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l. Einleitung

1.Renale Hamodynamik, Autoregulation und Adenosin

Um ihre Organfunktion unter physiologischen Bedingungen zu steuern, besitzt
die Niere, wie viele andere Organe, Autoregulationsmechanismen. So wird Uber
die groRe Spannbreite des arteriellen Blutdrucks von 80—160 mmHg die renale
Durchblutung und die glomerulare Filtrationsrate und damit die Organfunktion
durch intrinsische renale Mechanismen konstant gehalten. Im wesentlichen
werden drei Komponenten dieser Autoregulationsleistung als zugrundeliegend

diskutiert: eine myogene, eine neuronale und eine metabolische Komponente.

Nach der bisherigen Auffassung spielt die myogene Komponente der Autoregu-
lation bei der Niere nur eine untergeordnete Rolle. Byaliss beschrieb 1902 nach
Beobachtungen, dal} ein glatter Gefalkmuskel auf eine initiale Dehnung mit ei-
ner Kontraktion reagiert. Das bedeutet fur die Niere, dald bei einer Zunahme
des arteriellen Blutdruckes, einhergehend mit einer Zunahme des transmuralen
Druckes im Vas afferens, daraus eine Dehnung des Gefales resultiert und die-
ses Gefal® dann kontrahiert. Das fuhrt somit zu einer weiteren Erhéhung der
Wandspannung im Vas afferens, was in einen Circulus vitiosus munden wurde,
der zu einer weiteren Abnahme der renalen Durchblutung fuhrt. Weitergehende
Untersuchungen konnten in Bezug auf die Niere keine eindeutige Klarung brin-
gen. Studien Uber die myogene Autoregulation zeigten, dal} die glatte Muskula-
tur der Arterien und Arteriolen Uber eine spontane, rhythmisch-oszillierende
kontraktile Aktivitat verfugen (Siegel et al., 1984; Holstein-Rathlou et al., 1994).
Dieser intrinsisch vaskulare Mechanismus, auch Vasomotion bezeichnet, wird
durch verschiedene Mechanismen getriggert und entsteht durch einen pulsati-
len Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration. Bei Hypertonie konnte
man sowohl einen Anstieg der Amplitude als auch der Frequenz der kontrakti-
len Aktivitat beobachten (Yipp et al., 1993; Holstein-Rathlou et al., 1994). Dar-
aus liele sich eine vermehrte Sensitivitat der GefalBmuskulatur fur Calcium bei

Hypertonie und damit auch flr vasokonstiktorische Mediatoren herleiten. Dieser



Effekt 1aRt sich durch Blockade der Calcium-Kanale unterbinden (Holstein-
Rathlou et al., 1991 und 1994).

Ebenso scheinen neuronale Einflusse bei der Niere nur eine Nebenrolle zu
spielen, da Renkin und Gilmore (1973) an denervierten Nieren zeigten, daf
diese auch bei verandertem Perfusionsdruck ihre Durchblutung konstant halten
kénnen. Deshalb scheinen aus den vorher schon beschriebenen Grinden den
metabolischen Einflissen groRere Bedeutung zuzukommen. So wird der Theo-
rie der metabolischen Komponenten als Hauptfaktor fur die Autoregulation heu-
te das meiste Gewicht in der Nierendurchblutung zugeschrieben.

Den weitaus grofdten Anteil am renalen Sauerstoffverbrauch hat die Elektro-
lytreabsorption. Diese wird in erster Linie durch die primar-aktive, ATP-
verbrauchenden Natrium-Rickresorption (ber die Na'/K'-ATPase bestimmt,
wodurch auch sekundar-aktive Transportmechanismen und Na*-Cotransport-
mechanismen ihren ,Antriebsgradienten® erhalten, d. h. der Energieverbrauch
wird in erster Linie fur die Ruckresorption von Natrium aufgewendet. Die Kon-
trolle des Energieverbrauches einer filtrierenden Niere kann so auf die Regula-
tion des renalen Blutflusses zurlickgefuhrt werden. Durch den renalen Blutflu®
wird die glomerulare Filtrationsrate, dadurch die tubulare Elektrolyt- und Flus-
sigkeitsbeladung und so die Reabsorption von Natrium und schlieRlich auch
von anderen Elektrolyten bestimmt. Senkt die Niere ihre Organperfusion, so
sinkt folglich auch der Sauerstoffverbrauch. Es liegt nahe, aus dem vor allem flr
die Na'/K*-ATPase zugrunde liegenden Sauerstoffverbrauch auf eine Metabo-
lismus-abhangige Autoregulation Uber einen vasokonstriktiven Metaboliten zu
schliel3en.

Unter physiologischen und Belastungsbedingungen sind verschiedene Metabo-
lite des Zellstoffwechsels an der Aufrechterhaltung der Organdurchblutung be-
teiligt, wie H'- und K*-Konzentration, Lactat, Pyruvat, Sauerstoff- und Kohlendi-
oxidpartialdruck, Stickstoffmonoxid, Adenosin und verschiedene Mediatoren,
(wie Bradykinin und Prostaglandine). Die meisten Organe (ZNS, Skelettmusku-
latur, Herzmuskel, Mesenterium, Haut) reagieren auf eine Belastungssituation
bei gesteigertem Sauerstoff- und auf ATP-Verbrauch mit einer prakapillaren

Vasodilatation. So kommt es bei einem vermindertem ATP/ADP-Quotient



(,Phosphorylierungspotential“) oder bei Sauerstoffmangel zu einer reaktiven
Hyperamie, und damit stehen dem entsprechenden Organsystem wieder neue
Substrate und Sauerstoff zur Energiegewinnung zur Verfugung. Diese Hypo-
these wurde von Berne (1963) erstmals beschrieben und von Gerlach (Schra-
der, Haddy, Gerlach, 1977) weiter verfolgt.

Die Niere macht in diesem Punkt jedoch eine Ausnahme und reagiert auf eine
Ischamie mit einer Vasokonstriktion (Osswald et al., 1977). Angesichts eines
Energiemangels erscheint eine Vasokonstriktion zur Reduktion der Filtrationsra-
te und damit des Energieverbrauchs auch sinnvoll, denn eine Dilatation der Ge-
faRe und eine daraus resultierende Erhdhung der GFR und des Energie-
verbrauchs zur Elektrolytreabsorption wurde den ATP/ADP-Quotienten weiter
vermindern. Fur die filtrierende Niere gilt inzwischen die Hypothese, dal} sie mit
Vasokonstriktion statt Dilatation auf Adenosin reagiert.

Die Bildung von Adenosin korreliert positiv mit einem Sauerstoffdefizit und in
der Niere, wie schon oben beschrieben, auch mit einer gesteigerten Arbeitslast
fur die Ruckresorption. Adenosin zeigt in der Niere eine vasokonstriktive Wir-
kung und wird damit dem Wirkungsprinzip eines endogenen Mediators fur eine
negative Ruckkopplung gerecht. Auch die Beobachtung einer Akkumulation von
Adenosin unter ischamischen Bedingungen in der Niere beim Tierversuch von
Ratten und Hunden paldt zu dieser Annahme (Miller et al., 1978; Osswald et al.,
1977).

Das bedeutet, eine verstarkte tubulare Arbeit durch die Transportleistung fur
Natrium kann unter physiologischen Bedingungen durch Ruckkopplung die

glomerulare Filtrationsrate beeinflussen, von der sie abhangig ist.



