénnte entweder sein, dass an der
Abnahme des RBF bei UUL weitere Transmitter neben dem Adenosin beteiligt
sind oder dass die Zeit Uber die zwei Perioden, in denen FK838 infundiert

wurde, nicht ausreichte, um den langfristigen Effekt zu antagonisieren.
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Weiterhin kdnnte der erniedrigte Fluss infolge des erhdhten Gefalltonuses aus
einer Unterfunktion von Vasodilatoren in der UUL-Niere resultieren. Auf die
mogliche Unterfunktion von Vasodilatoren wird ausfuhrlicher weiter unten im
Kapitel 4.3 ,Exogenes Adenosin“ eingegangen. Ob tatsachlich eine
physiologisch relevante Anderung in der Produktion von Vasodilatoren in der
UUL-Niere besteht, bleibt Thema weiterer Studien.

Die kontralaterale Niere ist bei 24 stindiger UUL einer Niere bisher weniger
erforscht. Wahlberg berichtet, eine leichte Steigerung der Durchblutung
beobachtet zu haben. Auch hier wurde, mit einer Steigerung von 21,43 %, im
Vergleich zur Kontrolle, ein signifikanter Anstieg des RBF beobachtet. Dies
konnte auf eine kompensatorische Mehrarbeit der gesunden Niere hinweisen.
Hauser et al. konnten beispielsweise eine vermehrte Transkriptionsarbeit, im
Sinne einer kompensatorischen Hypertrophie, in der kontralateralen Niere
feststellen, die unter anderem in einem vermehrten Einbau von Transportern
wie Aquaporinen besteht (?°). Welche Rezeptoren und Mediatoren fiir diese

Durchblutungssteigerung verantwortlich sind, bleibt zu erforschen.

4.3 Exogenes Adenosin

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass bei einer einseitigen UUL nach
24 Stunden eine gesteigerte Reaktion, im Sinne eines RBF-Abfalls, dieser Niere
fur exogenes Adenosin besteht. Da die Adenosininjektionen direkt in die Aorta
thoracica oberhalb der Arteria renalis erfolgten, kann es sich bei der kurzen
Vasokonstriktion nicht um eine systemische Reaktion, bedingt durch eine
systemische Adenosinwirkung, sondern nur um eine lokale Reaktion handeln.
In Abbildung 30 ist aulRerdem zu sehen, dass der systemische Blutdruck-Abfall,
gemessen in der A. femoralis, zeitlich nach dem RBF-Abfall stattfindet und

diesen daher nicht verursachen kann.
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Abbildung 30: Zeitliche Abfolge der Adenosinreaktion: Der maximale RBF-Abfall
(gepunktete Linie) findet zeitlich vor dem maximalen systemischen Blutdruckabfall

(gestrichelte Linie) statt.

Bei gleicher Dosis einer Adenosin Bolusinjektion reagierte die UUL-Niere in
unseren Versuchen mit einem prozentual deutlich starkeren RBF-Abfall als die
SHAM-Niere (s. 3.2.2). Diese Ergebnisse lassen sich mit Untersuchungen bei
anderen pathologischen Prozessen vergleichen, wie z.B. beim Nierenversagen
nach Kontrastmittelinjektion, bei denen Adenosin als entscheidender Mediator
nachgewiesen wurde. So zeigte Osswald bereits 1995, dass das akute
Nierenversagen auf eine Kontrastmittelreaktion durch eine Infusion des
unspezifischen Adenosin-Rezeptor-Antagonisten Theophyllin abwendbar ist
(*). Auch bei anderen Krankheitsbildern, wie beispielsweise dem Diabetes
mellitus, konnte von Pflueger und Osswald eine erhdhte Reaktion des RBF auf
exogenes Adenosin beobachtet werden. So stellten sie bei Ratten mit
Streptozotocin induziertem Diabetes eine Linksverschiebung der Dosis-
Wirkungskurve bei Adenosin-Einzelinjektionen um den Faktor 30 fest (°°).

