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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeine Grundlagen

1.1.1 Niere: Mikroskopischer Aufbau der Niere

Die funktionelle Grundeinheit der Niere bildet das Nephron (Abbildung 1). Jede
Niere beim Menschen besitzt ca. 1 Million Nephrone, bestehend aus dem
Glomerulum, der Bowman—Kapsel, dem proximalen Konvolut, der Henleschen
Schleife und dem distalen Konvolut, das in ein Sammelrohr mindet. Dabei
unterscheidet man kortikale Nephrone von juxtamedullaren Nephronen. Die
juxtamedullaren Nephrone sind, aufgrund der bis zu 40 mm langen Henleschen
Schleife, in der Lage, hoher konzentrierten Urin zu bilden als die kortikalen
Nephrone, die eine vergleichsweise kurze Henlesche Schleife besitzen.

Das Glomerulum (Abbildung 2 und Abbildung 3) bildet die eigentliche
Filtereinheit des Nephrons. Es besitzt einen dreischichtigen Aufbau, durch den
das Ultrafiltrat gebildet wird. Dabei kleiden Endothelzellen die Innenwand der
Glomerulumkapillaren aus. Diese Endothelzellschicht weist Poren mit einer
Grofle von 50-100 nm auf. Zwischen den Kapillaren befinden sich die
Mesangiumzellen, die an der Regulation der Filtration mit beteiligt sind. Des
Weiteren schliel3t sich die Basalmembran mit den Podozyten, gefolgt vom
Epithel der Bowman’schen Kapsel an. Dabei liegen die Podozyten mit ihren
fuRformigen Zytoplasmaauslaufern den Kapillarschlingen an. Die Podozyten
wiederum sind miteinander interdigitierend verzahnt und bilden so

Filtrationsschlitze, oder die sogenannte Schlitzmembran.
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Abbildung 1: Juxtamedulldres (links) und kortikales (rechts) Nephron mit jeweils langer, bzw.
kurzer Henleschen Schleife in der schematischen Darstellung. Die Grenzen von Mark und
Rinde, bzw. die Zonen des Marks sind gestrichelt eingezeichnet. Das Sammelrohr und die
geraden Abschnitte des proximalen und distalen Tubulus des kortikalen Nephrons liegen in
einem Markstrahl, der ebenfalls durch eine gestrichelte Linie abgegrenzt ist. (Modifiziert nach
Junqueira et al. 2005).(48)
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Glomerulums (Modifiziert nach Junqueira et al.
2005) (48)

Abbildung 3: Histologischer Aufbau eines Glomerulums. Der juxtaglomeruldre Apparat (X)
markiert den Gefdl3pol. Gegeniiber der mit (H) gekennzeichnete Harnpol. (C) Glomerulum-
kapillaren, (E) Kapillarendothelien, (K) Bowman—Kapselraum, (M) Mesangiumzellen, (P) Podo-
zyten, (Modifiziert nach Junqueira et al. 2005) (48)
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1.1.2 Physiologie der Niere

Die Nieren stellen das entscheidende Eliminationsorgan des Korpers dar. Durch
die Anpassung der Filtration und Ausscheidung von Flussigkeit und geldsten
Stoffen, wie z.B. den Elektrolyten oder harnpflichtigen Substanzen, werden
Regelgroflen wie der Wasserhaushalt, der Elektrolythaushalt, aber auch der
Mineral- und Saurebasenhaushalt aufs Feinste abgestimmt und in sehr engen
Grenzen gehalten. Somit werden auch der Blutdruck und die Mineralisierung
des Knochens indirekt Uber die Niere reguliert. Aber auch die Konservierung
von ,Bedarfsstoffen* wie Glucose, Aminosauren, die Bildung von Hormonen wie
Erythropoetin zahlen zu den Aufgaben der Nieren. Um diese Aufgaben erfullen
zu konnen, unterliegt die Niere hohen energetischen und metabolischen
Belastungen. Dies wird allein anhand der Nierendurchblutung deutlich: Etwa
20-25% des Herzzeitvolumens (etwa 5 I/min) erreicht die Nieren, die nur
ungefahr 0,5% des Korpergewichts darstellen. Bei einem taglichen
Blutdurchsatz von ungefahr 1.500 Litern durchstromen 90% die in der
Nierenrinde liegenden Glomerula. In diesen wird ein fast eiweil3freies Ultrafiltrat
gebildet. Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) betragt bei einem 70 kg
schweren Menschen ca. 180 Liter pro Tag. Von diesen 180 Litern werden Uber
99% im Verlauf der Passage durch das Nephron transepithelial wieder
ruckresorbiert und dem zirkulierenden Blut zurtckgefuhrt.

Das Blut gelangt (iber das Vas afferens in das Glomerulum. Uber die oben
beschriebenen Strukturen wird hier unter Zurtickhaltung der Blutzellen und der
grolBmolekularen Bestandteilen das Ultrafiltrat, bestehend aus Plasmawasser
und gelosten Stoffen gebildet und in die Bowmankapsel abfiltriert. Der Strom
des Blutes geschieht Uber das Vas efferens, der postkapillaren Arteriole. In die
tiefe Rinde gelangt das Blut Uber die Vasa recta, die in das Nierenmark bis zur
Papille hinunterziehen. Hier ist das Blut an Ruckresorptios- und
Konzentrierungsvorgangen beteiligt, indem es die durch die Tubuli resorbierten
Stoffe aufnimmt und abtransportiert.

Die Regulation der Durchblutung erfolgt hauptsachlich GUber den Zustand des

GefalRwiderstandes der zufUhrenden Arteriolen, die sich dem aktuellen
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Blutdruck anpassen. Zwischen systolischen Blutdruckwerten von 90 mmHg bis
180 mmHg bleibt der renale Blutflul konstant und somit auch der glomerulare
Filtrationsdruck bei etwa 55 mmHg. Somit ist auch die glomerulare
Filtrationsrate  weitgehend  unabhangig von  kurzfristigen  Blutdruck-
schwankungen. In den meisten Organen des Koérpers bestimmt die zu leistende
Arbeit und damit der Metabolismus die Durchblutung des betreffenden Organs.
In der Niere jedoch fallt die zu leistende Arbeit und auch die metabolische
Leistung erst durch die Durchblutung an. So kommt es bei einer
Leistungssteigerung des Organs in den Nieren nicht wie in anderen Organen,
beispielsweise im Herzen, zu einer metabolisch bedingten Vasodilatation,
sondern zu einer metabolisch bedingten Vasokonstriktion um die Durchblutung
zu verringern und so einer Uberforderung des Organs vorzubeugen (72 ; 71).

Nach Bildung des Primarharns durch Abfiltration in die Bowmansche Kapsel
gelangt dieser uber den Harnpol in das Konvolut des proximalen Tubulus, in
dem der Hauptanteil der Ruckresorption stattfindet: Hier werden ca. 65% des
Ultrafiltrats, darunter 60% des Natriums und des Wassers, 50% des Chlorids
und Uber 90% der filtrierten Glucose wieder ruckresorbiert. Die osmotische
Konzentration bleibt hier unverandert. Die treibende Kraft hierbei ist die
Ruckresorption von Natrium und Chlorid, dem das Wasser zum osmotischen
Ausgleich nachfolgt. Uber den nachfolgenden intermediaren Tubulus gelangt
das Filtrat in den absteigenden Ast der Henleschen Schleife wo, bedingt durch
den osmotischen Gradienten im Nierenmark, weitere 25% des filtrierten
Wassers reabsorbiert werden. Im folgenden, weitgehend wasserun-
durchlassigen aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife, werden dagegen
25% des filtrieten  Natriumchlorids reabsorbiert. Somit wird die
Harnkonzentrierung durch einen  Gegenstrommechanismus  zwischen
Henlescher Schleife und Interstitium und dem daraus folgenden osmotischen
Gradienten ermdglicht. AnschlielRend passiert der Harn den distalen Tubulus. In
diesem, wie auch im nachfolgenden Sammelrohr, wird unter hormoneller
Kontrolle von Adiuretin (ADH) Wasser, und unter der Wirkung von Aldosteron

Natriumchlorid vermehrt riickresorbiert.




1. EINLEITUNG

Der distale Tubulus trift am Ende des dicken aufsteigenden Astes der
Henleschen Schleife auf das eigene Glomerulum, mit dem es in direktem
Kontakt steht. Hier befinden sich in der Wand des distalen Tubulus
spezialisierte Zellen, die im unmittelbaren Kontakt zum eigenen Glomerolum
stehen. Diese Stelle des Nephrons wird Macula densa genannt. Zusammen mit
der affarenten und efferenten Arteriole, den reninproduzierenden
Epitheloidzellen und dem extraglomerularen Mesangium bildet sie den
juxtaglomerularen Apparat. Sie hat die Funktion eines Natriumchlorid—Sensors
(72 ; 71 ; 82 ; 106). Bei erhohter Konzentration von Natriumchlorid an dieser
Stelle kommt es zu einer Vasokonstriktion des Vas afferens, was mit einer
Durchblutungsminderung des Glomerulums und daraus folgend mit einer
Verringerung der GFR einhergeht (88). Hierbei wird nicht die Konzentration der
Natriumionen, sondern der Abfall der Chloridionen—Konzentration als
determinierender Faktor angenommen. Bereits 1980 wurde Adenosin als
moglicher Mediator des Tubuloglomerularen Feedbacks (TGF) angenommen
(72) gefolgt von anderen Autoren (77 ; 85 ; 95). Weiterhin fuhrt eine verminderte
luminale Natriumchlorid—Konzentration im Macula densa Segment zu einer
Zunahme von Renin, das in den Epitheloidzellen des juxtaglomerularen
Apparates produziert wird. Durch diese Aktivierung des Renin—Angiotensin—
Aldosteron—Systems wird eine Widerstandserhohung der efferenten Arteriole
erreicht, wobei die Filtrationsfraktion ansteigt. Auch hier kann bei erhdhter
Natriumchlorid—Konzentration der umgekehrte Effekt beobachtet werden.

In dieser Arbeit soll jedoch ein besonderer Schwerpunkt auf die Rolle des
Adenosins in der Physiologie und Pathophysiologie und dessen Auswirkungen

auf die Nierenfunktion gelegt werden.
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1.2 Adenosin

1.2.1 Adenosinstoffwechsel

Adenosin ist ein aus der Base Adenin und dem Zucker B-D-Ribose
bestehendes Nukleosid. Es entsteht hauptsachlich intrazellular nach Hydrolyse
von Adenosin—5—-Monophosphat (AMP) durch die enzymatische Wirkung der
5—Nukleotidase (52 ; 53 ; 54). Da die Permeabilitat der Zellmembran fur
Adenosin durch Nukleosid—Transporter sehr hoch ist, kann es leicht ins
Interstitium gelangen und dort die membranstandigen Rezeptoren aktivieren.

Aufgrund seiner sehr kurzen Halbwertszeit von 3-5 Sekunden im Blut, ist das
Adenosin kein zirkulierender Stoff, sondern wird als Gewebshormon
angesehen. Auch extrazellular kann Adenosin aus AMP durch die 5-
Ectonucleotidase oder Uber das AMP aus cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) durch die Ecto—Phosphodiesterase gebildet werden. Eine weitere
Moglichkeit der Adenosinbildung stellt die Hydrolyse von S—Adenylhomocystein
(SAH) in Adenosin und Homocystein (Abbildung 4) dar. Unter physiologischen
Bedingungen werden uber 30% des intrazellularen Adenosins durch die SAH-
Hydrolase in der NADH-Form gebunden. Bei ischamischen Zustanden der
Zelle besitzt die SAH-Hydrolase in der NAD-Form eine drei bis vierfach
niedrigere Affinitdt zu Adenosin, so dass Adenosin bei ischamischen Zustanden
der Zelle freigesetzt werden kann (52 ; 53 ; 54). Bei gleichzeitiger Messung des
renalen ATP-Gehalts und des Adenosingehalts bei intraaortaler Infusion
hypertoner Natriumchloridlosung, was mit einer  zunehmenden
Transportleistung der Niere einhergeht, konnte gezeigt werden, dass sich die
Gewebekonzentrationen von Adenosin und ATP streng reziprok verhalten, also
der ATP-Spiegel bei Mehrarbeit der Niere abnimmt, wahrend der
Adenosinspiegel ansteigt (72). Extrazellulares Adenosin bindet sich an
spezifische Adenosin—-Membranrezeptoren des Purintyps (23 ; 80). Der
intrazellulare Abbau des Adenosins erfolgt hauptsachlich durch die

Adenosindesaminase (ADA).
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Abbildung 4: Adenosinstoffwechsel und Mbéglichkeiten der Adenosinsynthese. ATP =
Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, cAMP = cyclisches Adenosin-
monophosphat, SAH = S—Adenosylhomocystein

1.2.2 Adenosinrezeptoren

Die Adenosinrezeptoren gehoren in die Gruppe der Purinrezeptoren (17) und
unterteilen sich in vier verschiedene Rezeptortypen (23), die sich in der
Signaltransduktion  unterscheiden. Die Ai—Rezeptoren sind an die
Adenylatcyclase inhibitierende Gi—Proteine und Go—Proteine gekoppelt (24 ;
67), die in der Niere die vasokonstriktorische Wirkung von Adenosin vermitteln
konnen. A,—-Rezeptoren werden weiter in Az, und Ajx,—Rezeptoren
unterschieden. A,;—Rezeptoren besitzen eine hdhere Affinitdt gegenuber
Adenosin als Ax,—Rezeptoren, was dadurch verdeutlicht wird, dass Adenosin
bei Ay,—Rezeptoren erst bei einer wesentlich hdheren Konzentration von 2-10
MM (23) zu wirken beginnt. Alle A,—Rezeptoren sind an die Adenylatcyclase
stimulierende G—Proteine gekoppelt (59 ; 22). As—Rezeptoren sind ahnlich wie

die Ai—Rezeptoren an die inhibitorischen G—Proteine gekoppelt und senken
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ebenso die Aktivitat der Adenylatcyclase und damit auch die intrazellulare
Konzentration von cAMP (115 ; 87). Es gibt Hinweise darauf, dass As—
Rezeptoren am Herzmuskel eine Protektion vor Infarzierung besitzen, da sie
auf die Herzmuskelzelle eine gewisse ischamische Konditionierung ausuben
(69). Ebenso wurde bereits eine Protektion gegenliber Hypoperfusion und damit
eine ischamische Prakonditionierung an der Niere vermutet (56). Neuere
Erkenntnisse zeigen klar, dass die Ag,-Rezeptoren in der Mauseniere die

entscheidende Rolle bei der ischamischen Prakonditionierung spielen. (32)

1.2.3 Adenosinwirkung an der Niere

Bereits 1929 beobachteten Drury und Szent—Gydrgyi an einem isolierten Herz—
Lungen—Nierenpraparat hypotensive Zustande durch vasodilatatorische Effekte
des Adenosins. Im Gegensatz zu den meisten Organen konnte bereits hier an
den Nieren eine vasokonstriktorische Wirkung von Adenosin durch einen
Anstieg des renalen Gefallwiderstandes beobachtet werden. Durch weitere
Versuche konnten die Beobachtungen bei Ratten (73 ; 86 ; 75), Katzen (76),
Hunden (98 ; 38 ; 103 ; 76), und Schweinen (86) bestatigt werden. Bei einer
intraaortalen Injektion von Adenosin kann ein nur Sekunden dauernder Abfall
des renalen Blutflusses (RBF) beobachtet werden. Durch den unselektiven
Adenosinantagonisten Theophyllin kann dieser Effekt mit einer deutlich unter
dem Schwellenwert der Phosphodiesterasehemmung liegenden Konzentration
von 2-3 uyM gehemmt werden (70). Durch Injektionen von selektiven Aq—
Agonisten konnte gezeigt werden, dass die verminderte Nierendurchblutung bei
Adenosineinwirkung durch eine kurz andauernde Vasokonstriktion der Vasa
affarentia vor allem durch den A—Rezeptor ausgelost wird (1 ; 78). Wahrend
bei einer kontinuierlichen Infusion von Adenosin der renale Blutfluss zunachst
absinkt, im Verlauf allerdings Uber den Ausgangswert steigt (76), sinkt die
glomeruldre Filtrationsrate ebenso wie der renale Gefallwiderstand
kontinuierlich deutlich ab (73 ; 76 ; 75 ; 98 ; 3 ; 93 ; 33 ; 34). Durch

Mikropunktionsuntersuchungen  konnte  gezeigt werden, dass bei
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kontinuierlicher Gabe von Adenosin eine Umverteilung der Durchblutung
innerhalb der Niere, namlich von den kortikalen oberflachlichen Arealen in die
inneren, marknahen kortikalen Areale stattfindet (13 ; 57 ; 94). Die der
Mikropunktion zuganglichen oberflachlichen Nephrone zeigen vor allem uber
den Ai—Rezeptor eine Vasokonstriktion, wahrend die inneren marknahen
kortikalen Nephrone mit einer Vasodilatation auf zunehmende Konzentration
und Einwirkdauer von Adenosin zu reagieren scheinen. So konnte mit dem A—
Adenosinagonsten N-Cyclopentyladenosin (CPA) eine global verminderte
Nierendurchblutung gezeigt werden, wahrend die Durchblutung bei Gabe eines
A,—Adenosinagonisten die medullare Durchblutung auf das 1,8—fache anstieg
(1).