Renaler Glomerulare Tubuléare NaCl-
Blutfluf3 Filtrationsrate Beladung

Signal- ATP- Tubuldre Reab-
transduktion | «——— | Metabolismus | «—— sorption

Abbildung 1 Schematische Darstellung der Beziehung zwischen Durchblutung

und tubuldrem Natriumtransport in der Niere (Osswald und Gleiter, 1993)

Erklarung: Wie schon im Text beschrieben, wird die glomerulare Filtrationsrate
durch den renalen Blutflu bestimmt. Dadurch wird die tubulére Beladung an
NaCl und dessen tubulare Reabsorption beeinflut. Die tubulare NaCl-
Beladung korreliert unter physiologischen Bedingungen mit dem hierflr aufge-
wendeten Sauerstoff- und ATP-Verbrauch. Anderungen des ATP-Metabolismus
und als Mediator wirksame Metabolite konnen durch eine Ruckkopplung direkt
den renalen BlutfluR beeinflussen, so dal® ein Regelkreislauf entsteht. Dieser
Regelkreis erhalt ein Gleichgewicht aus renalem Blutflu®, glomerularer Filtrati-

on, tubularer Reabsorption und Energieverbrauch.

2. Adenosin

Adenosin entsteht hauptsachlich intrazellular durch Hydrolyse von Adenosin-5-
Monophosphat (AMP) gesteuert von dem Enzym 5-Nukleotidase. Es kann
durch Nukleosid-Transporter leicht durch die Zellmembran permeieren. So kann
Adenosin leicht in das Interstitium gelangen und dort aufgrund seiner sehr kur-
zen Halbwertszeit von 3—-5 Sekunden als Gewebshormon fungieren (Berne et
al.,, 1983). AuRerdem wird Adenosin auch extrazellular durch die
5-Ectonuclease aus AMP oder durch die Ecto-Phosphodiesterase aus cAMP

gebildet. Eine dritte Moglichkeit der Adenosinbildung ist die Hydrolyse von



S-Adenylhomocystein (SAH) in Adenosin und Homocystein. Unter normoxi-
schen Bedingungen werden so Uber 30% des intrazellularen Adenosins durch
die SAH-Hydrolase in der NADH-Form gebunden. Unter ischamischen Bedin-
gungen hat das Enzym in der reduzierten NAD-Form eine 3—4fach niedrigere
Bindungskapazitat fur Adenosin, so daf® Adenosin freigesetzt wird (Kloor et al.,
1996).

Extrazellulares Adenosin bindet sich an spezifische Adenosin-Membran-
rezeptoren des Purin-Types (Fredholm et al., 1994; Ralevic und Burnstock,
1998).

Die Adenosinrezeptoren unterteilen sich in drei verschiedene Rezeptortypen
(Fredholm et al., 1998), die sich in der Signaltransduktion unterscheiden. A1-
Rezeptoren sind an die Adenylatcyclase inhibitierende Gi-Proteine und Go-
Proteine gekoppelt (Freissmuth et al., 1991; Munshi et al., 1991), die eine vaso-
konstrikorische Wirkung von Adenosin vermitteln kdnnen. Die Gg-gekoppelten
Rezeptoren fuhren zu einer Aktivierung der Phospholipase C, die Phosphatidyl-
inosit-4,5-Diphosphat (PIP,) in Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglyce-
rin (DAG) spaltet. IP; fiihrt zu einer Freisetzung von Ca®* aus den intrazellula-
ren Speichern und zur Offnung von Ca?*-Kanalen. Wahrend DAG die Proteinki-
nase C stimuliert, die ihrerseits weitere intrazellulare Enzyme und spezifische
Zielproteine phosphoryliert und damit deren Aktivitatsmuster verandert. Unter
anderem wird dadurch auch die Adenylatcyclase inhibiert und die Phospho-
diesterase stimuliert, was zu einem Absinken der cAMP-Konzentration fuhrt. Im
weiteren Verlauf der Signaltransduktion kommt es durch die verminderte cAMP-
Konzentration zu einer verringerten Stimulation der Ca**-ATPase, die durch
cAMP aktiviert werden kann. Dies zieht eine verzdgerte Elimination der intrazel-
lularen Ca**-Konzentration durch Sequestration von Ca** in das sarkoplasmati-
sche Retikulum nach sich. So kommt es letztendlich durch den gestiegenen in-
trazelluldren Spiegel an Ca** zu einer vermehrten Kontraktilitat. Ca** komple-
xiert unter anderem mit Calmodulin und aktiviert so unterschiedliche Zielprotei-
ne, wie zum Beispiel durch die Bindung an Caldesmon, die eine Aktivierung des

Myofilaments Aktin ermdglicht.



Die Adenosin-A1-Rezeptoren mit der Kopplung an Gi-Proteine kénnen die Off-
nungswahrscheinlichkeit eines K*-Kanals zu einem K*-Einstrom erhdhen, was
zu einer Hyperpolarisation und Aktivitatsabnahme der Zelle fuhrt. Weitere G-
Proteine kénnen auch die Offnung eines spannungsabhingigen Ca?*-Kanals
hemmen. Beide G-Proteintypen der Adenosin A1-Rezeptoren, G;-Proteine, wie
Go-Proteine sind durch das Pertussis-Toxin irreversibel hemmbar (Munshi et al.,
1991; Forth, Henschler, Rummel, Starke, 1996).

A2-Rezeptoren sind dagegen an die Adenylatcyclase stimulierende G-Proteine
gekoppelt (Maenhaut et al., 1990; Feoktistov et al., 1994). Sie wirken unter an-
derem durch eine Calzium-Sequestrierung vasodilatatorisch. Durch den gestie-
genen Spiegel an cAMP kommt es unter anderem zu einer Aktivierung der Pro-
teinkinase A und auch zu einer Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten-
kinase. Dies hat eine Abnahme der Empfindlichkeit der kontraktilen Myofilamen-
te gegeniiber dem Ca**/Calmodulin-Komplex und somit eine verminderte Kon-
traktilitat zur Folge.

A2-Rezeptoren werden noch unterteilt in A2a-Rezeptoren, flr die Adenosin eine
hohe Affinitat hat und daher schon bei niedrigeren Konzentrationen wirkt, und in
A2b-Rezeptoren, auf die Adenosin aufgrund der niedrigeren Affinitat der Rezep-
toren fur Adenosin erst in hdheren Konzentrationen wirkt.

A3-Rezeptoren sind ahnlich wie A1-Rezeptoren an inhibitorische G-Proteine
gekoppelt und senken ebenfalls die Aktivitat der Adenylatcyclase und damit die
intrazellulare Konzentration von cAMP (Zhou et al., 1992; Salvatore et al.,
1993).

A3-Rezeptoren sind vermutlich beteiligt an der Protektion vor Infarzierung des
Herzmuskels durch ischamische Prakonditionierung (Olsson et al., 1990) und
an der ischamischen Konditionierung an der Niere, die eine ahnlich protektive
Wirkung gegenuber Hypoperfusion und ischamischen Schaden wie am Herzen
zu besitzen scheint (Lee und Emala, 2000). Weitere Funktionen fur A3-
Rezeptoren konnten bisher noch nicht eindeutig identifiziert werden, obwohl sie
schon in den verschiedensten Organen, unter anderem in der gesamten Niere,

nachgewiesen wurden.