Obwohl bei den Untersuchungen zum Absolutfluss (s. 4.2) die Vermutung nahe
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lag, dass Adenosin nicht als entscheidender Faktor fir den langfristig
erniedrigten renalen Absolutfluss verantwortlich zu sein scheint, reagiert die
UUL-Niere mit einem starkeren RBF-Abfall auf die Adenosin-Einzelinjektionen.
Daher muss entweder eine erhdohte Adenosinproduktion in der obstruierten
Niere stattfinden oder die Empfindlichkeit auf Adenosin enorm gesteigert sein.
Eine Arbeit von Recker untersuchte die Gewebsgehalte von ATP, ADP und
AMP nach 24 h UUL und stellte zwar einen Abfall der ATP Konzentration,
jedoch keinen Anstieg der energiearmen Aquivalente ADP und AMP fest, was
auch gegen einen hoheren Spiegel von Adenosin in der UUL-Niere sprechen
wurde (siehe 1.3.2). Tatsachlich wurde damals jedoch eine geringe Steigerung
der Adenosinkonzentration in der UUL-Niere von 9 auf 11 nmol / g
Nierenfeuchtgewicht beobachtet (°'). Diese ware jedoch zu gering, um den
beobachteten Effekt erklaren zu kénnen.

Damit bliebe eine Steigerung der Sensitivitdt der UUL-Niere auf Adenosin
anzunehmen, die verschiedene Ursachen haben konnte: Sowohl eine
Hochregulation @ des  ADO-As-Rezeptors, eine  Verbesserung  der
Signaltransduktion im ADO-A-Rezeptor oder aber auch eine Unterfunktion der
Gegenspieler, also der Vasodilatatoren wie NO und PGl,, kdénnten flir eine
Steigerung der Adenosin bedingten Vasokonstriktion bei Hydronephrose
verantwortlich sein. Zusatzlich zu diesen drei (patho-) physiologischen
Ansatzen der Erklarung konnte jedoch ein physikalisches Gesetz eine
entscheidende Rolle an der Steigerung des RBF-Abfalls durch die UUL spielen:

Das Stromungsgesetzt nach Hagen-Poiseuille.

Unterfunktion von Vasodilatoren

Es gibt tatsachlich Studien, die fur eine solche Minderproduktion von NO
sprachen: So wurde bei Blockade der NO und Prostaglandinsynthese durch N-
nitro-arginin und Indomethacin eine deutlich gesteigerte Sensitivitat gegentber
Adenosin beobachtet, die zu einer Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-
Kurve, vergleichbar derer bei den Versuchen mit Diabetes-Ratten, flhrte (57 X
*%). In wie weit eine Unterfunktion bzw. Minderproduktion vasodilatorisch

wirkender Substanzen als Ursache einer gesteigerten Sensitivitdt gegenuber
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Adenosin - besonders hier im Falle einer Hydronephrose - anzusehen ist, bleibt

in zukUnftigen Studien zu erforschen.

Verstarkung der Signaltransduktion im ADO-A;-Rezeptor

Eine erhdohte Empfindlichkeit auf exogenes Adenosin kénnte im
Zusammenhang mit einer Verstarkung des intrazellularen
Signaltransduktionsweges stehen, die letztendlich zu einer erhohten
Calciumkonzentration im Zytosol der glatten Muskelzellen der Arteriolen und
damit zu einer gesteigerten Vasokonstriktion flhrt. Tatsachlich wurde von Lai
erst kurzlich postuliert, dass die Adenosin bedingte Vasokonstriktion in der
afferenten Arteriole Uber eine Angiotensin Il vermittelte Sensitivierung der
leichten Myosinketten der glatten GefalBmuskulatur gegenuber Calcium
funktionieren wiirde (*’). Diese Entdeckung, dass ein Synergismus von
Adenosin und Angiotensin Il fir die vasokonstringierende Wirkung von
Adenosin verantwortlich bzw. notig ist, zeigten bereits in der Vergangenheit
Versuche, in denen Ratten mit hohem Angiotensin Il Spiegel auf eine 10 nmol
Adenosin-Bolusinjektion mit einem deutlich starkeren RBF-Abfall (40%) als
Ratten mit niedrigem Angiotensin II-Spiegel (2%) reagierten. Durch Angiotensin
[I-Infusion konnte bei diesen Tieren eine starkere Reaktion auf Adenosin wieder
hergestellt werden (52). Angiotensin Il Antagonisten waren in der Lage sowohl
die Reaktion auf endogenes als auch auf exogenes Adenosin nahezu

vollstandig zu verhindern (%¢ ; %)