Durch eine Adenosininfusion in das medullare Interstitium konnte eine
verminderte Durchblutung in den &uReren und inneren Markzonen bei
verminderter Natriumausscheidung und verminderter Urinproduktion gezeigt
werden. Mit dem selektiven A,—Rezeptorantagonisten 3,7-Dimethyl-1—
Propargylxanthine (DMPX) konnte dieser Effekt den A,—Rezeptoren zugeordnet
werden (116). Bei Versuchen mit dem Aj.—Rezeptorantagonisten DPCPX
konnte keine medullare Verminderung der Durchblutung, wohl aber eine
verbesserte Natriumausscheidung beobachtet werden, was vermuten lief3, dass
endogenes Adenosin sowohl an der Regulation der Nierenmarksdurchblutung,
als auch an der Regulation der Elektrolytabsorption beteiligt sein kdnnte. Auch
an isolierten, perfundierten juxtamedullaren afferenten Arteriolen konnte mit
dem Adenosin—Analogon 2-Chloroadenosin eine Vasokonstriktion des Vas
afferens beobachtet werden (46 ; 45). Bei ,knock—out®* Mausen, die keine
Gensequenz fur den Adenosin Ai—Rezeptor besallen, konnte gezeigt werden,
dass auf eine gesteigerte Natriumchloridkonzentration an der Macula densa
keine Vasokonstriktion der Vasa afferentia auftrat, was beim Wildtyp der Fall
gewesen ware (96). So wird angenommen, dass Adenosin als der
hauptverantwortliche Mediator gesehen werden kann, der in einem
dynamischen Gleichgewicht mit Vasodilatatoren in der renalen autoregula-

torischen Kontrolle steht.

10
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1.2.4 Einfluss von Adenosin auf den Flissigkeits- und

Elektrolythaushalt

An Kulturen von isolierten Zellen des proximalen Tubulus von Ratten zeigte
sich unter dem Einfluss von selektiven Adenosin Ai—Rezeptor-Antagonisten
eine verminderte Reabsorbtion von Wasser, Natrium, Phosphat und Bicarbonat
(12 ; 13 ; 100). Auch an humanen Zellen konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden (101). Des Weiteren konnte durch Gabe von selektiven Adenosin A—
Antagonisten wie CVT-124, DPCPX oder KW-3902 eine gesteigerte Diurese
und eine gesteigerte Natriumausscheidung beobachtet werden. Dieser Effekt
wurde in erster Linie auf die Hemmung der im proximalen Tubulus
stattfindenden Reabsorption von Wasser und Natrium zurtckgefihrt (565 ; 62 ;
111). Dies konnte auch beim Menschen mit dem selektiven Ai—Antagonist FK—
453 nachgewiesen werden (108 ; 6). Allgemein stimulieren natriuretische
Substanzen, die proximal des aldosteronsensitiven distalen Tubulus wirken, die
Kaliumsekretion im folgenden Segment und erhbhen damit die
Kaliumausscheidung. Die Erkenntnis, dass Adenosin  A—Rezeptor-
antagonisten, in Verbindung mit der Expression von Adenosin A—Rezeptoren
im Sammelrohr (s. Tabelle 1) (60), die renale Kaliumausscheidung nicht
erhohen, fuhrt zu der Idee, dass Adenosin Ai;—Rezeptoren auch die
Kaliumsekretion im distalen Tubulus beeinflussen kdénnte. Bemerkens-
werterweise war die basale Reabsorption von Flussigkeit und Natrium im
proximalen Tubulus von Mausen, denen der Adenosin Ai—Rezeptor fehlte, nicht
unterschiedlich zu der von den Wildtypmausen, was auf eine effektive
Kompensation hindeutet (107). Im Gegensatz zum proximalen Tubulus hemmt
die Aktivierung der A1—Rezeptoren im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen
Schleife die Reabsorption von Natriumchlorid. Studien an isolierten Zellen des
aufsteigenden Astes der Henleschen Schleife zeigten, dass durch die
Aktivierung der dort vorhandenen Ai—Rezeptoren das intrazellulare Calzium
erhoht, und somit die vasopressininduzierte Aktivierung der Adenylatcyclase
gehemmt wird, was wiederum die Harnkonzentrierung beeintrachtigt (104 ; 11).

Weitere Belege fir die adenosinvermittelte Hemmung des Transports flr
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Elektrolyte konnten in weiteren Studien an isolierten Tubuluszellen von Ratten
gezeigt werden. So verminderte sich die Netto Flussrate von Chlorid um 50%
durch die Wirkung von Adenosin am Ai—Rezeptor an diesen Zellen (8). Auf
Zellen des distalen Konvoluts zeigten sich gegensatzliche Effekte von
Adenosin. Abhangig ob A—Rezeptoren oder A,—Rezeptoren stimuliert wurden,
wurde die Magnesiumabsorption in diesem Tubulusabschnitt stimuliert oder
gehemmt (8 ; 50). In Zellen des kortikalen Sammelrohrs wurde fur die
Kalziumreabsorption ein bislang unbekannter Mechanismus von Ai—Rezeptoren
nachgewiesen, der ohne cAMP-Bildung und ohne Kalziumfreisetzung in der
Zelle einhergeht (8 ; 40).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass endogenes Adenosin unter
physiologischen Bedingungen uber die A1—Rezeptoren im kortikalen proximalen
Tubulus, ein Ort hoher Sauerstoffversorgung, die Natriumchlorid—Resorption
stimuliert. Im Gegensatz dazu wird im medullaren Anteil des dicken
aufsteigenden Astes der Henleschen Schleife, ein Segment in dem eine relativ
schlechte Sauerstoffversorgung vorherrscht, die Natriumchlorid—Reabsorption
durch Adenosin am A;—Rezeptor gehemmt (106). In Tabelle 1 sind nochmals
die wichtigsten Wirkungen von Adenosin auf die jeweiligen Rezeptoren

zusammengefasst.
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Tabelle. 1: Zusammenfassung der renalen Wirkungen von Adenosin durch Adenosinrezeptoren
(Modifiziert nach McCoy et al. 1993)

Lokalisation Wirkung Rezeptor - Typ
GFR Senkung Aq
Steigerung Az
Vas afferens Vasokonstriktion Aq
Vas efferens Vasodilatation A,
Juxtaglomerularer Reninausschuttung | Aq
Apparat
Reninausschattung 1 Az
Neurotransmitter- Hemmung Aq

freisetzung

prasynaptisch

Tubulare Sammelrohre H,O-Transport | Aq
H,O-Transport 1 Az
Aufsteigender Ast der NaCl-Transport | Aq

Henleschen Schleife
(NaCl-Transport)
NaCl-Transport 1 Az
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1.2.5 Der selektive Adenosin A; Rezeptorantagonist FK 838

Bei dem selektiven Adenosin (ADO) A1 Rezeptorantagonisten FK 838 mit der
Summenformel  6-oxo-3-(2-phenylpyrazolo[1,5-a]pyridin-3-yl)-1(6H)-pyridazin-
butyrsaure (58) handelt es sich um ein Nichtpurinderivat (s. Abbildung 5). Im
Vergleich zu anderen ADO A; Rezeptorantagonisten, wie beispielsweise
DPCPX, ist FK 838 wesentlich hydrophiler, so dass kein DMSO zur L6sung des
Feststoffes bendtigt wird, sondern in einer pH 10 NaCl-L6sung geldst werden
kann. Nach Titration auf pH8 bleibt der ADO A1 Rezeptorantagonist FK 838 in
Lésung und kann so infundiert werden. Die genaue Herstellung der FK 838—

Losung wird in 2.2.3 beschrieben.

OH

Abbildung 5: Strukturformel von FK838 (=6-oxo-3-(2-phenylpyrazolo[1,5-a]pyridin-3-yl)-1(6H)-

pyridazinbutyrséure)
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1.2 Hydronephrose

1.2.1 Grundlagen der Hydronephrose

Die  obstruktive Nephropathie ist  gekennzeichnet  durch eine
Abflussbehinderung der ableitenden Harnwege mit daraus folgender Stauung
des Harns und einem damit verbundenen progredienten Nierenfunktionsverlust.
Mit zunehmendem Schweregrad und zunehmender Dauer des Harnstaus wird
dieser Nierenfunktionsverlust irreversibel. Das Endstadium der obstruktiven
Nephropathie stellt das Stadium der Hydronephrose (Abbildung 6, Abbildung 7
und Abbildung 8) dar, die fur 2% der terminalen Niereninzuffizienz verant-
wortlich ist (6). Bei der Haufigkeitsverteilung der obstruktiven Nephropathie
zeigt sich ein Haufigkeitsgipfel im Kindesalter und ein Haufigkeitsgipfel im
spaten Erwachsenenalter (18). Wahrend die obstruktive Nephropathie im
Erwachsenenalter haufig in der Urolithiasis oder in Tumoren der ableitenden
Harnwege oder des Retroperitonealraumes begrindet ist, sind angeborene
Fehlbildungen im Kindesalter die haufigste Ursache fur die obstruktive
Nephropathie und der daraus folgenden Hydronephrose. Die Hydronephrose
stellt dabei die haufigste Ursache fir das Auftreten der terminalen
Niereninzuffizienz im Kindesalter dar (9). Unabhangig von der eigentlichen
Ursache kommt es bei andauernder Abflussstorung und des daraus
resultierenden Harnstaus zu einer Reihe von makroskopisch und histologisch
pathologischen Vorgangen der Niere, die Veranderungen der glomerularen
Hamodynamik und der tubularen Funktion mit sich ziehen.

Bei akutem Harnstau kommt es zunachst zu einer GroRenzunahme der Niere.
Diese ist hauptsachlich durch ein 6dematdses Nierenparenchym verursacht
(63). Bei Fortbestehen der Obstruktion und des Harnstaus kommt es zur
Druckatrophie des Nierenparenchyms und zur Ausbildung einer chronischen
interstitiellen Fibrose (47 ; 49 ; 90) mit Infiltration von Entzindungszellen (89)

und schlieB3lich zu einer tubularen Atrophie (31).
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Abbildung 6: Gesundes Nierengewebe mit Glomerulum, Serumkreatinin zur Zeit der Biopsie
1,0 mg%. PAS — Reaktion. (Modifiziert nach Bohle et al. 1984).

Abbildung 7: Inkomplette obstruktive Nephropathie. Chronische sklerosierende interstitielle
Nephritis bei einseitiger inkompletter Ureterstenose nach Kollumkarzinombestrahlung. Im
Vordergrund eine diffuse Verbreiterung des Interstitiums sowie Atrophie der Tubuli, Glomerula
unaufféllig. Semidiinnschnitt, Versilberung nach Movat. (Modifiziert nach Bohle et al. 1984)

Abbildung 8: Komplette obstruktive Nephropathie. Ausschnitt aus der Nierenrinde bei einer
Hydronephrose mit erweiterten Tubuli, atrophierten Rindeninterstitium und unauffélligen
Glomerula. Semidiinnschnitt, Versilberung nach Movat. (modifiziert nach Bohle et al. 1984)
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1.2.2 Auswirkungen der unilateralen Ureterligatur auf die renale

Hamodynamik

Nach Auftreten einer einseitigen Okklusion eines Ureters treten typische
Veranderungen der renalen Hamodynamik auf, die sich in drei Phasen einteilen
lassen: Zunachst steigt initial der renale Blutfluss (RBF) bedingt durch eine
Dilatation der renalen Gefalle an. In Zusammenhang damit steigt auch der
Ureterdruck an. Nach 5 bis 8 stindiger bestehender Ureterokklusion folgt eine
anhaltende Vasokonstriktion der renalen Gefalte mit Reduzierung der renalen
Durchblutung um ca. 50%, wahrend der Ureterdruck weiter zunimmt (64 ; 114).
In der dritten Phase beginnt auch der Ureterdruck zu sinken, wahrend der RBF
kontinuierlich weiter abfallt (113).

Die erste Phase der hamodynamischen Veranderungen nach unilateraler
Ureterligatur wird auch als die frihe hyperame Phase bezeichnet. Allerdings ist
dieser Effekt speziesspezifisch. So konnte der initiale RBF-Anstieg beim
Schwein nicht nachgewiesen werden (26 ; 41). Die initial auftretende
Hyperamie ergibt sich aus einer Dilatation der Vasa afferentia und einer darauf
folgenden Abnahme des Widerstandes in den afferenten Gefalden. So kommt
es zunachst zu einem Anstieg des RBF (16 ; 44). Da dieser Effekt sowohl bei
denervierten Nieren, als auch bei isoliert perfundierten Nieren zu beobachten
ist, muss davon ausgegangen werden, dass intrarenale Vorgange flr diesen
Effekt verantwortlich gemacht werden mussen (109 ; 68). Da sich der RBF-
Anstieg in dieser Phase durch intraven6se Gabe von Indomemthazin
verhindern  lasst, kann man vermuten, dass das intrarenale
Prostaglandinsystem den initialen RBF—Anstieg auslost (2 ; 29 ; 99).

Ein Abfall des renalen Blutflusses und der glomerularen Filtrationsrate
charakterisieren die spate vasokonstriktorische Phase nach unilateraler
Ureterligatur (36 ; 64 ; 113). Diese renale Vasokonstriktion ist vor allem in einer
Vasokonstriktion der Vasa afferentia begriindet (4). Dabei gibt es in der
ureterligierten Niere regionale Unterschiede in der Durchblutung und der
vasokonstriktorischen Wirkung an den Vasa afferentia. So ist das

juxtamedullare Stromgebiet von der Vasokonstriktion nicht so stark betroffen,
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wie das cortikale Blutstromgebiet (36 ; 97). Bereits nach 24-stlindiger
Ureterligatur sind die hamodynamischen Werte der Niere deutlich unter die
Normwerte gefallen (113 ; 37 ; 16), wobei der Abfall der intrarenalen
Hamodynamik zum progredienten Verlust der Nierenfunktion beitragt. Auch fur
die vasokonstriktorische Phase werden Prostaglandine, speziell Thromboxan
A2, verantwortlich gemacht (65 ; 109 ; 114). Neben Angiotensin Il (19 ; 113 ; 20;
27 ; 28) und Adenosin (74 ; 81) werden als intrarenale Vasokonstriktoren Leu-
kotrienen, antidiuretisches Hormon (83) und Endothelin (21 ; 51 ; 66) als
pathogenetische Faktoren an den hamodynamischen Veranderungen der

hydronephrotischen Niere diskutiert.

1.2.3 Auswirkungen der unilateralen Ureterligatur auf die

tubulare Funktion

Die Beeintrachtigungen der Tubulusfunktion nach unilateraler Ureterligatur
zeigen sich bereits wahrend der Okklusion, jedoch deutlicher in der
postobstruktiven Phase. So kommt es nach Loésung der Ligatur zu
Reabsorptions- und Sekretionsstorungen. Im Wesentlichen ist der Transport
von Natrium-, Kalium- und Wasserstoffionen betroffen. Daraus resultiert eine
Unfahigkeit der Niere, den Urin zu konzentrieren und es lasst sich eine

postobstruktive Natriurese und Diurese beobachten.

1.2.3.1 Auswirkungen auf die Natrium- und

Kaliumkonzentration

Wahrend das Urinzeitvolumen der postobstruktiven Niere normal bis etwas
erhoht ist, ist die glomerulare Filtrationsrate stark erniedrigt. Daraus resultiert
eine deutlich, bis auf das 20—fach erhohte fraktionelle Natriumausscheidung.