So wirkt Adenosin bei vielen physiologischen Vorgangen als Mediator und Re-
gulator. Z. B. kann die Transmitterausschuttung in Neuronen Uber prasynapti-
sche A1-Rezeptoren durch einen verminderten Calcium-Influx oder eine Hyper-
polarisation der Membran blockiert werden (Dunwiddie, Fredholm, 1997). Am
Herzen wird z. B. die Uberleitung am AV-Knoten tiber A1-Rezeptoren gebremst
und die Kontraktilitat beeinflult. Ferner werden der Tonus der glatten Muskula-
tur (in den meisten Geweben eine Vasodilatation Uber A2-Rezeptoren), die
Thrombocytenfunktion (Uber A2-Rezeptoren) und Neurotransmitterfreisetzung
und Lipolyse unter anderem von Adenosin mit gesteuert.

Adenosin ist mit seiner sehr kurzen Halbwertszeit, wie oben schon angespro-
chen, pradestiniert fur eine Rolle als Gewebshormon. Sein Abbau erfolgt durch
Deaminierung in Inosin. Bei dem so genannten ,salvage pathway“ wird Adeno-
sin wieder in die Zelle aufgenommen und dort zu AMP phosphoryliert oder

durch die SAH-Hydrolase mit Homocystein in SAH eingebaut.

3. Adenosinwirkung an der Niere

Drury und Szent-Gyorgy beschrieben 1929 bei Untersuchungen an einem iso-
lierten Herz-Lungen-Nierenpraparat erstmals eine Verminderung der Nieren-
durchblutung durch Anstieg des renalen Gefalwiderstandes, die durch Adeno-
sin bedingt wurde. Spater konnte die Beobachtung in vivo bei Ratten (Osswald
et al.,, 1975 und 1978a; Sakai et al., 1981), bei Hunden (Thurau, 1964; Spiel-
man und Osswald, 1978; Hashimoto et al. 1964; Tagawa und Vander, 1970;
Curchill und Bidani, 1990), bei Katzen (Spielman und Osswald, 1978) und bei
Schweinen (Sakai et al., 1981) bestatigt werden.

Adenosin hat intravasal und interstitiell nur eine Halbwertszeit von 3-5 Sekun-
den (Sollevi et al., 1984). Diese ist zum einen durch die Plasma-Adenosin-
Deaminase oder die Ecto-Adenosin-Deaminase, die Adenosin zu Inosin abbaut,
und zum anderen durch die Wiederaufnahme von Adenosin in Erythrocyten,
Endothelien und andere Zellen bedingt. Dort wird es durch die intrazellulare S-
Adenosylhomocystein-Hydrolase gebunden. Der ,re-uptake® kann durch Dipyri-
damol inhibiert werden und so die Halbwertszeit von Adenosin deutlich verlan-
gern (Sakai et al., 1981).



Man beobachtet bei intraarteriellen bzw. intraaortalen Bolusinjektionen eine
kurz nach der Gabe einsetzende, schnelle und nur Sekunden dauernde Ver-
minderung in der Nierendurchblutung. Diese Wirkung kann durch den unspezi-
fischen Adenosinantagonisten Theophyllin in Konzentrationen von 20-50 pM
antagonisiert werden (Osswald, 1975). In diesen Versuchen wurde Theophyllin
deutlich unter der Konzentration von 0,1-0,2 mM verwendet, die als Schwellen-
konzentration fur eine Phosphodiesterase-Hemmung durch Theophyllin gilt
(Rall, 1982 und 1993).

Weitere Untersuchungen mit Adenosin-Einzelinjektionen zeigten, dal® die ver-
minderte Nierendurchblutung vor allem durch eine A1-Rezeptor bedingte kurz
anhaltende Vasokonstrikion des Vas afferens ausgelost wird, die durch Gabe
von selektiven A1-Rezeptoragonisten simuliert werden kann (Agmon et al.,
1993; Pfluger et al., 1995).

Bei einer Adenosin-Dauerinfusion sinkt anfanglich die Nierendurchblutung do-
sisabhangig ahnlich wie bei den Einzelinjektionen, steigt dann aber nach ein bis
zwei Minuten sogar auf hohere Werte als den Ausgangswert vor der Infusion an
(Osswald et al., 1978a). Die glomerulare Filtrationsrate sinkt unterdessen eben-
so wie der renale Gefallwiderstand wahrend der weiteren Infusionszeit deutlich
ab (Tagawa und Vander, 1970; Osswald, 1975; Osswald et al., 1975; 1978a
und 1978b; Arend et al., 1984; Spielman, 1984; Hall et al.,, 1985; Hall und
Granger, 1986). Messungen mit Mikropunktionsuntersuchungen an einem ein-
zelnen Nephron ergaben einen Abfall der glomerularen Filtrationsrate durch
verminderte glomerulare Perfusion, einen Abfall des glomerularen Kapillar-
drucks und eine praglomerulare Vasokonstriktion und somit einen verminderten
hydrostatischen Filtrationsdruck (Osswald et al., 1978a und 1978b; Haas und
Osswald, 1981).

Mikrospheren-Untersuchungen an der Niere konnten Hinweise auf den Wieder-
anstieg der Nierendurchblutung bei Adenosindauerinfusionen erbringen. So
konnte eine Umverteilung der cortikalen Durchblutung von den auf3eren Schich-
ten in die inneren, marknahen Bereiche des Cortex beobachtet werden (Spiel-
man et al., 1980; Macias et al., 1983). Dies scheint zu der Vermutung passen,

dall eine Adenosin-Infusion in den cortikalen Zonen unterschiedliche Auswir-



kungen hat. Wahrend die oberflachlichen Nephrone, die der Mikropunktions-
untersuchungen zuganglich sind, vor allem Uber A1-Rezeptor eine Vaso-
konstriktion auf Adenosin zeigen, scheint in den marknahen und inneren corti-
kalen Bereichen eine A2-Rezeptor-Vasodilatation vorzuherrschen, die mit zu-
nehmender Konzentration und Einwirkungsdauer von Adenosin ansteigt.

Bei interstitieller Applikation von Adenosin wurden ahnliche Beobachtungen
gemacht. So zeigten Versuche von Pawlowska et al. (1987) mittels interstitieller
Adenosin-Infusionen eine auch mit zwei Adenosinanaloga reproduzierbare Re-
duktion der GFR um 50-80%, wahrend die Durchblutung der gesamten Niere
unverandert blieb. Hier konnte eine Verminderung der Durchblutung der aulie-
ren Nierencortex und nach einer kurz anhaltenden Vasokonstriktion des Nie-
renmarks, eine vermehrte Perfusion des Marks nach einer Minute beobachtet
werden. Mit dem Adenosin A1-Agonisten N-Cyclopentyladenosin CPA konnte
sowohl eine verminderte Durchblutung in der Rinde als auch im Mark gemes-
sen werden, wahrend mit einem spezifischen A2-Rezeptor-Agonisten die me-
dullare Durchblutung der Niere um das 1,8-fache anstieg (Agmon et al., 1993).
Durch eine Adenosin-Infusion in das medullare Interstitium wurde auf diese
Weise eine verminderte Durchblutung der auf’eren und inneren Markzonen
gemessen, die mit einer verminderten Urinproduktion und Natriumausscheidung
einhergeht. Hier konnte man in Experimenten zeigen, dal} diese Adenosinwir-
kung sensitiv fur einen A2-Rezeptorantagonisten DMPX (3,7-Dimethyl-1-
Propargylxanthine) war (Zou et al., 1999). Der Adenosin A1-Antagonist DPCPX
hatte keinen Einflul® auf die medullare Durchblutung, konnte aber im Gegensatz
zu dem A2-Antagonisten die Natriumausscheidung steigern. Woraus geschlos-
sen wurde, das endogenes Adenosin auch an der Regulation in der Mirkrozirku-
lation des Nierenmarks und daneben auch an der Regulation der Elektro-
lytreabsorbtion und des tubularen Sauerstoffverbrauches beteiligt ist.