. Eine detaillierte Zusammenfassung des
Synergismus zwischen Adenosin und Angiotensin Il ist in einer Arbeit von

Weihprecht diskutiert (™).

Hochregulation des ADO-A;-Rezeptors

Die dritte MOglichkeit der Erklarung einer gesteigerten Sensitivitat stellt eine
Hoch-Regulation der Rezeptoranzahl, also eine hdhere Rezeptordichte bei
einer obstruktiven Nephropathie, dar. Die Ergebnisse in dieser Arbeit zur
unilateralen Ureterligatur zeigen keine Parallelverschiebung der Adenosin-RBF-
Dosis-Wirkungs-Kurve, wie sie bei allen anderen hier genannten Studien

beschrieben wurde, sondern eine Verschiebung mit einer gleichzeitigen
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Zunahme des Maximalwertes. Wahrend in der Versuchsreihe ,RBF“ bei der
SHAM-Gruppe und der KONTRA Gruppe eine Sattigung der Dosis-Wirkungs-
Kurve bei ca. 46 % bzw. 47% RBF-Abfall erreicht wurde und auch bei Injektion
von hdheren Dosen Adenosin keine weitere Steigerung mehr zu beobachten
war, betrug der héchstmdgliche RBF-Abfall in der UUL-Gruppe uber 84 %. Die
Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve in der Versuchsreihe ,RBF“ um
lediglich den Faktor 3,3 hinsichtlich des EC50 spricht gegen eine physiologisch
relevante Anderung der Rezeptorenzahl. Die Abweichung des Hill-Koeffizienten
zwischen der UUL Gruppe und den beiden anderen Gruppen konnte auf die
Beteiligung eines weiteren Mechanismus, wie z.B. des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS), der an der Anderung des RBF nach UUL beteiligt
sein konnte, hindeuten. Die geringe Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve
um den Faktor 3,3 hinsichtlich des ECsy konnte durch eine leichte
Hochregulation der ADO-A+-Rezeptoren zwar erklart werden, nicht jedoch die
starke Anderung des erreichbaren Maximalwertes dRBF,.x. Damit erscheint
uns eine Hochregulierung der Rezeptorendichte als entscheidende Begrindung

des gesteigerten RBF-Abfalls auf Adenosin als unwahrscheinlich.

Das Stromungsgesetz nach Hagen-Poiseuille

Dieses Gesetz besagt, dass das Durchflussvolumen eines Rohres (hier das
Blutflussvolumen durch ein Gefal) von der vierten Potenz des Radius des
Rohres abhangt. Damit hangt der Stromungswiderstand-und so auch der RBF-
extrem vom Radius der A. renalis ab. Betrachtet man den oben gezeigten
verminderten Absolutfluss der UUL Niere im Vergleich zur gesunden Niere und
fuhrt diesen auf einen erhéhten Dauertonus des GefalRes (s. 4.2) zurlick, so
lasst sich der héhere RBF-Abfall durch eine weitere Konstriktion des bereits
verkleinerten Gefalllumens erklaren. Unsere Ergebnisse zeigen eine starke
Anderung des Maximalwertes, also des maximalen RBF-Abfalls, jedoch eine
sehr geringe Anderung des EC50 um lediglich den Faktor 3,3. Daher erscheint
diese physikalische Erklarung sehr plausibel: Bei jeder Hochregulation der
Rezeptorenzahl oder Veranderung in der Signaltransduktion wurde man eine