Dies lasst sich auf einen Reabsorptionsdefekt fUr Natrium im proximalen
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Tubulus, dem dicken aufsteigenden Teil der Henleschen Schleife und im
gesamten Sammelrohr zurickfuhren (35 ; 92). Betroffen sind dort vor allem die
zur Reabsorption notigen Transporterproteine wie der Natrium—Kalium-2
Chlorid—Cotransporter, die Natrium—Kalium—ATPase oder der epitheliale
Natriumkanal ENaC, die nach einer unilateralen Ureterligatur in der gesamten
Niere herunterreguliert sind (43 ; 42). Die Kaliumexkretion ist sowohl fraktionell,
wie auch absolut erniedrigt. Dies lasst sich auf eine, durch die reduzierte GFR
begrindete, verminderte tubulare Flussrate und Natriummenge, sowie auf eine

Stoérung der Kaliumsekretion im distalen Tubulus zurtckfuhren (112 ; 102).

1.2.3.2 Folgen fur die Resorption anderer Elektrolyte

Zusatzlich besteht eine Unfahigkeit der Niere, den Harn anzusauern. Dies
scheint eine Reaktion auf die Saurebelastung zu sein. Allerdings steigt die
Bicarbonatausscheidung postobstruktiv nicht an, was vermuten lasst, dass
dieser Ansauerungsdefekt im distalen Tubulus zu suchen ist (84). Erganzend
dazu wurde die Entwicklung einer hyperkaliamischen hyperchloramischen
Azidose nach chronischer Ureterobstruktion beschrieben (7). Wahrend
Phosphat postobstruktiv retiniert wird, steigt die fraktionelle Ausscheidung von
Magnesium an. Fur die Calciumausscheidung lasst sich wiederum eine

Speciesspezifitat feststellen (102 ; 10 ; 79).

1.2.3.3 Auswirkungen auf die Konzentrierungsfahigkeit

Eine weitere Beeintrachtigung der Tubulusfunktion einer obstruierten Niere ist
die verminderte Fahigkeit, den Urin zu konzentrieren. Dies lasst sich daran
erkennen, dass die Niere nach 24-stindiger Ureterligatur einen plasmaisotonen
Urin ausscheidet. Begrundet ist dies darin, dass die verschiedenen
Mechanismen der Elektrolytrickresorption, wie die Expression der dazu
notwendigen Transporter vor allem in dem dicken aufsteigenden Teil der
Henleschen Schleife stark vermindert sind. Dies fuhrt zu einer Verminderung

bis zu einem Verlust des hypertonen Interstitiums im Nierenmark und damit zu
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einer Stérung des Gegenstromsystems. Dieser verminderte medullare
Konzentrationsgradient zusammen mit einer Reabsorptionsstorung der
Sammelrohre, die auch ein vermindertes Ansprechen auf Adiuretin (ADH)
zeigen, fuhrt zur besagten verminderten Urinkonzentrierung. Die
Reabsorptionsstérung im Sammelrohr ist vor allem auf eine verminderte
Expression von Aquaporin—2—Proteinen im Sammelrohr zurtickzufihren, die bei
der nichtobstruktiven Niere unter Einwirkung von ADH im Sammelrohr in die

apikale Membran eingebaut werden (25).
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1.2.4 Eigene Fragestellung

Adenosin spielt in der Physiologie und Pathophysiologie der Niere eine wichtige
Rolle (106). Gezeigt werden konnte dies bereits in der Pathophysiologie der
renalen Hypertension, des konsekutiven Nierenversagens als Kontrast-
mittelreaktion oder aber auch als Reaktionen auf nephrotoxische Substanzen
(15 ; 14). Auch gibt es Hinweise fur die Beteiligung des Adenosins bei der
Entstehung der obstruktiven Nephropathie, nicht zuletzt durch seine
vasokonstriktorische Wirkung auf die afferenten Arteriolen des Glomerulums
(74 ; 81).

In der vorliegenden Arbeit sollen zunachst die Veranderungen der
Nierenfunktion in Abhangigkeit zur Zeit nach unilateraler Ureterligatur
untersucht und dargestellt werden. Besonderes Augenmerk soll dabei auf die
Veranderung der glomerularen Filtrationsrate, der Natriumausscheidung und
der Konzentrierungsfahigkeit der ureterligierten Niere und der kontralateralen
Niere gelegt werden.

Da es Hinweise darauf gibt, dass Adenosin als ein wichtiger Mediator und
Modulator an der Pathophysiologie der Hydronephrose beteiligt ist, soll des
Weiteren gepruft werden, ob durch Behandlung mit dem selektiven ADO A4
Rezeptorantagonisten FK 838 signifikante Veranderungen der glomerularen
Filtrationsrate, des Urinzeitvolumens, der Natriumausscheidung und der
Konzentrierungsfahigkeit der ureterligierten Nieren oder der kontralateralen

Nieren herbeigeflihrt werden kénnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tierexperimente

2.1.1 Versuchstiere

FUr die Versuche wurden mannliche Sprague—Dawley Ratten (Fa. Charles-
River, Sulzfeld), nach Genehmigung durch das Regierungsprasidium Tubingen,
mit einem Korpergewicht von 200-320 g verwendet. Nach Eintreffen der
Versuchstiere, wurden diese flir mindestens 3 Tage im Tierstall des
Pharmakologischen Instituts in Makrodex® Standardkéfigen gehalten, bevor mit
den Versuchsreihen begonnen wurde. Die Tierhaltung lag unter folgenden
Umweltbedingungen: Kinstlicher Tag—Nachtrhythmus im 12 Stunden Wechsel
zur Simulierung eines zirkadianen Rhythmuses, Raumtemperatur von 22,5 °C
und einer Luftfeuchtigkeit von ungefahr 60 g/%/m?3. Die Ratten wurden in
Gruppen zwischen 4-6 Tieren pro Kafig gehalten. Sie erhielten Standardfutter
mit einer Natriumchloridkonzentration von 0,6% (Altromin C 1320°, Lage) und

freien Zugang zu Leitungswasser.

2.1.2 Unilaterale Ureterligatur

Die Ureterligatur wurde in Narkose mit Ketaminhydrochlorid (Ketamin®,
DeltaSelect GmbH, Pfullingen) 42 mg/kgKG und Xylazinhydrochlorid (Rompun®
2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) 9 mg/kgKG durchgefuhrt. Dazu wurde das
Korpergewicht der Versuchstiere am Versuchstag auf einer Analogwaage
(Mettler K 7 T® Fa. Mettler, Ziirich) gewogen. Die Anésthetika wurden
intraperitoneal injiziert. In Einzelfallen war eine Nachinjektion bis zum Erreichen
der nétigen Narkosetiefe von 14 mg/kgkG Ketamin® und 3 mg/kgkG Rompun®

notig. Die Sicherung der Narkosetiefe erfolgte durch Uberprifung des
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verminderten Muskeltonus, der ausbleibenden Reaktion auf Schmerzreize und
des fehlenden Kornealreflexes.

Die narkotisierten Tiere wurden in Ruckenlage auf einem beheizbaren
Operationstisch (Fa. Effenberger, Pfaffing) fixiert. Durch eine rektal eingefuhrte
Temperaturmesssonde wurde die Korperkerntemperatur kontinuierlich
gemessen. Diese Messsonde war mit dem Heiztisch verbunden, welcher durch
Temperaturregelung die Korpertemperatur wahrend der Operation bei konstant
37,2 °C hielt. Um einer Austrocknung der Hornhaut durch den narkose-
bedingten erloschenen Lidschlussreflex und den Exophtalmus zu verhindern,
wurden die Augen in regelmaligen Abstanden mit isotoner Kochsalzldsung
befeuchtet.

Nach Aufbringen von Paraffindl (Parafin M American National Can, Greenwich)
wurde die Bauchhaut suprapubisch durch einen ca. 1,5 cm langen medianen
Unterbauschschnitt erdffnet. AnschlieRend wurde das Peritoneum entlang der
Linea alba schonend durchtrennt. Nach Ausrichtung der Wundhaken wurde der
rechte Ureter respektive der linke Ureter sichtbar, der unter stereomikros-
kopischer Sicht stumpf prapariert und mit einem Seidenfaden der Starke 5/0
USP (Seide Suprama® Berlin) angeschlungen und mittels chirurgischem
Knoten ligiert wurde. Um den intraoperativen Flussigkeitsverlust auszugleichen,
wurden 2 ml isotoner Kochsalzlosung intraperitoneal appliziert. Anschliel3end
wurde das Peritoneum zusammen mit der gesamten Abdominalmuskulatur
inklusiv Faszien mit Einzelknopfnahten der Stirke 3/0 USP (Sicat®, Fa. Dr.
Ruhland Nachf., Neustadt a. d. Donau) und die Bauchhaut ebenso mit
Einzelknopfnahten der Stirke 2/0 USP (Dermafil®, Fa. Dr. Ruhland, Neustadt a.
d. Donau) verschlossen. Die Faden der Bauchdecke wurden dabei ca. 1 cm bis
1,5 cm lang gelassen, um ein AufbeiRen der Naht und damit eine erneute
Eroffnung der Wunde zu verhindern. Bei den zur Kontrolle scheinoperierten
Tieren (SHAM-operierten Tiere) wurden mit Ausnahme der Ligatur des Ureters
die gleichen chirurgischen Schritte durchgeflhrt. Nach erneuter Befeuchtung
der Augen wurden die operierten Tiere zur weiteren Uberwachung zurlick in
den Kafig gelegt. Um einer Absenkung der Korpertemperatur der noch

narkotisierten Tiere vorzubeugen, verblieben die Tiere im Kafig unter einer
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Rotlichtlampe bis zum Nachlassen der Narkosewirkung, welches sich durch
Auftreten von Kaubewegungen und des Kornealreflexes bemerkbar machte.
Die Operationsdauer betrug 10-15 Minuten, an die sich eine individuelle
Aufwachzeit von ca. einer Stunde anschloss. Die Tiere verblieben bis zum
Auftreten des rattentypischen Verhaltens (Putzen, Fressen, Trinken) unter
direkter Beobachtung im Labor. Vor Beginn der folgenden Clearance—Versuche
konnten sich die Tiere je nach Gruppe 6, 12, 24 oder 72 Stunden von der
Operation erholen. Hierzu waren sie wieder den oben genannten Bedingungen
(Kinstlicher Tag- Nachtrhythmus im 12 Stunden Wechsel zur Stimulierung
eines zirkadianen Rhythmuses, Raumtemperatur von 22,5 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von ungefahr 60 g/%/m?  Standardfutter mit einer
Natriumchloridkonzentration von 0,6% (Altromin C 1320®, Lage) und freien

Zugang zu Leitungswasser) ausgesetzt.

2.1.3 Praparation fur die Clearanceexperimente

Fur die Clearanceexperimente wurde als Anasthetikum Thiopental-Natrium
(Trapanal®, Altana) verwendet. Dieses wurde in Aqua bidest geldst und den
Versuchstieren in einer Dosierung von 80 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal
injiziert. Nach etwa 3-6 Minuten trat in der Regel eine ausreichende
Narkosetiefe ein, die an abgeschwachten Muskelreflexen, erloschenem
Kornealreflex und fehlender Reaktion auf Schmerzreize wie den
Zwischenzehenreflex Uberprift wurde. In Einzelfallen war eine Nachinjektion

von 20—40 mg/kg Korpergewicht zur ausreichenden Narkosetiefe erforderlich.

Die ausreichend narkotisierten Tiere wurden in Ruckenlage auf einen
beheizbaren Praparationstisch (Fa. Effenerger, Pfaffing) gelegt und an den
Vorderpfoten fixiert. Die Korpertemperatur wurde ebenso wie in der
Unilateralen—Ureterligatur—Operation mittels rektaler Sondenmessung konstant
auf 37,2 °C gehalten.
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Nach Aufbringen von Paraffindl erfolgte ein ca. 3 cm langer suprasternaler
Medianschnitt. Durch stumpfe oberflachliche Praparation mit einer
Praparierschere (samtliche Operationsinstrumente: Fa. Aesculap, Tuttlingen)
wurde die lateral superficial gelegene Vena jugularis dextra aufgesucht,
dargestellt und Uber eine Strecke von ca. 1 cm freiprapariert. Anschliel3end
wurde diese distal ligiert, mit diesem Faden angeschlungen und proximal kurz
vor der Einmindung der Vena jugularis dextra in die Vena subclavia dextra ein
Knoten locker vorgelegt. Nun wurde unter stereomikroskopischer Sicht (Wild
M32® 10x, Herrenburg, Schweiz) die Vena jugularis dextra mit der Federschere
inzidiert und ein Polyethylenkatheter mit einem Aufiendurchmesser von 0,96
mm (alle Katheter: Portex tubing®, Fa. Portex, Hythe Kent, GroRbritanien) und
einem Lumen von 0,58 mm ca. 1,5 cm in das Lumen der Vene vorgeschoben
und mittels des vorgelegten Knotens fixiert. Die korrekte Lage des Katheters

wurde durch Aspiration von Blut kontrolliert (Abbildung 9).

‘\T
«

Abbildung 9: Kandilierte Vena jugularis dextra

An den Katheter wurden Uber T-Stlcke zwei Infusionssysteme, die Uber zwei
Perfusoren (Typ 871642/0° Fa. Braun—Melsungen, Melsungen und SP101
Syringe Pump®, Fa. World Precision Instruments, Sarasota, USA) betrieben
wurden, und eine Zuspritzmdglichkeit angeschlossen. Um den durch
Evaporation und Perspiratio insensibilis entstandenen und im weiteren
Operationsverlauf entstehenden Flussigkeitsverlust auszugleichen, wurden
Uber die Zuspritzmdglichkeit 2 ml 0,85 %-ige Kochsalzlésung injiziert. Uber die

Perfusoren wurde wahrend des gesamten Operationsverlaufs, der
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Aquilibrierung und des eigentlichen Versuchs 0,85%-ige Kochsalzlésung mit
konstant 3 mi/h infundiert, um den Grundbedarf an Flussigkeit zu gewahrleisten

und GefalRokklusionen vorzubeugen.

Um die Atemwege zu sichern und um eine Absaugmaglichkeit zu haben, wurde
im Folgenden eine Tracheotomie durchgeflihrt. Dazu wurden nach Aufsuchen
der infrahyalen Muskulatur, die Laminae der Halsfaszie und den Mm.
sternohyoidei unter Schonung des umgebenden Schilddrisengewebes median
gespalten und die darunterliegende Trachea dargestellt. Nach vorsichtigem,
stumpfem Abpraparieren der die Trachea begleitenden Nerven und Gefale,
wurde die Trachea angeschlungen und ein Knoten locker vorgelegt. Mit der
Federschere wurde nun die Trachea zwischen zwei Knorpelspangen etwa um
die Halfte ihres Durchmessers inzidiert. Uber diese so entstandene Offnung
wurde nun ein ca. 4 cm langer Polyethylenkatheter mit einem AuRendurch-
messer von 2,08 mm und einem Lumen von 1,57 mm etwa einen Zentimeter in
die Trachea vorgeschoben und mit dem vorgelegten Knoten fixiert. Falls etwas
Wundsekret in die Trachea gelangt war, was sich durch Brodeln duferte, wurde
nun Uber den Trachealtubus abgesaugt, bis eine ungehinderte Spontanatmung
moglich war (Abbildung 10).

L
.