Weitere Beobachtungen in Studien mit isolierten pra- und postglomerularen Ar-
teriolen von Hunden zeigten eine Bestatigung der vorher genannten Wirkungen
von Adenosin. So zeigte sich bei isolierten, perfundierten juxtamedullaren affe-
renten Arteriolen mit Adenosin oder dem Adenosin-Analogon 2-Chloroadenosin

eine Vasokonstriktion am Vas afferens (Inscho et al., 1991; Inscho, 1996).



Bei in vivo Versuchen bei gesunden freiwilligen Probanden mit intravendsen
Adenosin-Infusionen von 60-80 pg/kg/min konnte eine um durchschnittlich 28%
verminderte GFR, bei unverandertem Blutdruck und Nierendurchblutung ge-
messen werden (Edlund und Sollevi, 1993). Die Natriumausscheidung war
vermindert, wahrend die Kaliumausscheidung unverandert blieb. Auch Untersu-
chungen mit direkt in die Nierenarterie injiziertem Adenosin als Dauerinfusion
(Edlund et al., 1994) oder als Einzelinfusionen (Marraccini et al., 1996) wurden
die vorher in Tierversuchen beschriebenen Ergebnisse bestatigt.

Die bisher genannten Beobachtungen bezogen sich auf exogen zugefuhrtes
Adenosin als Einzelinjektion oder Dauerinfusion. Auch endogenes Adenosin
kann in ausreichend vasokonstrikorisch wirksamer Konzentration vorliegen. In
unterschiedlichen Untersuchungen bei Ratten konnte ein Adenosingehalt der
Niere, entsprechend einer Konzentration von 5-10 pmol bestimmt werden
(Osswald et al.,, 1977 und 1980; Miller et al., 1978; Ramos-Salazar, Baines,
1986). Der grofRte Teil davon befindet sich intrazellular gebunden und steht so-
mit nicht im Interstitium fur die Wirksamkeit an den Rezeptoren zur Verfugung.
Freies intravendses oder intraarterielles Adenosin liegt im Bereich deutlich unter
5-10 ymol (Thompson et al., 1985; Ramos-Salazar und Baines, 1986). Bei zu-
nehmender Ischamiedauer durch langere Okklusionszeit der Nierenarterie (10—
60 Sekunden) kann man bis zu sechsfach erhohtem Adenosingehalt des Nie-
rengewebes nachweisen (Osswald et al., 1977; Miller et al., 1978). Damit steigt
auch die interstitielle und intravendse Konzentration an Adenosin (Ramos-
Salazar, Baines, 1986) und dessen Ausscheidung.

Bei den Versuchsreihen entdeckten Osswald und Mitarbeiter (1977) zum ersten
Mal, daR nach initialer Rezirkulation beim Offnen der Nierenarterie nach 30 Se-
kunden Ischamiezeit der renale Blutflud deutlich erniedrigt ist und erst nach
weiteren 10—-20 Sekunden wieder auf den Ausgangswert des RBF zuruckkehrt.
Diese Beobachtung wurde vom Erstautor 1977 als ,Postokklusive Ischamie®
beschrieben und mit der ansteigenden Adenosin-Konzentration in ursachlichen
Zusammenhang gesetzt. Spater wurde dies Phanomen als ,Postokklusive Re-
duktion des renalen Blutflusses® (Postokklusive Reduction of Renal Blood Flow

— POR) benannt (Pfliger et al., 1995). Der Zusammenhang zwischen Akkumu-

10



lation von Adenosin und POR konnte durch weitere Arbeiten bestatigt werden,
in denen Re-uptake-Inhibitoren von Adenosin, wie Dipyridamol gegeben wurden
(Sakai et al., 1981; Osswald, 1984). Dipyridamol inhibiert die Wiederaufnahme
von Adenosin in die Zelle und potenziert und verlangert damit die Wirkung von
Adenosin auch in Bezug auf die POR.

Eine Wirkungsverstarkung von endogenem Adenosin konnte in diesem Zu-
sammenhang durch die Gabe von Cyclooxygenase-Hemmstoffen wie Indo-
methacin (Spielman und Osswald, 1978 und 1979; Pfliger und Osswald, 1994)
oder Meclofomat (Spielman und Osswald, 1978 und 1979) beobachtet werden.
Der unselektive Adenosin-Antagonist Theophyllin ist ebenso in der Lage die
POR zu hemmen (Osswald et al., 1977; Osswald, 1984), wie auch der selektive
A1-Rezeptorantagonist DPCPX (Pfliger et al., 1995 und Pfliger 1997). Diese
Arbeiten zeigen, dal} es sich bei der POR um einen Adenosin A1-Rezeptor
vermittelten Vorgang handelt.

Auch an der Modulation des Renin-Angiotensin-Systems ist Adenosin mit betei-
ligt und eine Interaktion zwischen Adenosin und dem Renin-Angiotensin-
System konnte nachgewiesen werden. So wurde bei Infusion mit Adenosin oder
Agonisten eine Inhibition der Reninsekretion in vitro und in vivo beobachtet (Ta-
gawa und Vander, 1970; Osswald et al., 1978b; Arend et al., 1984; Churchill
und Churchill, 1985; Edlund et al., 1994; Albinus et al., 1998). Diese Inhibition
wird Uber den Adenosin A1-Rezeptor vermittelt, und so kann diese Adenosin-
wirkung reproduziert oder durch spezifische A1-Agonisten oder Antagonisten
aufgehoben werden (Kuan et al., 1990; Jackson, 1991 und 1997).

Die oben aufgefuhrten unterschiedlichen Wirkungen an Vas afferens und Vas
efferens in den inneren und aulderen Schichten des Cortex sowie des Marks
und die Beobachtung einer antidiuretischen und antinatriuretischen Wirkung
von Adenosin gaben Hinweise auf eine Beteiligung von Adenosin an der tubu-
loglomerularen Riuckkopplung in der Kontrolle des Flussigkeits- und vor allem
Elektrolytreabsorption (tubuloglomerular feedback, TGF) unter physiologischen
Bedingungen. Dieser Regelkreislauf geht vor allem Uber die Regulation der
GFR. Es mul} ein ungefahres Gleichgewicht zwischen GFR durch die die Elekt-

rolytbeladung und damit die Reabsorptionsrate am frihdistalen Tubulus und
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dem dicken, aufsteigenden Teil der Henle-Schleife bestehen. Eine wesentliche
Rolle von Adenosin am tubuloglomerularen Feedback durch Kontrolle der GFR
konnte sowohl durch Versuche mit selektiver Inhibition der Adenosin A1-
Rezeptoren, als auch durch eine Wirkungsverstarkung an den Adenosinrezep-
toren durch Hemmung des Adenosinabbaus oder durch die Verlangerung der
extrazellularen Wirkung von Adenosin durch Dipyridamol am juxtaglomerularen
Apparat nachgewiesen werden. Bei den erstgenannten Studien konnte eine
vermehrter Abfall der GFR durch eine lokale Inhibition an den Adenosinrezepto-
ren durch selektive Adenosin A1-Antagonisten verhindert werden (Franco et al.,
1989). Im Gegensatz dazu zeigte sich eine Potenzierung des TGF bei Steige-
rung der Adenosin-Konzentration an den Rezeptoren durch Inhibition des Ade-
nosinabbaus mit Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)Adenin oder den re-uptake-
Inhibitor Dipyridamol (Osswald et al., 1980 und 1982) wodurch es zu einer ge-
steigerten GFR und Natrium- und Flissigkeitsausscheidung kommt.