Anderung des Wertes erwarten, in dem ein halbmaximaler Effekt erzielt wird.
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Da dies in unseren Ergebnissen nur in sehr geringem Ausmal} der Fall war,
sprachen diese fir die physikalische Erklarung durch den erhéhten Gefaldtonus
und den daraus resultierenden niedrigeren Gefalddiameter, anstelle oder
zusatzlich zu einer gesteigerten Sensitivitdt der UUL-Niere durch die oben
genannten Faktoren. Da zu diesem angenommenen Mechanismus keine
Untersuchungen vorliegen, bleibt die Bedeutung des Hagen-Poiseuille 'schen

Gesetzes spekulativ.

Unsere Ergebnisse deuten also darauf hin, dass sich die durch die UUL
hervorgerufene gesteigerte Empfindlichkeit der RBF-Regulation gegenlber
Adenosin, im Sinne des hoheren maximalen RBF-Abfalls, durch ein
multifaktorielles Modell, mdglicherweise das Stromungsgesetz nach Hagen-
Poiseuille beinhaltend, erkléaren lasst. Die geringe Anderung des EC50 spricht

deutlich gegen eine physiologisch relevante Anderung der Rezeptorenzahl.

4.3.1 ADO-A;-Rezeptorblockade mit FK838

Durch die Versuchsreihe ,RBF“ konnte gezeigt werden, dass der durch die
Adenosin-Einzelinjektionen hervorgerufene erhdhte Abfall des RBF bei der
ureterligierten Niere auch einer dosisabhangigen GesetzmalRigkeit folgt.

An Hunden konnte bereits bewiesen werden, dass die adenosinvermittelte
Vasokonstriktion des Vas afferens Uber ADO-As-Rezeptoren vermittelt wird.
Sowohl der unspezifische Adenosin-Rezeptorantagonist Theophyllin als auch
der spezifische ADO-A-Rezeptorantagonist DPCPX waren in der Lage, die
Adenosin bedingte Vasokonstriktion und den damit verbundenen RBF-Abfall
abzuschwachen bzw. zu verhindern (*° ; #? ; ®”). Auch bei den Versuchen von
Pflueger konnte die bei Diabetes-mellitus-Ratten gesteigerte Reaktion auf
Adenosin mit DPCPX antagonisiert werden (*®). Da DPCPX nicht hydrophil
genug ist um es in NaCl zu |I6sen, wurde bisher stets DMSO als Losungsmittel
bendtigt. In dieser Arbeit wurde erstmals in RBF-Versuchen zur selektiven
ADO-A;-Blockade das hydrophile FK838 gewahlt, das in NaCl gelost werden
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konnte und so eine reine Beobachtung der Wirkung des Medikamentes, ohne
eine mogliche Stérung durch DMSO, ermdglichte. Unsere Versuche ergaben,
dass der spezifische ADO-Ai-Antagonist FK838 auch bei der obstruktiven
Nephropathie in der Lage war, die vasokonstriktive Wirkung des Adenosins zu
antagonisieren: Wahrend in der Vehikelgruppe keine Veranderung der
Reagibilitat auf Adenosin nachweisbar war, sank der dRBF o« auf die maximale
Dosis von 100 nmol Adenosin in der UUL + FK838-Gruppe von 76,52 % in der
Vorperiode unter FK838-Gabe auf 54,98 % in der Hauptperiode 2 (siehe 3.3.2).
Damit ist die Reaktion zwar deutlich geringer als in der unbehandelten UUL +
VHC-Gruppe, jedoch immer noch groRer als in der SHAM-Gruppe.

Betrachtet man wieder die EC50-Konzentration, bei der der halbmaximale
Effekt erreicht wird, ergibt sich in der UUL + FK838-Gruppe eine
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve von etwa Faktor 8 (von 0,56 *
0,4 nmol Adenosin in VP zu 4,59 nmol in HP2).