Abbildung 10: Kandilierte Trachea
Um eine Moglichkeit fur die Blutentnahme zu schaffen und um den arteriellen

Blutdruck kontinuierlich messen zu kénnen, wurde im Folgenden die Arteria
carotis sinistra katheterisiert. Dazu wurde die paratracheal liegende Arteria

carotis sinistra aufgesucht und Uber eine Strecke von ca. 2 cm dargestellt.
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Weiterhin wurde die Vagina carotica erdffnet und der Nervus vagus vorsichtig
von der Arterie abprapariert um eine reflektorische Asystolie durch erhéhten
Vagotonus zu verhindern. Nach kranialer Ligatur der Arterie und
vorubergehender kaudaler Komprimierung mit einer gefal3chirurgischen
Arterienklemme wurde unter stereomikroskopischer Sicht die Arterie mit der
Federschere inzidiert und wiederum ein Polyethylenkatheter mit einem
AuBendurchmesser von 0,96 mm und einem Lumen von 0,58 mm in Richtung
der GefalRklemme ca. 1,5 cm vorgeschoben und mittels vorgelegtem Knoten
fixiert (Abbildung 11). Um ein versehentliches Herausziehen des Katheters zu
verhindern, wurde ein zweiter Knoten zur Sicherheit angelegt. Der Katheter war
mit 0,85%-iger Kochsalzlésung und 500 IE Heparin pro ml entliftet. Uber einen
Drei-Wege—Hahn konnte der Katheter nach der Blutabnahme wieder blutfrei
gespult werden. Angeschlossen war der Katheter an einen Druckaufnehmer
(Blood pressure transducer BLPR®, Fa. World Precision Instruments, Sarasota,
USA), der das Signal Uber einen Bruckenverstarker (Transbridge TBM4, Fa.
World Precision Instruments, Sarasota, USA) an ein Frequenzmessgerat
(Spezialanfertigung, Pharmakologisches Institut, Tibingen) und einen Schreiber
(WK-280R, Fa. WKK Werkzeugbau, Kaltbrunn, Schweiz) weiterleitete, wodurch
der Blutdruck wahrend des ganzen Versuchs kontinuierlich aufzeichnet wurde.
Kalibriert wurde die Blutdruckmessung Uber eine verstellbare Quecksilbersaule
(Type 367%, Fa. Hugo Sachs Elektronik, March—Hugstetten).

Nach Ende der cervikalen Operation wurden die Wundrander mit
Einzelknopfnahten adaptiert, was der Verhinderung des Flussigkeitsverlustes,

aber auch der Fixierung der sich am Hals befindlichen Kathetern diente.
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Abbildung 11: Situs nach Abschluss der cervikalen Operation
Oben: Jugulariskatheter
Mitte: kandlilierte Trachea

Unten: kateherisierte A. carotis

Zur Urinsammlung wurden beide Ureteren katheterisiert. Dazu erfolgte, nach
Aufbringen von Paraffindl, eine Wiedereroffnung der Hautnaht der UUL-
Operation und eine kraniale Erweiterung des Schnittes auf ca. 4 cm. Nach
Eréffnung der Faszien- und Peritonealnaht wurde die Bauchdecke entlang der
Lina alba mit einer groben Klemme geklemmt und so die Blutversorgung
unterbrochen. Danach wurde die Bauchdecke mit einer Praparierschere entlang
dieser Linie auf ebenfalls ca. 4 cm erweitert. Zuerst wurde der unligierte Ureter
aufgesucht, Uber eine Strecke von ca. 2 cm dargestellt und von Bindegewebe
befreit. Nach leichtem Anschlingen, ohne den Ureter dabei zu komprimieren
und so eine Obstruktion herbeizufUhren, wurde der Ureter unter
stereomikroskopischer Sicht mit der Federschere inzidiert und ein
Polyethylenkatheter mit einem Aufendurchmesser von 0,80 mm und einem
Lumen von 0,40 mm ca. einen Zentimeter in den Ureter vorgeschoben, bevor er
durch einen vorgelegten Knoten fixiert wurde. Danach erfolgte eine
Lagekontrolle durch die Beobachtung der Foérderung von blutfreiem Urin
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kandilierter, unligierter Ureter. Dargestellt ist ein blutfreier, ungehinderter

Urinabfluss

Durch seitlich bereitgestellte Polyethylen—-Gefalle (Safe—Lock 2,0 ml®, Fa.
Eppendorf, Hamburg) in die die Katheter abgeleitet wurden, war ein
ungehinderter Urinabfluss gewahrleistet.

Nach Aufsuchen des ligierten und dadurch dilatierten Ureters wurde dieser
ebenso von Bindegewebe freiprapariert, dann allerdings mit einer
gefalichirurgischen Klemme komprimiert, um nach Inzision des Ureters den
aufgestauten Druck im Nierenbecken aufrecht zu erhalten. Ein
Polyethylenkatheter mit den Malden, wie er auch fir den kontralateralen Ureter
verwendet wurde, wurde mit 0,85 %-iger Kochsalzlosung entliftet und mittels
eines Knotens verschlossen, um die Wassersaule in Ureter und Katheter
beizubehalten. Nach Inzision des Ureters mit der Federschere wurde dieser
vorbereitete Katheter bis zur GefalRklemme vorgeschoben und mit dem

vorgelegten Knoten fixiert (Abbildung 13).
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g
Abbildung 13: Kandilierter, ligierter Ureter. Die Gefél8klemme dient der Aufrechterhaltung des

aufgestauten Druckes im Nierenbecken bis zum Einbringen des entllifteten Katheters

Danach wurde die Klemme entfernt und die Wundrander der Bauchhaut zum
Schutz vor Austrocknung und von Warmeverlust mit einer fortlaufenden Naht

adaptiert.
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2.2 Ablauf der Experimente

2.2.1 Versuchsgruppen

Es wurden zwei Versuchsreihen gebildet:
In einer Versuchsreihe (,Ureterligatur Uber die Zeit*) wurde die zeitabhangige
Nierenfunktion bei Hydronephrose untersucht (s. Abbildung 14). Dabei wurden

4 Versuchsgruppen mit jeweils n Experimenten gebildet:

e Eine Gruppe, in der eine 6—stundige Ureterligatur bestand (n=8)
e Eine Gruppe, in der eine 12—stlindige Ureterligatur bestand (n=8)
e Eine Gruppe, in der eine 24—stindige Ureterligatur bestand (n=8)

e Eine Gruppe, in der eine 72—stindige Ureterligatur bestand (n=8)

In einer folgenden Versuchsreihe (,FK 838%) wurde die Nierenfunktion bei 24—
stindiger Ureterligatur in Abhangigkeit von dem selektiven ADO A
Rezeptorantagonisten FK 838 untersucht. Dazu wurden 3 Versuchsgruppen mit

jeweils n Experimenten gebildet:

e Eine Kontrollgruppe (SHAM), in der die Tiere scheinoperiert (SHAM)
wurden und wahrend den Hauptperioden (HP) FK 838 in einer Dosis von
0,036mg/h infundiert bekamen (n=9)

e Eine Gruppe (VHC), in der die Tiere ureterligiert wurden und wahrend

den Hauptperioden (HP) Vehikelldsung infundiert bekamen (n=8)

e Eine Gruppe (FK 838), in der die Tiere ureterligiert wurden und wahrend
den Hauptperioden (HP) FK 838 in einer Dosis von 0.036mg/h infundiert

bekamen (n=10)
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2.2.2 Versuchsperioden

Nach der durchschnittlich 60 Minuten dauernden Praparation (s. 2.1.3) wurde
die Narkose nochmals mit Trapanal® in einer Konzentration von ca. 20-30
mg/kg Korpergewicht Uber den vendsen Zugang bis zum Erreichen einer
Herzfrequenz von ca. 400/min und einem MAP von ca. 100 mm/Hg vertieft, um
ein Abflachen der Narkose und der damit verbundenen Anderungen der
Vitalparameter und der Urinausscheidung wahrend des Versuchs zu
verhindern. Danach schloss sich eine 60-90 miniitige Aquilibrierungsphase an,
um einen Angleich der Koérperfunktion an physiologische Werte zu erreichen.
Diese wurden durch eine gleichmaRige Urinausscheidung und stabile
Vitalparameter gekennzeichnet. Der Aquilibrierungsphase folgte eine 20—
minutige Totraumperiode, in der der verschlossene Katheter des ligierten
Ureters eroffnet wurde, der abflieRende Urin in Polyethylen—Gefalken
gesammelt werden konnte und so die Obstruktion zu diesem definierten
Zeitpunkt aufgehoben wurde. Anschlielend folgten 5 Perioden von je 30
Minuten, in deren Halfte jeweils eine arterielle Blutentnahme erfolgte. Nach

jeder Periode wurden die Polyethylen—Gefalle erneuert.

72 Stunden 24 Stunden 12 Stunden 6 Stunden Clearance-

n=8 n=8 n=8 n=8 Versuch

Totraum | Periode1 | Periode? | Periode3 | Perioded4 | Periode5

Aquilibrierung
OP {60-90min) periode

(20min) | (30min) | (30min) | (30min) | (30min) | {30min)

Infusion NaCl 0,85% 2,4ml'h

Infusion Inulin 0,6 mlh

Abbildung 14: Aufbau des Versuchs und Ablauf der Clearance—Experimente der

Versuchsreihe ,Ureterligatur (iber die Zeit®; Periode 1 — 5: Clearanceperioden
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Der Ablauf in der weiteren Versuchsreihe verlief ebenso wie oben beschrieben,
bis auf die Perioden. Der 20—minltigen Totraumperiode schlossen sich zwei
30—minutige Vorperioden (VP) an, in denen 0,85 %-ige Kochsalzlosung Uber
den Perfusor infundiert wurde. Anschlie3end folgten drei Hauptperioden (HP) in
denen die Kochsalzlésung durch eine FK 838-Ldsung, bzw. Vehikel-Lésung in
der VHC Gruppe, ersetzt wurde (s. Abbildung 15). Jeweils nach der Halfte einer
Periode wurde wieder eine Blutabnahme vorgenommen und am Ende der

jeweiligen Periode die Polyethylen—Gefale erneuert.

Totraum VP 1 WP 2 HP 1 HF 2 HP3
Aquilibrierung
UuL 24 Stunden apP (60min) periode
(20min) (30min) (30min) (30min) (30min) (30min)
Infusion NaCl 0,85% 2.4mlih FK 8§38 2.4 mlth
Infusion Inulin 0.6 mlth

Abbildung 15: Ablauf der Clearance—Versuche mit dem ADO A,—Rezeptorantagonisten FK
838; VP = Vorperiode, HP = Hauptperiode

2.2.3 Verwendete Infusionslésungen

Wahrend der Experimente wurde Uber den vendsen Katheter kontinuierlich
0,85%-ige Kochsalzlosung mit einer Laufrate von 2,4 ml/h infundiert. Dazu
wurde festes Natriumchlorid (NaCl, Fa. Merck, Darmstadt) in einer
Gewichtskonzentration von 0,85 % in Aqua bidest geldst. Zusatzlich wurde
Tritium [°H]-markiertes Inulin (Aktivitit: 3 uCi/ml) in 0,85 %-iger Kochsalzldsung
geldst und mit einer Laufrate von 0,6 ml/h wahrend des gesamten Experiments
infundiert, so dass die Gesamtflussigkeitszufuhr 3 ml/h betrug.

Fir die Versuchsreihe mit dem Adenosinantagonisten FK 838 wurde eine
Vehikelldsung hergestellt, indem 0,85 %-ige Kochsalzlésung mit 1M
Natronlauge (NaOH) mit dem pH-Meter (digital pH millivolt meter 611®, Orion
Research, Cambridge, USA) auf pH10 titriert wurde. In dieser wurde nun der
Feststoff FK 838 (FR120838 LOT Nr. 102142P, Astellas Pharma Inc, Tokyo,
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Japan) in einer Konzentration von 0,015 mg/ml gelést. Danach wurde die
Losung mit 1M Salzsaure (HCI) auf pHS8 titriert. Diese Losung diente als
Infusionslosung, die mit einer Laufrate von 2,4 ml/h infundiert wurde und so
eine Dosis von 0,036 mg/h verabreichte.

Als Negativkontrolle wurde dieselbe Vehikellosung ohne die Zugabe des
Feststoffes FK 838 hergestellt und statt dieser in den Hauptperioden (HP) der
Versuchsreihe infundiert.

2.2.4 Probenentnahmen

Wahrend den Versuchsperioden wurden Blut- und Urinproben flur die spatere

Analytik enthommen:

e Nach der Halfte jeder Versuchsperiode wurden aus dem in der Arteria
carotis liegenden Katheter 3 Blutproben mit Ammonium-heparinisierten
Glaskapillaren (Mikro—Hamatokritrohrchen®, Fa. Brand, Wertheim) a 75
Ml entnommen und mit Hamatokrit - Versiegelungskitt (Hamatokrit—

Versiegelungskitt, Fa. Brand, Wertheim) verschlossen.

e Der Urin wurde in Polyethylen—Gefallen a 2 ml tber die Versuchsperiode

hinweg gesammelt.

e Der wahrend der Aquilibrierungsphase gesammelte Urin wurde

verworfen.

e Der gesammelte Urin der Totraumperiode wurde zur weiteren Analytik

verwendet.
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2.3 Analytik

Gemessene Parameter in den Clearanceversuchen:

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) in Millimeter Quecksilbersaule
(mmHg)

Herzfrequenz (HF) (1/min)

Hamatokrit (Hkt) in (%)

[*H]-Inulin in Plasma und Urin (dpm)

Urinvolumina der Sammelperioden in (ml)

Urinzeitvolumen (UZV) in (pI/min/100g Korpergewicht)
Glomerulare Filtrationsrate (GFR) in (ul/min/100g Korpergewicht)
Natriumkonzentration in Plasma und Urin in (mmol/l)
Natriumausscheidung (UnzV) in (umol/min/100g Korpergewicht)
Filtriertes Natrium (Fna) in (umol/min/100g Koérpergewicht)
Fraktionelle Natriumausscheidung (FEya) in (%)
Kaliumkonzentration in Plasma und Urin in (mmol/l)
Kaliumausscheidung (UkV) in (umol/min/100g Kérpergewicht)
Filtriertes Kalium (Fk) in (umol/min/100g Kdérpergewicht)
Fraktionelle Kaliumausscheidung (FEk) in (%)
Natrium—Kalium—Quotient

Chloridkonzentration in Plasma und Urin in (mmol/l)
Chloridausscheidung (Ug)V) in (umol/min/100g Korpergewicht)
Filtriertes Chlorid (F¢) in (umol/min/100g Korpergewicht)
Fraktionelle Chloridausscheidung (FEc)) in (%)

Osmolaritat von Plasma und Urin in (mosmol/kg)

Osmolale Clearance in (ul/min/100g)

Freiwasserclearance in (ml/min)

35



2. MATERIAL UND METHODEN

2.3.1 Bestimmung des Blutdruckes und der Herzfrequenz

Der systolische und der diastolische Blutdruck sowie die Herzfrequenz wurden
wahrend des Experiments kontinuierlich gemessen und Uber einen Schreiber
(WKK-280R, Kaltbrunn, Schweiz) aufgezeichnet. Vor jedem Experiment wurde
das System zur Blutdruckmessung mit einer Quecksilbersaule (Type 367°,

Hugo Sachs Elektronik, March—Hugstetten) kalibriert.

2.3.2 Bestimmung des Hamatokrits

Nach Zentrifugation der Hamatokritrdhrchen in der Hamatokritzentrifuge
(Hettich Hamatokrit, Fa. Hettich, Tuttlingen) bei 12000 U/min erfolgte die
Hamatokritbestimmung mit Hilfe einer Hamatokritschablone. Die Hohe der
korpuskularen Blutbestandteile nach Zentrifugation im Verhaltnis zu der
Gesamtblutsaule ergibt den prozentualen Wert des Hamatokrits (Hkt) in Vol%.
Danach wurde der nichtkorpuskulare Anteil in 0,5 ml Polyethylen—Gefale
uberfuhrt. Diese dienten im Anschluss der GFR-, Natrium- und Kalium-
bestimmung. Der Rest der Proben wurde gepoolt und zur Chloridmessung und
zur Messung der Osmolaritat im Plasma herangezogen. Der korpuskulare Anteil

wurde verworfen.

2.3.3 Bestimmung der [°H]-Aktivitat in Plasma und Urin

Die gewonnenen Plasma- und Urinproben enthielten das zur GFR-Bestimmung
bendtigte Tritium—markierte Inulin. Fur die [3H]—Aktivité'1tsbestimmung wurden
jeweils Doppelproben von Plasma und Urin der jeweiligen Versuchsperiode
angesetzt. Aus den Ergebnissen der Doppelproben wurde der Mittelwert
bestimmt, der flr die weiteren Berechnungen verwendet wurde. Es wurden je
10 pl Plasma bzw. Urin in SzintillationsmeRgefiaRe (MIDI-VIAL®, Fa. Packard,

Groningen, Niederlande) pipettiert und mit 5 ml Szintillationsflussigkeit (Ultima
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Gold®, Fa. Packard, Groningen, Niederlande) aufgefullt. Die
Szintillationsflissigkeit diente dabei der Umwandlung, der beim radioaktiven
Zerfall von [*H] frei werdenden Energie in Lichtblitze, die von einem
Szintillationszahler (2250TR, Fa. Packard, Meriden, USA) registriert und
aufgezeichnet wurden. Die Messdauer der Proben richtete sich nach der
Aktivitat und wurde so lange fortgeflhrt, bis der zufallige Messfehler unter 3%
lag. Wegen der, im Vergleich zu den Urinproben, niedrigen Aktivitat der
Plasmaproben betrug die Messdauer fur diese ca. 20 min, fur die Messung der

Urinproben wurde meist nur eine Minute bendtigt.