In neueren Studien konnte durch ,knocked-out® Mause, bei denen die Gense-
quenz fur den Adenosin A1-Rezeptor vollkommen fehlt, die Theorie der negati-
ven Rickkopplung durch Adenosin im tubuloglomerularen Feedbackmechanis-
mus bestatigt werden. Mause, die nicht mehr in der Lage waren den Adenosin
A1-Rezeptor zu exprimieren, zeigten keine vasokonstriktive Reaktion am Vas
afferens auf eine gesteigerte NaCl-Konzentration an der Macula densa, wie sie
zu erwarten ware (Sun et al., 2001). So kann man in Adenosin, den endogenen
Mediator sehen, der als hauptverantwortlicher Vasokonstriktor in einem dyna-
mischen Gleichgewicht mit Vasodilatatoren in der autoregulatorischen Kontrolle
steht.

I. 4. Modulation der Adenosinwirkung an der Niere, Interaktion mit anderen

vasoaktiven Substanzen

4. a) Renin-Angiotensin-System (RAS), Angiotensin Il

Die Beobachtung, dal} eine salzarme Diat die vasokonstriktive Potenz von Ade-
nosin verstarken kann, gab erste Hinweise auf eine mogliche Interaktion des
Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und Adenosin. Eine salzarme Diat und eine

damit verminderte Konzentration von NaCl am distalen Tubulus und den Zellen

12



der Macula densa, fuhrt zu einer Aktivierung des RAS durch eine gesteigerte
Renin-Freisetzung aus den juxtaglomerularen Zellen der afferenten Arteriolen.
Ebenso konnte durch eine salzreichen Diat bei Versuchstieren eine Abnahme
der RAS-Aktivitat und der durch Adenosin ausgeldsten Vasokonstriktion be-
obachtet werden (Thurau, 1964; Osswald, 1975; Osswald et al., 1975 und
1980; Spielman und Osswald, 1978 und 1979; Spielman et al., 1980; Arend et
al., 1984; Hall et al., 1985). Diese abgeschwachte Reaktion des Adenosins bei
salzreicher Erndhrung konnte durch exogen zugefihrtes Angiotensin Il wieder
erhdoht werden, so da® die Adenosin-bedingte Vasokonstriktion wieder Ver-
gleichswerten mit normaler Salzbeladung entsprachen (Osswald et al., 1975).
Weitere Hinweise fur eine synergistische Wirkung zwischen Adenosin und An-
giotensin I, bzw. des RAS konnten durch Versuche mit Angiotensin II-
Rezeptorantagonisten (Spielman und Osswald, 1979; Dietrich et al., 1991) und
mit ACE-Inhibitoren (Hall et al., 1985) gesammelt werden, bei denen es jeweils
zu einer Abschwachung der vasokonstriktiven Potenz durch Adenosin in vivo
kam. Genauere, neuere Untersuchungen konnten diese Ergebnisse in Ver-
suchsreihen bei Kaninchen bestatigen (Weihprecht et al., 1994). So wurde eine
durch Angiotensin Il ausgeldste Vasokonstriktion des Vas afferens durch den
Adenosin-A1-Rezeptorantagonisten DPCPX deutlich abgeschwacht, wahrend
der ACE-Hemmer Quinapril die Dosis-Wirkungskurve eines Adenosin-
Agonisten nach rechts verschob, d.h. verstarkte. Der Angiotensin II-Antagonist
Saralasin konnte die Adenosin-bedingte Vasokonstrikion am Vas afferens in
dieser Studie nicht beeinflussen. Zusammen bewirken Adenosin und Angioten-
sin Il eine Wirkungssteigerung der Vasokonstriktion, die mehr als additiv am
Vas afferens gegenuber alleiniger Gabe eines dieser Mediatoren ist. Nach pra-
parativer Entfernung des Glomerulus konnte nur bei Gabe von Adenosin und
Angiotensin Il eine Wirkung erzielt werden, wahrend sie alleine bei dieser Pra-
paration keine Vasokonstriktion bewirken konnten. Wie oben schon angedeutet,
kann aber Adenosin Uber seine Wirkung am A1-Rezeptor aber auch die Renin-
Sekretion inhibieren. Umgekehrt findet man bei der Gabe von selektiven A1-
Antagonisten einen Anstieg der Renin-Sekretion (Kuan et al., 1990; Pfeiffer et

al., 1995). Im Gegensatz zu der A1-Rezeptor vermittelten Inhibition der Renin-
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Ausschittung zeigen Studien mit selektiven A2-Agonisten einen Anstieg der
Renin-Sekretion (Churchill und Churchill, 1985; Churchill und Bidani, 1987).
Bisher noch nicht vollstandig geklart ist, warum es bei einem Abklemmen der
abdominellen Aorta, einem der starksten Aktivatoren des Renin-Angiotensin-
Systems, nicht zu einem Synergismus zwischen Adenosin und dem RAS bzw.
Angiotensin Il und einer Verstarkung der Adenosin-bedingten Vasokonstriktion
kommt, sondern zu einer Abschwachung der vasokonstriktiven Potenz von A-
denosin (Haas und Osswald, 1981; Matcau, 1987). Auch andere Beobachtun-
gen widersprechen dem reinen Synergismus von RAS und Adenosin. So kann
Adenosin Uber A1-Rezeptoren einerseits eine Vasokonstriktion an isolierten
Vasa afferentes bewirken (Murray und Churchill, 1984 und 1985), hemmt ande-
rerseits aber auch die Renin-Sekretion. Versuche mit Adenosin-Agonisten und
Angiotensin Il zeigten wie schon vorher erwahnt einen Synergismus zwischen
beiden Mediatorsubstanzen an isolierten Rattennieren. Wurde aber ein Angio-
tensin-lI-Antagonist in gleich wirksamer Konzentration wie Angiotensin Il beige-
fugt, so wurde nur die Angiotensin-II-Wirkung, nicht aber die Wirkung des Ade-
nosin-Agonisten blockiert. Anhand dieser Ergebnisse kommt man zu dem
Schlufy, daly sowohl Adenosin, als auch Angiotensin Il an der Niere als Vaso-
konstriktoren wirken konnen. Der Signaltransduktions-Mechanismus muf aber
ein anderer sein, der zwar einen Synergismus zulaf3t, aber auch eine Transduk-
tion, die unabhangig voneinander ist.

Passend zu dieser Beobachtung ist auch, daf bei einer akuten i.v.-Infusion von
hypertoner NaCl-Losung der Adenosingehalt der Niere signifikant ansteigt
(Osswald et al., 1980), wahrend das Renin-Angiotensin-System, wie oben
schon beschrieben, durch eine hohe NaCl-Beladung am distalen Tubulus und
an der Macula densa unterdruckt wird.