Da es sich hierbei wiederum nicht lediglich um eine Parallelverschiebung
handelt, sondern sich ebenfalls wieder der Maximalwert andert, scheint es hier
sinnvoller, die jeweilige Adenosindosis zu betrachten, bei der sich ein delta RBF
von 20% ergibt. Diese Dosis betrug in der UUL-Gruppe in der VP noch 0,15
nmol Adenosin, in der HP2 waren dazu bereits 1,78 nmol Adenosin noétig. Hier
zeigt sich also eine Dosisanderung etwa um den Faktor 12. Diese
Betrachtungsweise erscheint hier, im Gegensatz zur alleinigen Betrachtung des
EC50, realistischer, da die Rechtsverschiebung durch Anderung des
Maximalwertes auf diese Weise nicht relativiert wird. In der SHAM + FK838-
Gruppe wurde der Maximalwert durch FK838 so stark verandert, dass selbst bei
hohen Adenosin Dosen kein RBF-Abfall von mehr als 10% mehr erreicht
werden konnte.

Damit wurde gezeigt, dass auch bei der Hydronephrose die Reaktion des RBF
auf Adenosininjektionen ein ADO-A-Rezeptor vermitteltes Phanomen darstellt
und diese durch Gabe des ADO-A-Antagonisten FK838 bereits in einer Dosis
von 0,036 mg / h * 100g Tiergewicht in einer Art antagonisieren lasst, dass eine
etwa 12-fach hohere Adenosin Dosis gebraucht wurde, um denselben Effekt

wie ohne das Medikament zu erreichen. Im Gegenatz zu den Beobachtungen
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der Versuchsreine ,RBF“ zeigte sich hier neben der Anderung des
Maximalwertes eine deutlich starkere Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve
hinsichtlich des ECS50. Diese war hier auch zu erwarten, da durch die
Blockierung der ADO-Ai-Rezeptoren durch FK838 die Anzahl der an der
Reaktion beteiligen Rezeptoren gesenkt und damit der Effekt einer kiinstlichen
Downregulation  der Rezeptorenzahl erzielt wird. Die erwartete
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve durch die Applikation von
FK838 konnte durch unsere Ergebnisse gezeigt werden.

Die schon in der Versuchsreihe ,RBF“ gezeigte Anderung des Maximalwertes
des RBF-Abfalls lasst sich hier nicht durch das Strémungsgesetz nach Hagen-
Poiseuille erklaren, da der absolute RBF zwischen der Vorperiode ohne
Medikament und den Hauptperioden mit Medikament keiner Anderung
unterworfen ist und daher auch der GefalRdurchmesser konstant bleibt. Da hier
jedoch durch die Blockade der ADO-A:-Rezeptoren durch FK838 weniger an
der Reaktion beteiligte freie Rezeptoren existieren, sich also die
Rezeptorenzahl andert, sind wahrscheinlich auch weitere, von der
Rezeptordichte unabhangige Faktoren beteiligt, sichtbar an der Verminderung
der maximalen RBF Abnahme dRBF nax.

4.4 Endogenes Adenosin

Wie bereits in 2.6.2.2 erwahnt, dient die Abklemmung der Arteria renalis fur 30
Sekunden und die Beobachtung der post-obstruktiven Reaktionen des renalen
Blutflusses (PORs) der Untersuchung des endogenen metabolischen
Adenosins. Osswald et al. konnten zeigen, dass nach einer Abklemmung der
Nierenarterie fur 30 Sekunden die Gewebsspiegel von Adenosin um das 3
fache ansteigen (**), da die Adenosinproduktion der Niere bei Hypoxie stimuliert
und mehr ATP zu ADP, AMP und schlieB3lich zu Adenosin hydrolysiert wird
(siehe auch 1.3.2). Die Beobachtungen zu PORs in der Literatur decken sich in
etwa mit unseren Ergebnissen. So konnten Osswald et al. ein dRBF von etwa

30% auf eine 30 sekiundige Okklusion der Nierenarterie zeigen, Pflueger et al.
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stellten ebenfalls bei Ratten ein durchschnittliches dRBF von etwa 35% fest (53 X
58 . 56

Wahrend bei Pflueger in Ratten mit induziertem Diabetes mellitus ein deutlich
gesteigerter dRBF als POR beobachtet wurde (zwischen 65% und 75%),
konnte in unseren Untersuchungen, obwohl die renale Vasokonstriktion durch
exogen injiziertes Adenosin bei UUL gegenliber der SHAM-Niere deutlich
starker ausgepragt war, kein Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich

der Gefalireagibilitat auf endogen gebildetes Adenosin gezeigt werden.