2.3.4 Bestimmung der Urinvolumina

Vor Beginn der Experimente wurde das Leergewicht der Polyethylengefalie
(Safe-Lock 2,0 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg) gemessen, die im Versuch zur
Urinsammlung dienten. Dazu wurde eine Prazisionswaage (Precisa 100A-
300M, Fa. Oerliko, Zurich, Schweiz) verwendet. Im Anschluss an die
Experimente wurden die mit Urin gefullten Gefalle erneut gewogen und das
Leergewicht subtrahiert. Der Differenzwert wurde mit dem Urinvolumen in pl
gleichgesetzt. Der durch das differierende spezifische Gewicht entstandene

Fehler wurde dabei nicht bertcksichtigt.

2.3.5 Bestimmung der Natrium- und Kaliumkonzentration in

Plasma und Urin

Zur Natrium- und Kaliumbestimmung wurden je 10 pl Plasma, respektive 10 ul
Urin in ein 2,0 ml Polyethylengefald pipettiert. Es wurden dabei jeweils
Doppelproben angesetzt, aus denen spater der Mittelwert errechnet wurde, der
in die weiteren Berechnungen einging. Zu den Plasmaproben wurde 1 ml
Lithium—L6sung (Li*-Lésung, Fa. Eppendorf, Hamburg) und zu den Urinproben
2 ml der Lithium—L6sung pipettiert. In den so vorbereiteten Proben wurden im

Flammenphotometer (ELEX 6361°, Fa. Eppendorf, Hamburg) die Natrium- und
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Kaliumkonzentrationen bestimmt. Die ermittelten Werte wurden in mmol/l
angegeben. Vor jeder Messreihe wurde das Flammenphotometer mit Losungen

definierten Elektrolytgehaltes geeicht.

2.3.6 Bestimmung der Chloridkonzentration in Plasma und Urin

Zur Bestimmung der Chloridkonzentration wurde das Plasma eines
Experimentes gepoolt. Die Urinproben wurden jedoch entsprechend der
Versuchsperiode bestimmt. Dazu wurden je 50 pl Plasma bzw. Urin in ein 0,5
ml Polyethylengefall pipettiert. Der Chloridgehalt wurde durch ein
coulometrisches Verfahren mit dem Chloridmeter (Chloridmeter 6610°, Fa.
Eppendorf, Hamburg) bestimmt. Nach Kalibrierung des Chloridmeters mit einer
definierten Standardlésung (100 mmol/l KCI) wurden in eine Basislésung (15 ml
Essigsaure (1,02 mol/l), Salpetersaure (92,4 mmol/l) und 1 ml Gelatinelésung
(12,33 mol/l Methanol, 6,7 mmol/l Thymol, 2,1 mol/l Thymolblau und 0,007
mmol/l Gelatine)) je 50 yl Plasma bzw. Urin pipettiert. Die Chloridkonzentration

der Probe wurde in mmol/l angezeigt.

2.3.7 Bestimmung der Osmolaritat in Plasma und Urin

Auch zur Messung der Osmolaritat wurde das Plasma eines Experimentes
gepoolt und die Urinproben entsprechend der Versuchsperiode bestimmt. Dazu
wurden 54 pl der zu bestimmenden Probe in 0,5 ml Polyethylengefalle
pipettiert. Diese Polyethlengefalle wurden nun in den Osmometer (Osmomat®
300, Gonotec GmbH, Berlin) gegeben, der mittels des Verfahrens der
Gefrierpunkterniedrigung, die Osmolaritat bestimmte. Dieses Verfahren beruht
auf der Abhangigkeit der Gefrierpunkterniedrigung von der Osmolaritat der
Probe. Vor Beginn der Messungen wurde das Osmometer mit definierten

Standardldsungen kalibriert.
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2.4 Berechnungen und Statistik

2.4.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Die Mittelwerte des systolischen (Psy) und diastoischen (Pga) Blutdrucks
wahrend einer Versuchsperiode wurden graphisch aus den Aufzeichnungen

des Schreibers ermittelt. Der MAP wurde nach folgender Formel berechnet:

dia

Pss_Pdia
MAP =P+ _da
3
2.4.2 Urinzeitvolumen

Das Urinzeitvolumen (UZV) gibt das ausgeschiedene Urinvolumen (UV in ml)

pro Versuchsperiode an und wird auf 100 g des Korpergewichts (KG) bezogen:

UV 100
KG

uzv =

2.4.3 Glomerulare Filtrationsrate

Die GFR jeder Versuchsperiode wurde anhand der gemessenen [PH] -
Aktivitaten im Plasma (Apjasma) und im Urin (Auin) sowie anhand des
Urinvolumens (UV) errechnet, das auf Tiergewicht und Sammeldauer bezogen

nach folgender Formel berechnet wurde:

GFR = P4y

Plasma
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2.4.4 Absolute renale Elektrolytausscheidung

FUr die nachfolgenden Berechnungen der Elektrolytausscheidung wurde
exemplarisch das Elektrolyt Natrium ausgewahlt. Ebenso gelten die folgenden

Formeln fur die Berechnungen der Elektrolyte Kalium und Chlorid.

Nach Bestimmung der Urinkonzentration von Na* (Naysin) und Urinzeitvolumen
im Clearanceversuch erfolgte die Berechnung der absoluten renalen
Natriumexkretion (UnaV in umol/min/100g KG) nach folgender Formel:

U,V =[Na,,, JsuzVv

Urin

2.4.5 Filtriertes Elektrolyt

Das filtrierte Natrium (Fna) gibt die glomerular filtrierte Menge von Natrium an

und wurde mit folgender Formel berechnet:

I:Na = [NaPIasma]. GFR

2.4.6 Fraktionelle renale Elektrolytausscheidung

Die  fraktionelle renale Natriumausscheidung (FENa) gibt  die
Natriumausscheidung in Prozent der Gesamtmenge des filtrierten Natriums an.
Sie stellt ein Mal} fur die tubulare Resorptionsleistung der Niere dar und wird

wie folgt berechnet:

U,V ¢100

FE\. =
Na e GFR

Plasma
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2.4.7 Osmolale Clearance

Mit der Osmolaren Clearance (Cosmo) Wurde die Clearance fur die Gesamtheit

der geldsten Teilchen nach folgender Formel berechnet:

osmol, .
= uin qyzVv
osmol

Osmol
Plasma

2.4.7 Freiwasserclearance

Die freie Wasserclearance (Ch20) ist die Menge von Wasser, die aus dem Urin
entfernt werden muss oder zu dem Urin dazugegeben muss, um ihn isoosmolal
mit dem Plasma 2zu machen. Sie ist somit ein Mall fur die

Konzentrierungsfahigkeit der Niere und wurde mit folgender Formel ermittelt:

Tuo =UZV -C

Osmol
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2.4.7 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Versuchsdaten wurden fur die
Gruppenvergleiche zwischen den Gruppen die ANOVA Methode (,One—way
analysis of variance®) angewendet. Um Aussagen uber die Signifikanz machen
zu koénnen, wurde zusatzlich der Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test
angewendet. Als Mal} fur die statistische Signifikanz diente der p—Wert, der die
Uberschreitungswahrscheinlichkeit gegeniiber der Nullhypothese anzeigt. Als
Nullhypothese galt, dass die Abweichungen innerhalb der zufalligen Streubreite
der Werte lagen. Abweichungen wurden als Signifikant angesehen, wenn die
beidseitige Uberschreitungswahrscheinlichkeit gegeniiber der Nullhypothese
das Signifikantniveau von a=0,05 unterschritt (p<0,05). Als statistisch
hochsignifikant wurden p—Werte < 0,0001 angesehen. Alle Mittelwerte, sowohl
in den Tabellen wie auch in den Abbildungen, wurden als Mittelwerte £+ SEM
(standard error of the mean) angegeben. Die statistischen Analysen wurden mit
Hilfe der Computerprogramme Office Excel 2003® (Fa. Microsoft) und JMP 7.0®
(SAS Institute) erstellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchung der Nierenfunktion bei Hydronephrose durch

Ureterligatur tber die Zeit

Ziel dieser Versuche war es, Veranderungen der Nierenfunktion in Abhangigkeit
zur Dauer nach unilateraler Ureterligatur zu erkennen. Dazu wurden 4
verschiedene Versuchsgruppen gebildet. Die Clearanceversuche wurden, wie
in 2.2.1 beschrieben, nach 6-stindiger Ureterligatur, nach 12-stundiger
Ureterligatur, nach 24-stundiger Ureterligatur und nach 72-stundiger

Ureterligatur vorgenommen.

3.1.1 Storfaktoren

Die Versuchsgruppen wurden miteinander verglichen hinsichtlich der maglichen
Storfaktoren, wie OP-Dauer bei der unilateralen Ureterligatur, OP fir die
Clearanceversuche, Registrierung des mittleren arteriellen Blutdrucks als auch
fur die Hamatokritmessung und in Tabelle 2 dargestellt.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) einer Gruppe gegenuber den Ubrigen
Versuchsgruppen wurden mit A gekennzeichnet.

Dabei fallen in der Gruppe der 24—stlndig ureterligierten Nieren vor allem eine
langere OP-Dauer bei den Clearanceversuchen, ein signifikant geringerer

mittlerer arterieller Druck und ein signifikant geringerer Hamatokrit—\Wert auf.
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Tabelle 2: Ubersicht tiber die méglichen Stérfaktoren in den Clearanceversuchen. Signifikante
Unterschiede einzelner Gruppen im Vergleich zu den (brigen Versuchsgruppen wurden mit A
gekennzeichnet. Sdmtliche Werte als Mittelwerte + SEM

A p<0,05 versus die (ibrigen Versuchsgruppen

Storfaktoren 6 Stunden UUL 12 Stunden UUL 24 Stunden UUL 72 Stunden UUL
OP — Dauer UUL 10,0040,28 10,00+0,00 11,2540,24 11,87+0,27
[min]

OP — Dauer 51,87+0,48 58,12+0,68 71,87+1,53 53,28+0,61
Clearance [min] A

MAP 98,87+0,77 96,66+0,65 87,24+1,24 103,67+1,66
[mmHg] A

Hamatokrit 47,62+0,18 46,52+0,14 44,49+0,25 47,23+0,26
[%] A

3.1.2 Urinzeitvolumen

In allen Versuchsgruppen war das Urinzeitvolumen der ureterligierten Nieren
nahezu identisch (s. Abbildung 16). Die Urinzeitvolumina lagen dabei zwischen
0,92+0,08 und 1,69+0,18 pl/min/100g. Hierbei konnte ein signifikanter
Unterschied (p<0,05) zwischen der 6—stuindig ligierten Niere und der 12—stindig
ligierten Niere beobachtet werden.

Die Urinzeitvolumina der kontralateralen Niere zeigen einen hochsignifikanten
Unterschied (p<0,0001) in der Gruppe der 72-Stunden ligierten Tiere mit
12,41+1,32 pl/min/100g zu den kontralateralen Nieren nach 6, 12 und 24—
stindiger Ligatur mit 3,50£0,32 pl/min/100g.
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Abbildung 16: Vergleich der Urinzeitvolumina (UZV) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA)

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Zu sehen ist jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen der UUL-Seite und der KONTRA-
Seite. Zudem ist ein signifikanter Anstieg des UZV der kontralateralen Nieren mit einem

Maximum nach 72h erkennbar.

3.1.3 Glomeruléare Filtrationsrate

Im Vergleich der glomerularen Filtrationsrate der ureterligierten Nieren konnte
ein signifikanter Abfall (p<0,0001) bei den Nieren nach 6-stlindiger Ureterligatur
mit 372,01+£16,27 pl/min/100g, den Nieren nach 12—stundiger Ureterligatur mit
264,29+12,96 pl/min/100g zu den Nieren nach 24-und 72-stlndiger
Ureterligatur mit 79,77+7,81 ul/min/100g festgestellt werden. Somit lasst sich
ein Abfall der GFR an den ureterligierten Nieren bis 24h feststellen, auf deren
Niveau sie dann verbleibt (s. Abbildung 17 und Abbildung 18).

Dagegen konnten an den Nieren der kontralateralen Seite kein nennenswerter

zeitabhangiger Unterschied in der glomerularen Filtrationsrate festgestellt
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werden. Lediglich die kontralateralen Nieren der Gruppe nach 24-stindiger
Ureterligatur weisen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zu den ubrigen

Gruppen auf.
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Abbildung 17: Vergleich der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) der ureterligierten Nieren nach
Wiedereréffnung aller Versuchsgruppen ANOVA / Tukey — Kramer.
Es l4sst sich eine signifikante Abnahme der GRF feststellen, die ihren gleichbleibenden

Tiefpunkt nach 24 Stunden erreicht.
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Abbildung 18: Vergleich der glomerulédren Filtrationsrate aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA)

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Dabei ist ein stetiger Abfall der GFR auf der UUL-Seite zu beobachten, wahrend die GFR auf
der KONTRA-Seite, mit Ausnahme der 24h Messung, konstant zu bleiben scheint.
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3.1.4 Renale Natriumausscheidung

Bezuglich der renalen Natriumausscheidung zeigten sich wesentliche
Unterschiede zwischen der gesamten Natriumausscheidung, dem filtrierten
Natrium und der fraktionellen Natriumausscheidung, also der Menge Natrium,
die filtriert, jedoch nicht rickresorbiert wird.

So konnte eine signifikante Abnahme der Natriumausscheidung (UnaV) an der
ureterligierten Niere nach 6 Stunden von 0,23+0,02 pumol/min/100g zu den
ubrigen Versuchsgruppen von 0,06£0,009 umol/min/100g beobachtet werden
(s. Abbildung 19). An den kontralateralen Nieren konnten dagegen keine
hochsignifikanten Unterschiede gezeigt werden. Lediglich bei den Nieren der
kontralateralen Seite nach 24-stindiger Ureterligatur ist ein signifikanter

Unterschied zu den ubrigen Gruppen zu erkennen.

RN

UnaV [umol/min/100g]

1 B B Ny R

uuL KONTRA uuL KONTRA UuL KONTRA UUL KONTRA
6 Stunden 12 Stunden 24 Stunden 72 Stunden

Abbildung 19: Vergleich der renalen Natriumausscheidung (Uy,V) aller Versuchsgruppen,
sowohl der ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen
Nieren (KONTRA)

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Bereits nach 6 Stunden zeigt sich ein signifikanter Unterschied des Uy,V zwischen den UUL-
und den kontralateralen Nieren. AulBerdem ldsst sich, mit Ausnahme der 24h—Gruppe, eine

Zunahme des Uy,V an den kontralateralen Nieren vermuten.
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Wahrend beim filtrierten Natrium (Fna) auf der ureterligierten Niere
hochsignifikante Unterschiede (p<0,0001) zwischen der Gruppe nach 6-
stundiger Ureterligatur mit 52,94+2 27 umol/min/100g, der Gruppe nach 12—
stindiger Ureterligatur mit 37,01+1,79 umol/min/100g und den ubrigen Gruppen
nach 24-und 72-stundiger Ureterligatur mit 12,45+1,13 pmol/min/100g zu
beobachten waren (s. Abbildung 20), konnte an den kontralateralen Nieren eine
Signifikanz  (p<0,05) nach 24-stundiger Ureterligatur von 50,39+3,48
pmol/min/100g zu den Ubrigen Gruppen erkannt werden (s. Abbildung 21).
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Abbildung 20: Vergleich des filtrierten Natriums (Fys) der ureterligierten Nieren nach
Wiedereréffnung aller Versuchsgruppen.

Wie schon bei der GFR ldsst sich ein stetiger Abfall des Fy, feststellen, dessen Niveau nach
24h erreicht ist.
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Abbildung 21: Vergleich des filtrierten Natriums (Fy,) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Wéhrend die kontralaterale Seite in etwa konstant bleibt, ist auf der ureterligierten Seite ein
stetiger Abfall des Fy, bis 24h zu beobachten.