Weitere Faktoren, die zu einer Modulation des Renin-Angiotensin-Systems bei-
tragen, sind neben der NaCl-Beladung des Ultrafiltrats am distalen Tubulus und
der Macula densa, der renale Perfusionsdruck und das sympathische Nerven-
system. Das Vas afferens des Glomerulus wirkt auch als Barorezeptor, durch
den bei vermindertem Perfusionsdruck die Freisetzung von Renin bewirkt und

bei erhdhtem Perfusionsdruck dieselbe vermindert wird. Der Einflul des sympa-
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thischen Nervensystems erfolgt Uber eine Beta1-Rezeptor-vermittelte Stimulati-
on an den Renin-produzierenden juxtaglomerularen Zellen der Vasa afferentes.
Auch hier kann durch Adenosin die Renin-Sekretion beeinflut werden. Zum ei-
nen durch prasynaptische inhibitorische A1-Rezeptoren an den sympathischen
Nervenendigungen (Pfeiffer et al., 1995) und zum anderen konnte an denervier-
ten Nieren direkt eine Hemmung der Renin-Freisetzung durch Adenosin nach-
gewiesen werden (Cook und Churchill, 1983). Daraus kann man folgern, dafl}

A1-Rezeptoren auch direkt an den Renin-produzierenden Zellen lokalisiert sind.

4. b) Prostaglandine

Prostaglandine sind vasoaktive Derivate der Arachidonsaure. Sie sind Eicosa-
noid-Produkte der Cyclooxygenase. An der Niere konnte ihre gefal3tonusregu-
lierende Wirkung erstmals durch Smits und Bell (1978) mittels Immunfluores-
zenz nachgewiesen werden. In der Niere werden von den Prostaglandinen, die
vasodilatatorisch wirken, vor allem die Prostaglandine PGI, und PGE; gebildet.
Hauptbildungsort sind die Arterien und Widerstandsgefalle (Terragno et al.,
1978). Die verschiedenen Prostaglandin-Subtypen wirken unterschiedlich und
verschieden stark vasodilatierend auf die einzelnen Abschnitte des renalen Ge-
falsystems. Bei organspezifischer Basisdurchblutung im Ruhezustand kommt
den Prostaglandinen wohl kaum eine bedeutende vasodilatatorische Aufgabe
an der Regulation der cortikalen Nierendurchblutung und der Mikrozirkulation zu
(Dunn und Hood, 1977). Prostaglandine sind wohl vielmehr die vasodilatatori-
schen Gegenspieler von vasokonstriktiven Substanzen (Dunn und Zembranski,
1980; Navar et al., 1986). Die starkste vasodilatatorische Potenz besitzt dabei
PGl,. Bei Versuchen mit Infusionen von PGl, und PGE; bei Hunden (Vander,
1968; Fulgraff et al., 1974; Hill und Moncada, 1979) kam es zu einem deutli-
chen Anstieg der renalen Durchblutung. Bei Ratten konnte diese Wirkung eben-
falls nachgewiesen werden (Gerber und Nies, 1979; Jackson et al., 1982). Ob-
wohl es hier auch gegenteilige Untersuchungen gibt, die PGl, eine vaso-
konstriktive Wirkung an der Niere zuschreiben (Schor et al., 1981), Uberwiegen
die Hinweise flr eine vasodilatative Wirkung. So fuhrt auch die intrarenale Infu-

sion von Arachidonsaure zu einem deutlichen Anstieg der renalen Perfusion
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(Tannenbaum et al., 1975). Dieser Anstieg kann durch die Gabe von Cyclooxy-
genase-Hemmstoffen wie Meclofomat oder Indomethacin verhindert werden
(Larson, Anggard, 1974; Tannenbaum et al., 1975). Die Prostaglandinwirkung
scheint aber noch weitaus komplexer zu sein, da die unterschiedlichsten Fakto-
ren wie Salzbeladung, Herzfunktion, die Aktivitdt des Renin-Angiotensin-
Systems, hamorrhagische Hypotension und Dehydratation mitverantwortlich fir
die vasomodulierende Funktion und Aktivitat der Prostaglandine zu sein schei-
nen.

So sind PGE», PGI, und PGD, wahrscheinlich auch an der Renin-Freisetzung
beteiligt und vermutlich ebenfalls die endogenen Mediatoren der durch Schlei-
fendiuretika ausgelosten Renin-Freisetzung. Neben der vermehrten renalen
Durchblutung, die auch eine vermehrte medulléare Durchblutung, die vor allem
durch PGE; ausgeldst ist, konnte auch eine vermehrte Diurese und eine ver-
mehrte Natrium- und Kalium-Ausscheidung festgestellt werden. Dies fihrt zu
der Annahme, dal} die Prostaglandine neben der vasodilatativen Reaktion auf
uberschielende Vasokonstriktion auch durch eine Senkung des Sauerstoff-
verbrauchs der Tubuluszellen durch die verminderte Rickresorptionsleistung
eine protektive Funktion an der Niere besitzen.

Der Abbau der Prostaglandine geschieht auf unterschiedliche Weise. Die zirku-
lierenden PG der E- und F-Reihe werden in der Lunge enzymatisch durch die
15-Hydroxy-Prostaglandin-Dehydrogenase inaktiviert. Wahrend einer Lungen-
passage kdénnen so bis zu 95% der PG inaktiviert werden. Die entstehende 15-
Keto-Verbindung hat nur noch eine geringe biologische Aktivitat und wird durch
die PG-A"-Reduktase metabolisiert und inaktiviert. Die PG-A">-Reduktase be-
findet sich aulder in der Lunge noch in der Niere, Milz, dem Gastrointestinaltrakt
und der Plazenta. So wird auch verhindert, dal® lokal synthetisierte Prostaglan-
dine durch die Inaktivierung in der Lungenstrombahn in den arteriellen Schenkel
des Blutkreislaufs gelangen. Im Gegensatz zu den PG- der E- und F-Reihe wird
PGl; nicht durch die Enzyme der Lunge metabolisiert. Aus diesem Grund wirkt
es auch annahernd gleich bei intraarterieller und intravendser Verabrei-

chung. PGI; hat bei neutralem pH eine Halbwertszeit von ca. 3 Minuten und
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hydrolysiert zum biologisch inaktiven 6-Keto PGF 4. (Forth, Henschler, Rummel,
Starke, 1996).

Bei der Kontrolle der renalen Durchblutung kann auf eine Wechselwirkung zwi-
schen Prostaglandinen und Adenosin geschlossen werden. Spielman und Oss-
wald (1978) fanden heraus, dal mit Meclofomat vorbehandelte Katzen mit einer
hundertfach gesteigerten Sensitivitat fir vasokostriktive Einfliusse einer Einzelin-
jektion mit Adenosin reagieren. Daneben gibt es auch Hinweise, da® Adenosin
die renale Prostaglandinsynthese stimuliert und damit gleichzeitig einer Adeno-
sin-bedingten Vasokonstriktion entgegenwirken (Spielman und Osswald, 1978).
Andere Cyclooxygenase-Hemmstoffe wie Indomethacin konnten eine verstarkte
Sensibilitat fir Adenosin bei Ratten nachweisen, die sogar bei einer aufgeho-
benen Sensibilitdt der Niere fur Adenosin bei akuter Steigerung des Ure-
terdrucks oder vermindertem arteriellen Perfusionsdruck wieder eine vermehrte
Sensibilitat fur Adenosin bewirkt (Haas und Osswald, 1981). Sowohl die Wir-
kung von exogenem Adenosin, als auch die Wirkung von endogenem Adenosin
wird durch Indomethacin verstarkt (Pfluger et al., 1999a). Die A2-Rezeptor be-
dingte Vasodilatation in den tieferen Cortex-Schichten und des Nierenmarks
scheint dagegen durch die Wirkung der Cyclooxygenase-Hemmstoffen un-
beeinflul3t (Spielman et al., 1980; Agmon et al., 1993).