Durch Antagonisierung von PORs durch Theophyllin und DPCPX konnte bei
Pflueger gezeigt werden, dass es sich auch bei der POR um ein Adenosin bzw.

(*® ; °®). Ebenso scheint die

ADO-A-Rezeptor vermitteltes Phanomen handelt
POR, wie auch die Vasokonstriktion durch exogene Adenosininjektionen, auf
dem Synergismus zwischen Adenosin und Angiotensin Il zu beruhen, da sie
durch Angiotensin Il Antagonisten komplett antagonisiert werden konnte (%°).
Unsere Ergebnisse zeigen, dass auch der selektive ADO-A-Antagonist FK838
die POR signifikant reduzieren bis nahezu vollstandig verhindern konnte (s.
3.3.3), wahrend die Vehikelgruppe keine signifikante Anderung aufzeigte. Damit
konnte deutlich gezeigt werden, dass auch bei der obstruktiven Nephropathie
die POR Uber ADO-A-Rezeptoren vermittelt wird.

Dass zwischen der SHAM-Gruppe und den UUL-Gruppen kein deutlicherer
Unterschied in der Vorperiode hinsichtlich der POR besteht, steht in einem
leichten Widerspruch zu den weiter oben beschriebenen Ergebnissen
hinsichtlich der exogenen Adenosininjektionen. Aufgrund der madglichen
Erklarungen fir die gesteigerte Empfindlichkeit der UUL-Niere auf Adenosin -
sowohl eine Unterfunktion von Vasodilatatoren, als auch das physikalische
Stromungsgesetz nach Hagen-Poiseuille - wirde man auch bei der POR einen
Unterschied zwischen den Gruppen erwarten. Bei der gleichen Menge, in 30
Sekunden akkumuliertem, endogenem Adenosin musste die UUL-Niere
aufgrund ihres geringeren  Absolutflusses, damit ihres geringeren
Gefalldurchmessers, einen prozentual hoheren dRBF aufweisen. Die

unterschiedlichen basalen Flussraten und damit die unterschiedlichen
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Gefalldurchmesser finden sich also auch hier. Als Grinde fir das Fehlen eines
Unterschiedes zwischen der UUL- und der SHAM-Gruppe koénnte eine
verminderte Adenosinproduktion in den 30 Sekunden Ischamie der UUL-Niere
in Frage kommen und eventuell eine Steigerung der Adenosinproduktion nicht
in dem Male moglich sein, wie bei der gesunden Niere. Weiterhin kdnnten
andere, den Adenosineffekt maskierende Faktoren, eine Rolle spielen. Ob nun
eine verminderte Adenosinsynthese wahrend der 30 Sekunden Ischamie,
maskierende Faktoren, oder eine zu geringe Fallzahl ursachlicher Faktor ist, der
einen eventuell vorhandenen Unterschied der POR auf endogenes Adenosin

hier verschleiert haben konnte, bleibt Thema weiterer Studien.

4.5 Hyperadmie

Wie bereits in der Einleitung dargestellt wurde, spielt Adenosin als Mediator des
,negativen metabolischen Feedbacks® die entscheidende Rolle. Nachdem in
dieser Arbeit hauptsachlich auf den ADO-A-Rezeptor eingegangen wurde,
scheint fur die reaktive Hyperamie, die einer adenosinbedingten Vasokontriktion
folgt (s. Abbildung 13, D), der ADO-A,-Rezeptor verantwortlich zu sein, der vor
allem an den Vasa afferentia und efferentia lokalisiert und fur eine Dilatation der
efferenten postglomerularen Arteriolen verantwortlich ist ('°; % ; ?®).