Bei der Betrachtung der fraktionellen Natriumausscheidung (FEna) fallt eine
hochsignifikante Abweichung (p<0,0001) der ureterligierten Nieren nach 6- und
12—stundiger Ureterligatur mit 0,26+£0,04 % von den Gruppen nach 24- und 72—
stindiger Ureterligatur mit 1,00+0,11 % auf (s. Abbildung 22). Auch hier
wiederum unterscheidet sich auf der kontralateralen Seite die Gruppe nach 72—
stiindiger Ureterligatur signifikant (p<0,0001) von den Ubrigen mit 1,65+0,24 %
versus 0,55+0,08 %.
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Abbildung 22: Vergleich der fraktionellen Natriumausscheidung (FEy.) aller Versuchsgruppen,
sowohl der ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen
Nieren (KONTRA).

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

3.1.5 Renale Kalium- und Chloridausscheidung

In der weiteren Betrachtung der Urinelekrolytausscheidung fallt bei der
Kaliumausscheidung (UkV) der ureterligierten Niere eine signifikant (p<0,0002)
hohere Kaliumausscheidung nach 6 Stunden mit 0,12+0,01 pmol/min/100g
gegenuber den 12-stindig ureterligieten Nieren mit 0,049+0,003
Mmol/min/100g auf (s. Abbildung 23). An der Kaliumausscheidung der
kontralateralen Nieren wird dagegen eine hochsignifikant hohere
Kaliumausscheidung bei der Versuchsgruppe nach 72-stundiger Ureterligatur
erkennbar. Es wird hier eine doppelt so hohe Kaliumausscheidung von
0,9940,10 pmol/min/100g gegenuber 0,43+0,02 umol/min/100g deutlich.
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Abbildung 23: Vergleich der Kaliumausscheidung (UxV) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Sémtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Es fallt eine kontinuierliche Abnahme des filtrierten Kalium (Fx) an den
ureterligierten Nieren auf (s. Abbildung 24). An den kontralateralen Nieren
lassen sich dagegen weitgehend konstante Werte beobachten. Lediglich die
kontralateralen Nieren nach 24-stindiger Ureterligatur weisen ein geringeres

filtriertes Kalium auf.
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Abbildung 24: Vergleich des filtrierten Kaliums (Fg) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Sémtliche Werte als Mittelwerte £ SEM.

Auch bei der fraktionellen Kaliumausscheidung (FEk) kdnnen signifikante
Unterschiede, sowohl bei der ureterligierten Niere, als auch auf der
kontralateralen Niere festgestellt werden. Dabei liegt die hochste fraktionelle
Kaliumausscheidung auf der ureterligierten Seite bei 27,46+£3,81 % nach 24—
stiindiger Ureterligatur mit hoher Signifikanz (p<0,0001) zu den Nieren nach
72—stundiger Ureterligatur mit 16,42+2,19 %. Auf der kontralateralen Seite kann
eine abhangig von der Zeit steigende fraktionelle Kaliumausscheidung

beobachtet werden.

Bei der Betrachtung der renalen Chloridausscheidung fallt auf der ureterligierten
Seite ein stetiger Abfall des filtrierten Chlorids (F¢)) in Abhangigkeit von der Zeit
nach Ureterligatur auf (s. Abbildung 25). Auch in der Chloridausscheidung

(UglV) sticht die Gruppe der ureterligierten Nieren nach 6-stindiger
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Ureterligatur mit einer hochsignifikant (p<0,0001) héheren Chloridausscheidung

von 0,3410,04 ul/min/100g gegenlber den Ubrigen Versuchsgruppen heraus.
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Abbildung 25: Vergleich des filtrierten Chlorids (Fc) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedererdffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Sémtliche Werte als Mittelwerte £ SEM.

3.1.6 Natrium—-Kalium—Quotient

Im Vergleich des Natrium—Kalium—Quotienten, also dem Verhaltnis zwischen im
ausgeschiedenen Natrium zum im Urin ausgeschiedenen Kalium, zwischen
den Versuchsgruppen fallt ein hochsignifikant (p<0,0001) 3—fach niedrigerer
Wert der 72 Stunden ureterligierten Nieren gegenuber den Ubrigen
Versuchsgruppen auf. So stehen sich 0,57+0,08 nach 72-stlndiger
Ureterligatur 1,78+0,18 der Ubrigen Versuchsgruppen gegenlber (s Abbildung
26).

Bei den Nieren der kontralateralen Seite fallt lediglich ein signifikanter
Unterschied zwischen der kontralateralen Niere nach 6—stindiger Ureterligatur
mit 1,71+0,15 und der kontralateralen Niere nach 24—stundiger Ureterligatur mit
0,62+0,07 auf.
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Abbildung 26: Vergleich des Natrium—Kalium—Quotienten aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren

(KONTRA).
Samtliche Werte als Mittelwerte + SEM.

3.1.7 Osmolale Clearance

Bei der Betrachtung der osmolalen Clearance (Cosmoi) zeigt sich eine
hochsignifikant (p<0,0001) hoéhere osmolale Clearance von 4,38+0,35
MI/min/100g der ureterligierten Nieren nach 6—stindiger Ureterligatur gegenuber
den Ubrigen Versuchsgruppen (s. Abbildung 27). Unter den ureterligierten
Nieren nach 12—, 24— und 72-stindiger Ureterligatur zeigten sich jedoch
keinerlei signifikante Unterschiede in der osmolalen Clearance.

Auf der kontralateralen Seite der ureterligierten Nieren zeigt sich jedoch, mit
Ausnahme der kontralateralen Nieren nach 24—stindiger Ureterligatur, eine

stetige Erhohung der osmolalen Clearance in Abhangigkeit zur Zeit.
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Abbildung 27: Vergleich der osmolalen Clearance (C,smoy) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Séamtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Nach 6-stiindiger UUL zeigt sich bereits eine signifikante Abnahme der C,sno, wobei sich auf

der kontralateralen Seite eine Zunahme der C,sy,o; @abzuzeichnen scheint.

3.1.8 Freiwasserclearance

Die  Freiwasserclearance  (Cx2o0), die als Indikator  fur  die
Konzentrierungsfahigkeit der Niere dient, zeigt einen stetigen Abfall der Cy20
auf der ureterligierten Seite (s. Abbildung 28). So haben unligierte Nieren, wie
beispielsweise die kontralateralen Nieren, bei denen sich, wiederum mit
Ausnahme der kontralateralen Nieren nach 24—stundiger Ureterligatur, keinerlei
Unterschiede in Abhangigkeit zur ureterligierten Zeit zeigen, eine
durchschnittliche Freiwasserclearance von -11,96+0,51 ml/min, wahrend die 6
Stunden ureterligierte Niere lediglich noch -2,6910,23 ml/min Cpyo besitzt und
die Ubrigen Versuchsgruppen keine nennenswerte Freiwasserclearance

zwischen -0,28+0,06 ml/min und -0,63+ ml/min mehr zeigen.
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Abbildung 28: Vergleich der Freiwasserclearance (Cpyo) aller Versuchsgruppen, sowohl der
ureterligierten Nieren (UUL) nach Wiedereréffnung, als auch der kontralateralen Nieren
(KONTRA).

Séamtliche Werte als Mittelwerte £ SEM.

Es lasst sich eine wesentliche Abnahme der Cyoo an den UUL Nieren erkennen, wéhrend an

den kontralateralen Nieren nahezu gleichbleibende Werte zu beobachten sind.

3.1.9 Ubersicht und Zusammenfassung der Nierenfunktion bei
Hydronephrose

Eine Ubersicht und Zusammenfassung der Nierenfunktion in den
Clearanceversuchen in Abhangigkeit von der Zeit nach unilateraler Ureterligatur
ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Ergebnisse der Nierenfunktion in den Clearanceversuchen in Abhéngigkeit der Zeit nach unilateraler Ureterligatur. Alle Werte
sind Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der untersuchten Parameter s. Kapitel 2.3. UUL = Ureterligierte Nieren, KONTRA =

Kontralaterale Nieren

m = p<0,05 versus 6h

o = p<0,05 versus 12h

e = p<0,05 versus 24h

o = p<0,05 versus 72h

UUL UUL UUL UUL KONTRA KONTRA KONTRA KONTRA
6h 12h 24h 72h 6h 12h 24h 72h

uzv 1,69+0,17 0,92+0,07 1,32+0,16 | 1,34+0,16 4,07+0,48 6,61+0,45 3,49+0,32 12,41+1,32
(Wl/min/100g) O ™ [} e} 0,0 u,e
GFR 372,00+£16,26 | 264,29+12,96 | 79,76+7,81 | 88,5219,65 [} 608,12+21,37 | 648,36+27,29 | 352,40+25,88 | 641,52+45,30
(HI/min/100g) 0,e,0 m,0 mO,e [Nl ° ° m,0,0 °
UnaV 0,22+0,02 0,08+0,01 0,09+0,01 | 0,07+0,01 0,70+0,06 0,95+0,08 0,26+0,03 1,2+0,14
(umol/min/100g) 0,800 n n n ®,0 ° m,0,0 °
Fna 52,93+2,27 37,00£1,79 | 11,63£1,13 | 12,45+1,37 [|| 85,59+2,94 90,57+3,64 50,39+3,48 90,77+6,84
(umol/min/100g) 0,e,0 m,e,0 O m,0 . ° m,0,0 b
FEna 0,44+0,05 0,26+0,04 1,00£0,11 | 0,83%0,12 0,84+0,07 1,05+0,08 0,55+0,08 1,65+0,24
(%) ®,0 ®,0 m,0 m,0 o ®,0 o m,0,@
UV 0,12+0,01 0,05+0,003 0,09+0,01 | 0,08+0,01 0,43+0,02 0,64+0,04 0,44+0,22 0,99+0,09
(umol/min/100g) O ™ o o o u,0,e
Fk 1,46+0,07 12,79+2,61 0,35+0,03 | 2,65+0,91 2,36+0,08 27,80+4,39 1,49+0,10 6,63+1,77
(umol/min/100g) O m,0,0 o O O u,0,0 o o
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UUL UUL UUL UUL KONTRA KONTRA KONTRA KONTRA
6h 12h 24h 72h 6h 12h 24h 72h

FEk 7,88+0,54 2,8040,35 27,46+£3,81 | 16,42+2,19 1 18,85+0,93 15,27+2,64 31,78+1,86 40,71+6,00
(%) ®,0 ®,0 m,0,0 m,0,e o e,0 i m,0
UaV 0,33+0,44 0,09+0,01 0,09+0,01 | 0,19+0,03 0,98+0,77 1,52+0,12 0,45+0,04 1,91+0,21
(umol/min/100g) 0,e,0 n 0 m,0 0,e,0 e m,0,0 ue
Fci 78,43+7,70 47,72+4,39 7,20£0,78 | 10,85x1,57 ()| 243,84+36,23 | 41,12+3,85 | 137,71+25,26 | 165,82+29,21
(Hmol/min/100g) 0,e,0 m,0 0 m,0 m,0 o,e m,0,0 m,0 o
FEc 0,63+0,09 0,18+0,02 1,71£0,21 | 2,51+0,49 1,10£0,17 5,569+0,76 0,69+0,14 2,77+0,54
(%) e 0 ®,0 O m,O ] m, 00 m] 0,
Na/K 2.06+0,19 1,77+0,18 1,59+0,19 | 0,56+0,08 1,711£0,15 1,35+0,07 0,61+0,07 1,26+0,13
Ratio o o o m,0,e e, 0 ° m,0,0 m,e
Cosmol 4,38+0,35 1,56+0,11 1,60+0,22 | 2,41+0,37 15,19+0,61 18,64+0,89 9,86+0,71 23,29+1,29
(ul/min/100g) 0,e,0 ™ ] ] 0,e,0 u,0,0 m,0,0 u,0,e
Ch2o -2,68+0,23 -0,63+0,04 -0,28+0,06 | -0,55+0,18 [jf -11,66+0,37 -11,96+0,51 -6,37+0,55 -12,30+1,15
(ml/min) 0,e,0 ™ ] ] ° ° m,0,0 o
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3.2 Untersuchung der Nierenfunktion bei Hydronephrose mit
Blockade der ADO A; — Rezeptoren (FK 838)

In diesem experimentellen Teil sollte die Abhangigkeit der Nierenfunktion von
der ADO A; Rezeptorblockade durch den selektiven ADO A
Rezeptorantagonisten FK838 untersucht werden. Dazu wurde eine Gruppe mit
einer SHAM Operation 24 Stunden vor dem Clearanceversuch voroperiert und
wahrend der Hauptperioden mit FK 838 behandelt. Zwei weitere Gruppen
erhielten, ebenso 24 Stunden vor dem Clearanceversuch, eine unilaterale
Ureterligatur. Davon wurde eine Gruppe wahrend der Hauptperioden mit FK
838 behandelt und die andere Gruppe mit einer Vehikelldsung (s. Kapitel 2.2.1).

3.2.1 Storfaktoren

Die Versuchsgruppen wurden hinsichtlich der moglichen OP — Dauer sowohl
der unilateralen Ureterligatur (UUL) als auch der OP fur die Clearanceversuche,
mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Hamatokrit miteinander verglichen und
in Tabelle 4 dargestellt.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) einer Gruppe gegenuber den Ubrigen
Versuchsgruppen wurden mit A gekennzeichnet.

Hierbei fallt lediglich auf, dass in der Versuchsgruppe der ureterligierten Tiere,
denen wahrend den Hauptperioden der selektive ADO A; Rezeptorantagonist
FK 838 infundiert wurde, die Operation der Ureterligatur am Vortag des
Clearanceversuchs signifikant langer dauerte.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die méglichen Stérfaktoren in den Clearanceversuchen. Signifikante
Unterschiede einzelner Gruppen im Vergleich zu den (ibrigen Versuchsgruppen wurden mit A
gekennzeichnet. Sdmtliche Werte als Mittelwerte + SEM

A p<0,05 versus die (ibrigen Versuchsgruppen

Storfaktoren SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL + FK 838
OP — Dauer UUL 11,25+0,38 11,2540,55 15,50+0,95
[min] A

OP — Dauer 63,12+2,65 71,87+3,53 75,50+6,77
Clearance [min]

MAP 101,14+1,93 86,39+2,87 93,63+3,31
[mmHg]

Hamatokrit 46,04+0,28 44,79+0,56 46,10£0,41
[%]

3.2.2 Urinzeitvolumen

In den Vorperioden ist im Vergleich kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen ersichtlich (s. Abbildung 29). Dagegen wird eine signifikante
Erhdhung des Urinzeitvolumens, sowohl in der SHAM-Gruppe von 2,36+0,40
auf 12,71+2,37 ul/min/100g, als auch auf der kontralateralen Niere von
5,0211,44 auf 12,17+3,00 pl/min/100g nach Gabe von FK 838 deutlich. Keine
signifikante Erhdhung des Urinzeitvolumens zeigt sich dagegen an der
ureterligierten Niere nach Gabe des ADO A; Rezeptorantagonisten. Auch gibt
es keine signifikante Anderung in der Versuchsgruppe, in der die Vehikelldsung

infundiert wurde.
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Abbildung 29: Vergleich des Urinzeitvolumens (UZV) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP).

Séamtliche Werte als Mittelwerte £ SEM.

Es lasst sich eine signifikante Zunahme des UZV in der Gruppe der SHAM — operierten Nieren

und bei den kontralateralen Nieren erkennen, die mit FK 838 behandelt wurden.

3.2.3 Glomerulare Filtrationsrate

Die glomerulare Filtrationsrate, als wichtigster Parameter fur die Nierenfunktion,
zeigt in den Vorperioden keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
Gruppen der unligierten und den ureterligierten Nieren (s. Abbildung 30). Der
Anstieg der glomerularen Filtrationsrate erreicht bei den SHAM-operierten
Tieren nicht das Signifikanzniveau (s. Abbildung 31). Bei den ureterligierten
Nieren und auch bei den kontralateralen Nieren kann ein hochsignifikanter
(p<0,0001) Anstieg der glomerularen Filtrationsrate an der ureterligierten Niere
von 81,18+£19,31 auf 179,83+£36,06 ul/min/100g (s. Abbildung 32) und an der
kontralateralen Niere von 306,92+23,95 auf 458,99+53,26 pl/min/100g unter
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dem Einfluss von FK 838 beobachtet werden (s. Abbildung 33). Wiederum gibt
es in der Gruppe mit Infusion der Vehikelldsung wahrend den Hauptperioden
keine nennenswerten Veranderungen zwischen den Vorperioden und den

Hauptperioden.
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SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL +FK 838  KONTRA+VHC KONTRA + FK 838

Abbildung 30: Vergleich der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) aller Versuchsgruppen (SHAM
= Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiederer6ffnung, KONTRA =
kontralaterale Niere, VHC = Infusion von Vehikellésung wédhrend den Hauptperioden, FK 838 =
Infusion des ADO A, Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch
zwischen Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte + SEM.

Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg der GFR bei den UUL- und bei den KONTRA-Nieren, die
mit FK 838 behandelt wurden.
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Abbildung 31: Vergleich der glomerulédren Filtrationsrate (GFR) der SHAM operierten
Versuchsgruppe zwischen Vorperiode (VP) und der Hauptperiode (HP), in der der selektive
ADO A; Rezeptorantagonist FK 838 infundiert wurde. ANOVA / Tukey — Kramer
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Abbildung 32: Vergleich der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) der 24h ureterligierten Nieren
zwischen Vorperiode (VP) und der Hauptperiode (HP), in der der selektive ADO A;
Rezeptorantagonist FK 838 infundiert wurde. ANOVA / Tukey — Kramer
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Abbildung 33: Vergleich der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) der kontralateralen Nieren
zwischen Vorperiode (VP) und der Hauptperiode (HP), in der der selektive ADO A;
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O
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Tukey-Kramer
0,0001

Rezeptorantagonist FK 838 infundiert wurde. ANOVA / Tukey — Kramer
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3.2.4 Natriumausscheidung

Bei Betrachtung der Natriumausscheidung (UnsV) gibt es in den Vorperioden
keinerlei signifikante Unterschiede zwischen samtlichen Versuchsgruppen.
Dagegen fallt nach Gabe von FK 838 in der Hauptperiode eine hochsignifikante
(p<0,0001) Erhoéhung der Natriumausscheidung bei den SHAM operierten
Nieren von 0,19+0,03 auf 1,68+0,30 pmol/min/100g, bei den kontralateralen
Nieren von 0,3610,30 auf 1,74£0,51 pymol/min/100g auf (s. Abbildung 34). Kein
Signifikanzniveau dagegen erreicht die Erhéhung der Natriumausscheidung der
ureterligierten Nieren, ebenso wenig bei den Nieren, bei denen wahrend der

Hauptperiode die Vehikelldsung infundiert wurde.

UnaV [umol/min/100g]
— N N
&) f=} k)
| |

-
o
]

0,5 —

00 -
VP HP VP HP VP HP VP HP VP HP

SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL + FK 838 KONTRA + VHC  KONTRA + FK 838

Abbildung 34: Vergleich der Natriumausscheidung (Un,V) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellésung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéahrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Zu sehen ist eine signifikante Erhéhung der Uy,V in der Gruppe der SHAM—operierten und der

kontralateralen Nieren nach FK 838 Infusion.
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Wiederum interessante Ergebnisse sind bei der Beobachtung des filtrierten
Natriums (Fna) zu erkennen. In allen Gruppen, auf’er den Kontrollgruppen mit
Infundierung der Vehikelldsung, kommt es zu einem Anstieg des filtrierten
Natriums (s. Abbildung 35). Die Erhohung des filtrierten Natriums erreicht
jedoch ausschlieBlich bei den ureterligierten Nieren und den kontralateralen
Nieren das Signifikanzniveau, nicht jedoch in der Gruppe der SHAM operierten
Nieren. So kommt es bei den ureterligierten Nieren zu einem signifikanten
Anstieg des filtrierten Natriums von 10,69+3,31 auf 27,85+5,60 umol/min/100g
und bei den kontralateralen Nieren zu einem signifikanten Anstieg von
44,87+3,35 auf 69,86+8,86 umol/min/100g.
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SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL+FK838  KONTRA +VHC KONTRA + FK 838

Abbildung 35: Vergleich des filtrierten Natriums (Fy,) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéahrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Samtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

Eine signifikante Anderung des Fy, zeigt sich in der UUL- und der KONTRA-Gruppe nach FK
838 Infusion

Dagegen sind im Vergleich der fraktionellen Natriumausscheidung (FEna)

wieder signifikante Anstiege bei den SHAM operierten Nieren von 0,27+0,04 %
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auf 1,73+0,31 % und bei den kontralateralen Nieren in der Gruppe der mit FK
838 behandelten Nieren von 0,81+0,21 % zu erkennen (s. Abbildung 36). Kein
signifikanter Anstieg der fraktionellen Natriumausscheidung ist dagegen bei den
ureterligierten Nieren nach Behandlung mit FK 838 erkennbar, ebenso wenig
und auch bei den Nieren, die wahrend den Hauptperioden mit der

Vehikellosung behandelt wurden.
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Abbildung 36: Vergleich der fraktionellen Natriumausscheidung (FEy.,) aller Versuchsgruppen
(SHAM = Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA =
kontralaterale Niere, VHC = Infusion von Vehikellésung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 =
Infusion des ADO A, Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch
zwischen Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte + SEM.

Ein signifikanter Anstieg der FEy, ist in der Gruppe der SHAM — operierten und in der Gruppe

der kontralateralen Nieren zu sehen.
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3.2.5 Renale Kalium- und Chloridausscheidung

Im Vergleich der weiteren renalen Elektrolytausscheidung konnten keine
wesentlichen Veranderungen festgestellt werden. Steigerungen der
Elektrolytausscheidung konnten lediglich bei der Kaliumausscheidung (UkV) in
der SHAM-Versuchsgruppe beobachtet werden (s. Abbildung 37). Hier stieg
die Kaliumausscheidung von 0,49+0,06 auf 0,84+0,10 ymol/min/100g.

Ebenso tauchte dieser Effekt auch bei der Chloridausscheidung (UcV) von
0,54+0,09 auf 2,14+0,33 umol/min/100g auf. Hier allerdings ist auch eine
signifikante Steigerung der Chloridausscheidung von 0,76+0,11 auf 2,15+0,48
pmol/min/100g bei den kontralateralen Nieren der Versuchsgruppe mit FK

838—Infundierung zu erkennen (s. Abbildung 38).
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SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL+FK838  KONTRA+VHC KONTRA + FK 838

Abbildung 37: Vergleich der Kaliumausscheidung (UxV) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.
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Abbildung 38: Vergleich der Chloridausscheidung (UcV) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = ureterligierte Niere, KONTRA = kontralaterale Niere, VHC = Infusion von
Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = |Infusion des ADO A,
Rezeptorantagonisten FK 838 wédhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen Vorperiode
(VP) und Hauptperiode (HP). Samtliche Werte als Mittelwerte + SEM.

3.2.6 Natrium—-Kalium—Quotient

Auch bei der Betrachtung der Veranderungen des Natrium—Kalium—Quotienten
konnten keine wesentlichen Unterschiede in den Versuchsgruppen mit
unilateraler Ureterligatur beobachtet werden. Hier war wieder lediglich eine
Erhdhung der Natrium—Kalium—Ratio mit Signifikanzniveau in der Gruppe der
SHAM-operierten Nieren von 0,40+0,05 auf 2,17+0,44 zu beobachten (s.
Abbildung 39). Die Erhéhung der Natrium—Kalium—Ratio in der Versuchsgruppe
der behandelten kontralateralen Nieren mit FK 838 erreichte kein

Signifikanzniveau.
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Abbildung 39: Vergleich der Natrium — Kalium - Ratio aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

3.2.7 Osmolale Clearance

Auch bei der Osmolalen Clearance (Cosmol) zeigt sich ein ahnliches Bild. So
kommt es auch hier in der Gruppe der SHAM-operierten Nieren zu einer
signifikanten Erhohung der Osmolalen Clearance von 9,18+1,23 auf 22,36+2,51
pI/min/100g (s. Abbildung 40). Ebenso erreicht die Erhdhung der Osmolalen
Clearance in der Gruppe der behandelten kontralateralen Nieren das
Signifikanzniveau mit einer Erhéhung von 15,24+1,58 auf 26,88+3,65
pl/min/100g.

69



3. ERGEBNISSE

Cosmot [MI/mMin/100g]
- - N N w w
o 3 o I3 S 153
l I I I I

[¢}]
|

o
|

VP HP VP HP VP HP VP HP VP HP
SHAM + FK 838 UUL + VHC UUL+FK 838 KONTRA+VHC KONTRA + FK 838

Abbildung 40: Vergleich der Osmolalen Clearance (Cysmo) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiedereréffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte £+ SEM.

3.2.8 Freiwasserclearance

Eine signifikante Veranderung der Freiwasserclearance konnte hier
ausschlieRlich in der Gruppe der kontralateralen Nieren erkannt werden. (s.
Abbildung 41). So kam es zu einem Anstieg der Freiwasserclearance und damit
zu einer Steigerung der Konzentrierungsfahigkeit der Niere von -10,07+0,77 auf
-17,961£3,48 ml/min. Eine maRige Steigerung der Konzentrierungsfahigkeit
konnte auch bei allen anderen Versuchsgruppen, die mit FK 838 behandelt
wurden, beobachtet werden. Diese Steigerung der Konzentrierungsfahigkeit
erreichte jedoch nur in der Versuchsgruppe der kontralateralen Nieren das

Signifikanzniveau.
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Abbildung 41: Vergleich der Freiwasserclearance (Cyoo) aller Versuchsgruppen (SHAM =
Kontrollgruppe, UUL = 24h ureterligierte Niere nach Wiederertffnung, KONTRA = kontralaterale
Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéhrend den Hauptperioden, FK 838 = Infusion des
ADO A; Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden), jeweils auch zwischen
Vorperiode (VP) und Hauptperiode (HP). Sdmtliche Werte als Mittelwerte + SEM.

Zu sehen ist ein signifikanter Anstieg der Freiwasserclearance in der Gruppe der

kontralateralen Nieren nach FK 838 Infusion.

3.2.9 Ubersicht der Nierenfunktion bei Hydronephrose mit
Blockade der ADO A,—Rezeptoren (FK 838)

Eine Ubersicht und Zusammenfassung der Nierenfunktion bei Hydronephrose
mit Blockade der ADO A;—Rezeptoren in den Clearanceversuchen, in
Abhangigkeit von FK 838, ist in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die Nierenfunktion bei Hydronephrose mit Blockade der ADO A; — Rezeptoren (FK 838) in den Clearanceversuchen. Alle
Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Die Bezeichnungen der untersuchten Parameter s. Kapitel 2.3. (SHAM = Kontrollgruppe, UUL = ureterligierte Niere,
KONTRA = Infusion des ADO A,
Rezeptorantagonisten FK 838 wéhrend den Hauptperioden. A = p<0,05 versus VP

kontralaterale Niere, VHC = Infusion von Vehikellbsung wéahrend den Hauptperioden, FK 838 =

SHAM UuL UuL KONTRA KONTRA
+ + + + +
FK 838 VHC FK 838 VHC FK 838

VP HP VP HP VP HP VP HP VP HP
uzv 2,37+0,4 12,71+2,37 1,40£0,32 1,38+0,36 1,12+0,55 2,17+0,77 3,66+0,98 3,61+0,92 5,02+1,44 12,1743,00
(ul/min/100g) A A
GFR 498,32+51,33 | 842,99+174,94 | 80,03+13,21 | 102,01+26,38 | 81,19+19,31 | 179,83+36,06 | 353,48+42,65 | 334,52+62,58 | 306,92+23,95 | 458,99+53,26
(ul/min/100g) A A
UnaV 0,1940,03 1,68+0,30 0,10+0,02 0,096+0,02 0,2040,12 0,27+0,14 0,21%0,05 0,27+0,09 0,36+0,09 1,74+0,51
(umol/min/100g) A A
Fra 67,2516,70 108,32+21,71 11,53+1,88 14,94+3,78 10,6943,31 27,85+5.60 50,80+5,81 48,34+8,52 44,87+3,53 69,86+8,86
(umol/min/100g) A A
FEna 0,27+0,04 1,73+0,31 1,16+0,28 0,85+0,19 1,20+0,58 0,83+0,27 0,38+0,07 0,57+0,18 0,81+0,21 2,43+0,71
(%) A A
UkV 0,49+0,06 0,84+0,10 0,076+0,010 | 0,090+0,021 | 0,099+0,044 0,13+0,03 0,45+0,04 0,42+0,05 0,55+0,10 0,79+0,11
(umol/min/100g) A
Fx 2,07+0,19 2,43+0,34 0,32+0,05 0,43+0,10 2,75+1,66 5,95+1,02 1,43+0,15 1,39+0,21 1,29+0,11 9,51+0,25
(umol/min/100g)
FEk 20,24+2,07 36,25+7,10 22,21+4,03 24,74+7,23 8,43+4,68 15,48+3,16 30,45+1,42 32,41+4,01 33,67+2,84 36,64+1,28
(%)
UaV 0,54+0,09 2,14+0,33 0,10+0,01 0,09+0,02 0,22+0,02 0,61+0,49 0,40+0,08 0,44%0,12 0,76+0,11 2,15+0,48
(umol/min/100g) A A
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SHAM UuL UuL KONTRA KONTRA
+ + + + +
FK 838 VHC FK 838 VHC FK 838
VP HP VP HP VP HP VP HP VP HP

Fei 164,14152,17 | 572,44161,74 6,87+1,58 9,28+2,83 8,79+2,94 25,26+10,34 | 112,85+26,80 | 127,52+57,09 | 56,38+18,34 92,17+18,54
(umol/min/100g)
FEc 0,81%0,17 1,96+0,56 1,92+0,36 1,55+0,39 1,63+0,37 1,82+1,40 0,50+0,18 0,79+0,37 1,66+0,45 2,68+0,67
(%) A
Na/K 0,40+0,05 2,17+0,44 1,59+0,30 1,53+0,43 1,77+0,44 1,61+0,37 0,44+0,08 0,61+0,16 0,65+0,16 2,30+0,77
Ratio A
Cosmol 9,18+1,23 22,36+2,51 1,61+0,38 1,57+0,43 2,77+1,57 4,66+1,94 11,5542,28 8,85+1,46 15,24+1,58 26,88+3,65
(ul/min/100g) A A
Chzo -6,71+1,14 -9,29+2,00 -0,28+0,07 -0,19+0,06 -0,83+0,57 -1,50+0,69 -7,89+2,17 -5,24+0,73 -10,07+0,77 -17,9643,48
(ml/min) A
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4 DISKUSSION

4.1 Ergebnisse Teil 1: Zeitabhangige Anderungen der

Nierenfunktion nach UUL

Die Untersuchungen der Nierenfunktion in Abhangigkeit zur Zeit nach
unilateraler Ureterligatur konnten zeigen, dass bereits nach 6 Stunden
Okklusion die GFR auf 61% gegenuber der unligierten Niere abfallt. Bereits
nach 12 Stunden betragt die GFR lediglich noch 40% der Ausgangswerte und
fallt nach 24 Stunden Ureterligatur noch weiter auf 23% ab. Nach 3 Tagen hat
die Niere ihre Funktion fast vollstandig eingestellt, was sich in der GFR, die
noch 14% im Vergleich zur Kontrollniere zeigt, wiederspiegelt. Auch bei der
Betrachtung der Freiwasserclearance fallt auf, dass bereits nach 6 Stunden
Ureterligatur die Konzentrierungsfahigkeit der Niere um 77% gesunken ist. Im
Gegensatz zur GFR, die nach 12 Stunden noch 40% betragt, ist die
Konzentrierungsfahigkeit der Niere zu diesem Zeitpunkt bereits nahezu verloren
gegangen und es wird ein plasmaisotoner Urin ausgeschieden. Damit sind die
in der Literatur publizierten Daten auch fir die Rattenniere bestatigt und
vervollstandigt. Somit stellt die Kontrollgruppe der Versuche des ersten Teils
eine zuverldssige Ausgangslage zur Erfassung der Veranderungen der

Nierenfunktion durch den ADO-A-Rezeptorantagonisten FK 838 dar.