Bisher konnte aber noch nicht geklart werden auf welche Weise Adenosin ge-
nau mit den Prostaglandinen interagiert und auf die Prostaglandinsynthese ein-
wirkt. Die vorliegenden Ergebnisse weisen aber darauf hin, dal} Prostaglandine
eine protektive Funktion gegenuber vasokonstriktiven Stimuli wie Adenosin ha-

ben.

4. c) Stickstoffmonoxid-EDRF, Endothelial Derived Vasorelaxing Factor

Der Einfluld des GefalRendothels und eines von ihm gebildeten vasodilatieren-
den Faktors (EDRF) auf den Tonus der glatten GefalBmuskulatur wurde zum er-
sten Mal von Furchtgott und Zawadzki (1980) bekannt gemacht. Sie stellten
fest, dal® Gefalle ohne Endothel zu einer Acetylcholin-bedingten Vasorelaxation
oder Reaktion auf andere vasodilatatorische Peptide oder Adeninnucleotide

nicht fahig sind, und dald EDRF vasorelaxierend auf den Tonus der Gefalmus-
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kulatur wirkt. Ein intrazellularer Mediator dieser Vasorelaxation ist das cyclische
Guanosylmonophosphat (cGMP). Erste Studien von Katsuki (1975 und 1977)
konnten Hinweise auf diese Wirkung an der glatten Muskulatur in GefalRen, Ga-
strointestinaltrakt und im Bronchialsystem geben. Der Botenstoff cGMP wird
aus Guanosyltriphosphat (GTP) von der intrazellularen I6slichen Guanylyl-
Cyclase gebildet, die erst von der inaktiven Form durch Bindung von NO in ihre
aktive Form umgewandelt werden muld. Eine ansteigende intrazellulare Kon-
zentration an cGMP fuhrt zu einer Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinki-
nase G, was zu einer Phosphorylierung verschiedener endogener Proteine der
glatten Muskelzellen und einer Erniedrigung der Phospholipase C-Aktivitat fuhrt.
Es zieht so eine Beeinflussung des intrazellularen Calcium-Transports und des
Gehalts an freiem cytosolischen Calcium nach sich und fahrt schlieBlich zu ei-
ner Regulation von Proteinphosphatasen (Murad, 1994). Eine Vielzahl weiterer
intrazellularer Signaltransduktionsmechanismen konnte noch nicht im einzelnen
geklart werden. So kann NO unter anderem zu einer cGMP-abhangigen Rela-
xation der glatten Muskulatur der Gefalde und damit zu einer Vasodilatation fuh-
ren (Rees et al., 1989).

Stickstoffmonoxid NO wurde unter anderem von Palmer (1987) und Furchtgott
(1989) als EDRF (Endothelial Derived Vasorelaxing Factor) identifiziert. In wei-
teren Studien konnten diese ersten Untersuchungen bestatigt werden (Palmer
et al., 1987; Furchtgott, Vanhoutte, 1989; Moncada et al., 1991).

NO ist das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekll und wirkt auf die 16sli-
che Isoform der Guanylatcyclase. Es wird aus L-Arginin von der NO-Synthase
gebildet, von der man inzwischen vier verschiedene Isoformen (la, Ib, Ic, I, Il
und IV) mit unterschiedlichen Lokalisationen differenzieren konnte. So ist NO
nicht nur an der Vasodilatation durch die Endothelien beteiligt (Romero et al.,
1992; Murad, 1994), sondern auch an der reflektorischen Erweiterung des Ma-
gens, bei der Relaxation der Peristaltik, an der Hemmung der Thrombocyten-
aggregation, als Neurotransmitter und langfristiger Modulator der Transmission
im zentralen Nervensystem (Garthwaite et al., 1988; Knowles et al., 1989) und
in NO-Synthase-haltigen parasympathischen Nervenfasern des Plexus puden-

dus enthalten. Diese Wirkungen werden durch die konstitutive Form der NO-
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Synthase ausgel6st. Eine andere Form der NO-Synthase ist die induzierbare
Form, die zuerst in Makrophagen nachgewiesen wurde (Hibbs et al., 1987).
Durch sie werden groRere Mengen an NO durch die Makrophagen produziert.
NO besitzt als Radikal zytotoxische Wirkung.

Alle NO-Synthasen lassen sich durch N-w-methyl-L-Arginin und N-e-nitro-L-
Arginin kompetitiv hemmen (Murad, 1994).

NO wird durch Oxidation zu Nitrit NO," und Nitrat NO3™ abgebaut. In biologi-
schen Flussigkeiten betragt seine Halbwertszeit 20—40 Sekunden. Ein schnel-
lerer Abbau geschieht durch Superoxid-Anionen Oy innerhalb von Sekunden-
bruchteilen zu Peroxynitrit und dann Gber Umlagerung zu anorganischem NOy
und NOg’, die eine tausendfach geringere biologische Aktivitat als NO besitzen
(Forth, Henschler, Rummel, Starke, 1996).

An der Niere wurden sowohl die konstitutive Form der NO-Synthase in den Tu-
buluszellen (Ishii et al., 1991), und der Macula densa (Wilcox et al., 1992; Mun-
del et al., 1992; Bachmann und Mundel, 1994), als auch die induzierbare Form
in den Mesangiumzellen nachgewiesen (Shultz et al., 1991). Eine der hochsten
Konzentrationen der neuronalen Isoform der NO-Synthase konnte immunhisto-
chemisch an den tubularen Zellen der Macula densa nachgewiesen werden
(Wilcox et al., 1992). Dort wirkt NO dilatierend auf das Vas afferens und kann
so den Perfusionsdruck anheben. Daraus konnte durch Mikropunktions-
untersuchungen geschlossen werden, daly NO als vasodilatativer Gegenspieler
zu Adenosin am TGF beteiligt ist und durch eine Erhdhung des glomerularen
Kapillardrucks einem Adenosin-bedingten Abfall der GFR entgegen wirken kann
(Wilcox et al., 1992). So konnte flir NO eine der Adenosin-Wirkung entgegen-
gesetzte Beteiligung an der Natriumausscheidung nachgewiesen werden. Lu-
minale Infusion von NOS-Inhibitoren, wie L-NAME an der Macula densa redu-
zierten den glomerularen Kapillardruck. Natiuretisch wirkende Diuretika, wie Fu-
rosemid zeigten einen Anstieg des glomerularen Kapillardrucks. Daraus konnte
man folgern, dal} eine Reabsorption von Natrium an der Macula densa zu ei-
nem Uberwiegen der vasokonstriktiven Mediatoren am Vas afferens fiihrt und
somit zu einem Abfall der GFR (Wilcox et al., 1992). Infusionen von Furosemid

und L-NAME zeigten keine nennenswerte Anderung im glomerularen Kapillar-
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druck gegeniber unbehandelten Referenzgruppen. Woraus man schliel3en
kann, dafl Furosemide durch die Blockade des Na'/K'/2CL Symports die Akti-
vierung der vasokonstriktiven Mediatoren inhibiert, und dal} das als physiologi-
scher vasodilatierender Gegenspieler wirkende NO-System einen intakten
Reabsorptionsprozess an der Macula densa bendétigt (Wilcox et al., 1992). Die-
se Beteiligung von NO an der glomerularen Autoregulation (Romero et al.,
1992) und an der Natriumausscheidung (Lahera et al., 1991; Sigmon et al.,
1992) konnte auch in weiteren Untersuchungen bestatigt werden. Ferner wird
die Freisetzung von NO in der Niere auch durch weitere Faktoren ausgeldst,
wie eine erhéhte Wandschubspannung und Scherkrafte (,shear stress®) (Ole-
sen et al., 1988).