Unsere Ergebnisse zeigen zum einen eine deutliche Zunahme der hyperamen
Reaktion in den Hauptperioden, in denen FK838 infundiert wurde und zwar um
etwa 68% in UUL + FK838. Diese Beobachtung ist doch auffallig, besonders,
da sie in der Vehikelgruppe nicht zu beobachten war. Dieser Beobachtung
konnte zugrunde liegen, dass durch den ADO-A;-Antagonisten die ADO-A+-
Rezeptoren zu einer gewissen Anzahl blockiert werden und dadurch das
Gleichgewicht zwischen ADO-A;-Konstriktion und ADO-Az-Dilatation in

Richtung ADO-A,-Dilatation verschoben wird, was in einer Hyperamie resultiert.

60



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der Hydronephrose ist im Kindesalter die haufigste Ursache
einer Niereninsuffizienz und auch bei Erwachsenen fur etwa 2 % der terminalen
Niereninsuffizienzen verantwortlich. Die Durchblutung der betroffenen Niere ist
durch eine ausgepragte afferente Vasokonstriktion gekennzeichnet. Da unter
vielen moglichen Kandidaten das Adenosin eine ausgepragte afferente
Vasokonstriktion in der Niere auslost, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
exogenes oder endogenes Adenosin an der Reduktion der Durchblutung der
hydronephrotischen Niere beteiligt ist. Im Tiermodell wurde zur Induktion einer
experimentellen Hydronephrose bei Ratten eine unilaterale Ureterligatur fur
24h Stunden durchgefuhrt. Der renale Blutfluss wurde mit einem
elektromagnetischen Flowmeter gemessen. Zur selektiven Inhibition von
Adenosin-Ai-Rezeptoren haben wir einen wasserloslichen Antagonisten
(FK838) verwendet, der nicht zur Gruppe der Purinderivate gehort. Zur
Untersuchung der hamodynamischen Antwort auf endogen gebildetes Adenosin
wurde die A. renalis fur 30 sec okkludiert und die postokklusive Durchblutung
gemessen. Zur Untersuchung von exogenem Adenosin erfolgten Uber einen
intra-aortalen Katheter Adenosin-Einzelinjektionen in Dosen von 0,01 - 100
nmol. Aufgezeichnet wurde jeweils die resultierende Reduktion des RBF.

Der RBF sank nach 24 h Ureterligatur in der ligierten Niere auf durchschnittlich
65% des Ausgangswertes und war mit 2,43 + 0,71 ml/min x g Niere signifikant
von der Kontrolle mit 3,75 = 0,72 ml/min x g Niere verschieden. Die Adenosin-
Einzelinjektionen bei SHAM ligierten Ureteren bewirkten eine maximale RBF
Abnahme um 49%, wahrend bei UUL Tieren der RBF um 85% abfiel. Bei den
Untersuchungen zur post-okklusiven Reduktion des RBF zeigte sich jedoch
kein Unterschied zwischen den Gruppen SHAM und UUL. Unter
Kontrollbedingungen wurde der basale RBF durch die Gabe von FK838 nicht
verandert, wahrend die vasokonstriktive Antwort der Niere auf exogen
appliziertes und endogen gebildetes Adenosin durch FK838 antagonisiert

werden konnte.
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Adenosin scheint also nicht der fir den erniedrigten spontanen RBF der
hydronephrotischen Niere hauptsachlich verantwortliche Mediator zu sein. Es
konnte jedoch eine gesteigerte Sensitivitat der UUL-Niere auf exogenes
Adenosin im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Bei der post-
okklusiven Reduktion des RBF zeigte sich mit unseren Methoden kein
Unterschied zwischen den Gruppen. FK838 war in der Lage die ADO-A¢-
vermittelte Reaktion des renalen Blutflusses sowohl auf exogenes und

endogenes Adenosin zu antagonisieren.
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