4.1.1 Urinzeitvolumen und glomerulare Filtrationsrate

Die Urinzeitvolumina der ureterligierten Nieren weisen in den verschiedenen
Versuchsgruppen kaum relevante Unterschiede auf. Sie lagen jedoch
durchschnittlich unterhalb der Normalwerte. Im Vergleich zur Literatur ware
vielmehr eine Diurese zu erwarten gewesen (35 ; 92). Dies konnte darin

begriindet sein, dass die Zeit vom Ldsen der Okklusion bis zum letztendlichen
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Erreichen des endgultigen Flusses innerhalb der Tubuli zu kurz gewesen sein
kdnnte, so dass die zu erwartenden erhdohten Urinzeitvolumina nicht erreicht
werden konnten. Um dies zu Uberprifen, miusste in weiteren Versuchen die
Anzahl der Versuchsperioden und damit die Zeit nach Losung der Okklusion
erhoht werden, um eine eventuelle Zunahme der Urinzeitvolumina zu erkennen.
Dagegen ist an den kontralateralen Nieren eine kontinuierliche Zunahme des
Urinzeitvolumens in der Zeit nach der Wiedereroffnung der Ureterligatur
erkennbar. Davon weicht lediglich die Gruppe der kontralateralen Nieren nach
24—stundiger Ureterligatur ab. Bei Betrachtung der Storfaktoren fallt in dieser
Gruppe jedoch eine erhéhte Operationsdauer, ein erniedrigter mittlerer
arterieller Blutdruck, wie auch ein erniedrigter Hamatokrit auf, was fur einen
mehr traumatisierenden Operationsverlauf, verglichen mit den Ubrigen
Versuchsgruppen, spricht. Da die Versuchsgruppe der 24-stindig
ureterligierten Tiere die Gruppe der anfanglichen Versuche darstellt, kann diese
Vermutung als wahrscheinlich angenommen werden.

Es kann somit von einer progredienten Zunahme des Urinzeitvolumens der
kontralateralen Nieren ausgegangen werden. Dies koénnte auf einen
Kompensationsmechanismus der kontralateralen Nieren hinweisen. So stellte
bereits Wahlberg bei seinen Versuchen eine Steigerung der Durchblutung und
der Filtrationsleistung der kontralateralen Nieren fest (110). Auch Hauser hatte
Hinweise auf Kompensationsmechanismen durch eine vermehrte Expression
der kontralateralen Nieren nach Ureterligatur mit erhohter Expression von
Zellzyklusproteinen im Sinne einer kompensatorischen Hypertrophie (39). Die
progrediente Zunahme des Urinzeitvolumens mit maximaler Adaption nach 72—
stiindiger Ureterligatur der kontralateralen Niere, kdnnte ein weiterer Hinweis
auf Kompensationsmechanismen sein, der die Grundlage weiterer Forschung
darstellen konnte.

Bei der Betrachtung der glomeruléren Filtrationsrate lasst sich eine
progrediente Abnahme bei den ureterligierten Nieren feststellen. Wahrend sie
bereits nach 6-stindiger Ureterligatur noch 60% der kontralateralen Nieren
betragt, fallt sie bis auf 14% nach 72—stundiger Ureterligatur ab. Wie bereits von

Moody und Yarger postuliert, tritt bereits nach 5 bis 8 stundiger Ureterokklusion
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eine anhaltende Vasokonstriktion mit reduzierter Nierendurchblutung ein (64 ;
114). AuBRBerdem sinkt zum renalen Blutflul ebenso die glomerulare
Filtrationsrate (36 ; 113). Dafur ist vor allem die Vasokonstriktion der Vasa
afferentia der Glomerula, begleitet von einem Abfall des hydrostatischen
Druckes in den glomerularen Kapillaren, verantwortlich (4 ; 97). Somit kann
angenommen werden, dass die mit der Zeit progredient verminderte GFR in der
veranderten Hamodynamik mitbegrindet liegt. Da es sich bei dieser Arbeit um
Messungen in der postobstruktiven Phase handelt, ware es weiterhin
interessant zu erforschen, ob es sich hierbei um eine reversible Abnahme der
Nierenfunktion handelt. Dazu wurde im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht, ob
mit Blockierung der ADO-A.—Rezeptoren diese Abnahme der glomerularen
Filtrationsrate vermindert werden kann. Auf diese Ergebnisse wird im spateren
Verlauf noch genauer eingegangen.

Im Unterschied zum Urinzeitvolumen lasst sich bei der glomerularen
Filtrationsrate der kontralateralen Nieren keine Anderung (ber die Zeit
feststellen. Das bedeutet, dass die Kompensationsmechanismen der

kontralateralen Niere nicht auf hamodynamischen Mechanismen beruhen.

4.1.2 Renale Elektrolytausscheidung

Die Natriumausscheidung nach Wiedereroffnung der Ureterligatur zeigt eine
Verminderung parallel zur Dauer der Ligatur. Damit gehen sie auch dem Abfall
der GFR parallel. Die fortschreitende Verminderung der tubularen
Natriumreabsorption, sichtbar an der leichten Zunahme der fraktionellen
Natriumausscheidung, zeigt - parallel zur Dauer der Ureterligatur - eine
Resorptionsschwache der Tubuli an. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
in der Literatur beschriebenen verminderten Transportleistung der Tubuli bei
Hydronephrose (35 ; 43 ; 42 ; 92).

Die Ausscheidung von Kalium nach UUL andert sich nicht signifikant mit der
Dauer der Ureterligatur. Der Natrium-Kalium-Quotient im Urin nimmt daher
signifikant ab. Die Chloridausscheidung geht der Natriumausscheidung

weitgehend parallel. Der deutliche Anstieg der fraktionellen Natriumaus-
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scheidung nach 12-stindiger Ureterligatur von 0,26% auf 1,00% nach 24—
stiindiger Ureterligatur konnte auf die generalisierte Herunterregulation der flr
die Natriumreabsorption notigen Transportproteine, wie der Na-K-2 CI-
Cotransporter, die Na—K—ATPase oder den epithelialen Natriumkanal ENaC
zuruckzufihren sein (42 ; 43).

Die Kaliumausscheidung der UUL-Niere andert sich parallel zur
Natriumausscheidung. Diese Beobachtung entspricht der Ergebnissen der
Literatur (102 ; 112).

Zusammengefasst bestatigen unsere Ergebnisse die in der Literatur
beschriebene Abschwachung des tubularen Elektrolyttransportes bei

Ureterligatur.

4.1.3 Konzentrierungsfahigkeit

Die Konzentrierungsfahigkeit der Niere gemessen in der vorliegenden Arbeit an
der osmolalen- und Freiwasser— Clearance nimmt schon nach 6 Stunden
Ureterligatur bereits deutlich ab. Nach 12 Stunden UUL scheidet die Niere nur
noch plasmaisotonen Urin aus.

Die Verminderung des Elektrolyttransports im aufsteigenden Ast der
Henleschen Schleife, sowie die Herunterregulation der Aquaporine 2 (25) wird
als Ursache fir den Verlust der Konzentrierungsfahigkeit der ureterligierten
Niere angesehen.

In allen Gruppen der kontralateralen Nieren fallen bei der Untersuchung der
Freiwasserclearance und damit der Konzentrierungsfahigkeit nahezu identische
Werte auf, so dass davon ausgegangen werden muss, dass die oben
angesprochenen Adaptations- und Kompensationsmechanismen keine
Auswirkungen auf die Konzentrierungsfahigkeit der kontralateralen Nieren

haben.
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4.2 Ergebnisse Teil 2: Wirkung des ADO-A,—
Rezeptorantagonisten FK 838 nach 24 Stunden UUL

In unseren Versuchen hat sich gezeigt, dass durch die Behandlung der 24
Stunden ureterligierten Nieren mit FK 838 eine signifikante Erhdhung der
glomerularen Filtrationsrate und damit des filtrierten Natriums erreicht werden
kann. Bei den kontralateralen Nieren kommt es ebenso, wie auch bei den
ureterligierten Nieren, zu einer signifikanten Steigerung der glomerularen
Filtrationsrate. Zusatzlich kommt es bei den kontralateralen Nieren zu einem
signifikanten Anstieg des Urinzeitvolumens, der absoluten, sowie der
fraktionellen Natriumausscheidung, der Chloridausscheidung und der
Freiwasserclearance. Damit zeigt die kontralaterale Niere die erwartete
induzierte Diurese, die durch ADO-A1-Rezeptor-Antagonisten (KW 3902, CVT-
124, FK 453, FK 838) bei gesunden Tieren (5 ; 61 ; 111) und Menschen (6 ; 30 ;
91 ; 105) gezeigt werden konnte.

4.2.1 Glomerulare Filtrationsrate und Urinzeitvolumen, renale

Elektrolytausscheidung und Konzentrierungsfahigkeit

Wie in der Einleitung ausgefuhrt wird die glomerulare Filtrationsrate (GFR)
intrarenal durch den tubuloglomerularen Feedback (TGF) gesteuert. Als
Mediator dieser vaskularen Antwort auf tubulare Ereignisse (Natrium-, Kalium-
und Chloridkonzentration in der Tubulusflissigkeit an der Macula densa) wird
das Adenosin angesehen, das Uber ADO-A-Rezeptoren eine praglomerulare
Vasokonstriktion in den Vasa afferentia hervorruft. Daraus lasst sich vermuten,
dass FK 838 als selektiver ADO-A:-Rezeptor-Antagonist die endogene
vaskulare Adenosinwirkung hemmt. Auf die verstarkte Vasokonstriktion in der
24 Stunden UUL ubertragen lasst sich vermuten, dass ein Spasmus der
afferenten Arteriolen vorliegt. Diese Annahme wird unterstitzt von den
Mikropunktionsuntersuchungen an Ratten mit 24 Stunden UUL (4). Die
Zunahme der GFR bei UUL durch FK 838 betragt prozentual auf die
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Ausgangslage 220%, wahrend die GFR der kontralateralen Nieren nur um das
1,5-fache ansteigt. Das kann bedeuten, dass der TGF besonders stark bei UUL
aktiviert ist.

Trotz erhdhter GFR bei UUL ist die FK 838 induzierte Diurese nicht signifikant
angestiegen (im Gegensatz zur kontalateralen Niere). Das bedeutet, dass die
tubulare Transportleistung flr Natrium nach FK 838 bei UUL nicht vermindert
ist. Unsere Versuche waren nicht dazu ausgelegt, die diuretische Wirkung von
FK 838 auf einzelne Tubulusabschnitte zu differenzieren. Dennoch kann man
annehmen, dass der proximale Tubulus bei UUL so geschadigt ist, dass die
Hemmung auf die tubulare Transportleistung nicht mehr eintreten kann.
Alternativ.  ist moglich, dass die verbesserte Mikrozirkulation im
Markrindenbereich die Kompensationsmechanismen fur erhdhte tubulare
Beladung (Erhéhung der GFR) bei UUL verbessert.

Die schwache und nicht signifikante Zunahme der Freiwasserclearance (Cuz0)
und der osmolalen Clearance (Cosmoi) durch FK 838 bei UUL kann verstanden
werden, durch die Annahme einer geschwachten Transportleistung des
Sammelrohrsystems flur die kurze Zeit von 150 min nach Wiedererdffnen der
Ureterligatur. Die Frage, wie stark bei langerer Wiedererholungszeit auch die
Funktion der Sammelrohre Normalwerte erreicht, muisste in weiteren

Untersuchungen geklart werden.
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Eine therapeutische Option aus den hier beschriebenen Versuchen kénnte sich
bei folgender Konstellation ergeben:

Ein Patient mit Urolithiasis musste sich in frGheren Zeiten einer steinbedingten
Nephrektomie unterziehen. Jetzt entwickelt er wieder einen Stein in der
verbleibenden Niere, der zu einem vollstandigen Verschluss des Ureters fihrt
(,stumme Niere®). Wenn der Patient wenige Tage spater zur Steinentfernung in
die Klinik kommt, kann seine Nierenfunktion, ahnlich wie in den vorliegenden
Untersuchungen, schon stark eingeschrankt sein. Um eine genugend schnelle
Erholung der Nierenfunktion nach Wiedereroffnung des obstruierten Ureters
erreichen zu kénnen (um eine mdgliche Dialysepflichtigkeit zu vermeiden),
konnte mit einem selektiven ADO-A1-Rezeptorantagonisten wie z.B. KW 3902

(Rolofylline) die Erholung der Nierenfunktion beschleunigt werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Hydronephrose ist im Erwachsenenalter in 2% die Ursache der terminalen
Niereninsuffizienz. Im Kindesalter stellt sie sogar die haufigste Ursache dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass Adenosin an den
hamodynamischen Veranderungen der Niere bei Hydronephrose vermitteln
konnte. Hierzu verwendeten wir ein Modell der Hydronephrose durch unilaterale
Ureterligatur bei Ratten. Die Nierenfunktion wurde nach 6, 12, 24 und 72
Stunden (h) Ureterligatur untersucht. Es zeigte sich, dass nach
Wiedereroffnung des ligierten Ureters die GFR ab 6 h bei 61% und nach 72 h
UUL nur noch bei 14% der Ausgangswerte lag. Die tubulare
Elektrolytreabsorption und die Konzentrierungsfahigkeit der Niere waren
ebenfalls deutlich durch UUL reduziert. Um die Bedeutung der
adenosinbedingten Konstriktion der afferenten Arteriolen Uber ADO-A;-
Rezeptoren bei der UUL-induzierten GFR-Abnahme zu prifen, applizierten wir
i.v. den hoch-selektiven ADO-A—Antagonisten FK 838 mit einer Infusion von
100ug/kg/h.

Es zeigte sich bei den Tieren mit 24 h UUL, dass FK 838 gegenuber den
Vehikelkontrollen die GFR signifikant um das 2,2-fache erhohte, wahrend das
Harnzeitvolumen und die Elektrolytausscheidung nur geringfligig zunahmen.
Die scheinoperierten Tiere (SHAM) reagierten wie erwartet auf die Gabe von
FK 838 mit einer deutlich ausgepragten Steigerung der Elektrolytausscheidung.
Diese Ergebnisse fuhren zu dem Schluss, dass ADO-A-Rezeptoren an der
hamodynamischen Antwort der Niere auf Ureterligatur beteiligt sind. Das Fehlen
einer tubularen Wirkung des ADO-As—Antagonisten FK 838 bei UUL spricht
dafur, dass bei UUL die adenosinsensitiven Transportproteine nicht mehr intakt
sind. Die Steigerung der GFR bei UUL durch den ADO-A:—Antagonisten
konnte eine therapeutische Option darstellen, um nach Wiedererdffnung einer
Ureterobstruktion z.B. bei Urolithiasis die Erholung der Nierenfunktion zu

beschleunigen.
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° Grad

A Arteria

ADA Adenosindesaminase
ADH Antidiuretisches Hormon
ADO Adenosin

ADP Adenosindiphosphat
AMP Adenosinmonophosphat
ATP Adenosindiphospaht
bidest. bedestillatus

bzw beziehungsweise

C Celsius

ca circa

cAMP cyclisches AMP

Ch20 freie Wasserclearance
Ci Curie

Cl Chlorid

cm Zentimeter

Cosmol Osmolare Clearance
CPA Cyclopentyladenosin
dia diastolisch

DMPX Dimethyl-Propargylxanthine
DMSO Dimethylsulfoxid
DPCPX  Cyclopentyl-Dipropylxanthine

dpm decays per minute
ENaC epithelialer Natriumkanal
et al Et alii (und andere)

Fa Firma
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Fci filtriertes Chlorid

FEc fraktionelle Chloridausscheidung

FEk fraktionelle Kaliumausscheidung

FENa fraktionelle Natriumausscheidung

Fk filtriertes Kalium

FNna filtriertes Natrium

g Gramm

GFR glomerulare Filtrationsrate

h hours (Stunden)

HCI Chlorwasserstoff (Salzsaure)

HF Herzfrequenz

Hg Quecksilber

Hkt Hamatokrit

HP Hauptperiode

ID Innendurchmesser

K Kalium

kg Kilogramm = 10® Gramm

KG Korpergewicht

KONTRA kontralateral

I Liter

u mikro = Faktor 10

m Meter

m milli = Faktor 107

M Musculus

M Mol

MAP Mean arterial pressure

min Minuten

N Nervus

n Anzahl der Versuchstiere in einer
Gruppe
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n nano = Faktor 10

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

NAD Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid

NaOH Natriumhydoxid

Oz Sauerstoff

PAS Periodic Acid Schiff

RBF renal blood flow (renaler Blutfluss)
S siehe

SAH S-Adenosyl-L-Homocystein
SD Sprague-Dawley

SEM Standard error of the mean
sys systolisch

TGF tubulo-glomerularer Feedback
UgV Chloridausscheidung

UkV Kaliumausscheidung

UnaV Natriumausscheidung

USP United States Pharmacopeia
UUL unilaterale Ureterligatur

uv Urinvolumen

uvz Urinzeitvolumen

VHC Vehikel

VP Vorperiode
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