Eine weitere Quelle fur NO ist die Freisetzung von Hamoglobin-gebundenem
NO, das hier als S-nitroso-Hamoglobin vorliegt. Es wird bei der Abgabe von
Sauerstoff in der Kreislaufperipherie bei fallendem pH freigesetzt. Mit sinken-
dem Oxygenierungsgrad des Hamoglobins steigt auch die NO-Freisetzung, die
so einen von der Sauerstoff-Ausschopfung abhangigen relaxierenden Einflul}
auf die GefaBmuskulatur austuben kann.

Die Blockade der NO-Synthese durch N-w-methyl-L-Arginin oder N-w-nitro-L-
Arginin fuhrt zu einem systemischen Anstieg des Blutdrucks und an der Niere
durch die verminderte Fahigkeit zur Vasodilatation zu einer verminderten rena-
len Perfusion (Pfluger, Osswald und Knox, 1999b).

Zu pathologischen Veranderungen dieses Regulationssystems kommt es bei
endothelialen Dysfunktion, wie sie zum Beispiel Diabetes mellitus zugrunde lie-
gen scheint. In mehreren Studien wurde bei diabetischen Tieren eine erhohte
Syntheserate und ein erhohter Plasmaspiegel von NO nachgewiesen, sowie ei-
ne vermehrte Ausscheidung von Nitrit NO,™ und Nitrat NO3 im Urin. Trotz dieser
Beobachtung scheint doch eine verminderte Ansprechbarkeit auf NO vorhan-
den zu sein. Eine Mdglichkeit ware eine Entkopplung der NO-Syntheserate von
der cGMP-Produktion und der intrazellularen Signaltransduktion mit vermehr-
tem Abbau, verminderter Ansprechbarkeit und mit vermehrter Produktion von
antagonistisch wirkenden Mediatoren wie Endothelin-1. So spielt NO und die

Verminderung der Sensitivitat daflir moglicherweise bei der diabetischen Neph-
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ropathie eine Rolle (Bank und Aynedjian, 1993; Pfliger, Osswald und Knox;
1999b).

4. d) Verminderter renaler Perfusionsdruck/Hypotonie und Adenosin-

wirkung

Wie vorher schon angesprochen, kann die Niere unter physiologischen Bedin-
gungen ihre Autoregulation der Organdurchblutung bei Blutdruckwerten zwi-
schen 80-160 mmHg konstant halten. So kann eine konstante Organfunktion
auch bei groRReren Blutdruckschwankungen gewahrleistet werden. Ein Zusam-
menhang zwischen Autoregulation und Blutdruckabhangigkeit der renalen Ge-
falreaktion auf Anderung des Drucks konnte nachgewiesen werden (McKay,
Kishimoto, 1969). Auch die Wirkung von Adenosin auf die Niere bei verminder-
tem renalen Perfusionsdruck macht hier keine Ausnahme. Messungen des
glomerularen Kapillardrucks bei durch eine Aortenklemme verminderten Perfu-
sionsdruck ergaben eine verminderte Sensibilitdt bzw. nahezu aufgehobene
Wirkung fur Adenosin-Einzelinjektionen (Matcau, 1987) und Adenosin-
Dauerinfusionen (Haas und Osswald, 1981), trotz eines hoheren Gewebegehal-
tes an Adenosin. Obwohl es, wie vorher schon angesprochen, zu einem Anstieg
der Renin-Sekretion und einer verstarkten Aktivierung des RAS kam. Diese Ak-
tivierung wird durch funktionelle Barorezeptoren im Vas afferens des Glomeru-
lus getriggert.

Die Gabe von Indomethacin als Cyclooxygenase-Inhibitor kann eine vaso-
konstriktive Potenz von Adenosin unter diesen Bedingungen wiederherstellen
(Haas und Osswald, 1981).

4. e) Akutes Nierenversagen

Das akute Nierenversagen ist ein Syndrom, bei welchem die glomerulare Filtra-
tionsrate (GFR) drastisch sinkt und die physiologischen Funktionen der Niere
fast vollstandig zum Erliegen kommen. Bei dem akuten Nierenversagen (ANV)
unterscheidet man grob zwei Formen, die polyurische und eine oligourisch-
anurische Form, die beide potentiell reversibel sind, obwohl letztere Form eine

deutlich schlechtere Prognose hat. Als Ursachen liegen dem ANV, die unter-
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schiedlichsten pra-, postrenalen und renalen pathophysiologischen Vorgange
zugrunde. Durch die eingangs geschilderte physiologische Funktion von Ade-
nosin als vasokonstriktiver Mediator an der Niere wurde auch auf eine Beteili-
gung von Adenosin in der Pathophysiologie des akuten Nierenversagens ge-
schlossen (Churchill und Bidani, 1982; Bohle et al., 1990), da sowohl eine rena-
le Ischamie, als auch nephrotoxische Substanzen durch einen die ATP-
Synthese Ubersteigenden ATP-Verbrauch zu einem gesunkenem Phosphoryla-
tionspotential fuhren. Dauert dieser Zustand Uber einen langeren Zeitraum an,
so kann es neben der Schadigung der Nierenzellen auch zu einem akuten Nie-
renversagen kommen. Wie eingangs schon ausfihrlich erwahnt, fuhrt ein die
ATP-Produktion Ubersteigender Verbrauch zu einer vermehrten Dephosphoryli-
sierung von AMP zu Adenosin und auch zu einer vermehrten Freisetzung von
Adenosin. Letztere nimmt besonders auch unter ischamischen Bedingungen bei
sinkender Sauerstoffspannung im Nierenmark und am distalen Tubulus zu
(Beach et al., 1991). Eine Folge der gestiegenen Konzentration an freiem Ade-
nosin im Gewebe ist die Vasokonstriktion am Vas afferens, mit einer Abnahme
der GFR. Hinzu kommt, dal® durch ein verminderten ATP-Angebot die Elektro-
lytreabsorption stagniert und durch die erhdhte Natrium-Konzentration an der
Macula densa das TGF aktiviert wird, d. h. die Vasokonstriktion wird dadurch
weiter unterhalten. Daraus resultiert ein weiterer Abfall der GFR. In Abhangig-
keit der Sensitivitat der glatten Muskulatur in der Niere fir Adenosin kann dieser
Mechanismus mehr oder weniger verstarkt werden und in einen Circulus vitio-
sus enden, bei dem eine persistierende Vasokonstriktion in ein akutes Nieren-
versagen munden kann. Neben einer Ischamie konnten auch fur weitere Ursa-
chen eines ANV die Adenosin-bedingte Vasokonstriktion verantwortlich ge-
macht werden, so z.B. Rontgen-Kontrastmittel (Arend et al., 1987), Myoglobin-
urie (Bidani et al., 1987), Glycerol (Bidani et al., 1983), Cisplatin (Heidemann et
al., 1989) und weitere.

Halt eine Funktionsstdrung dieser Art langer als 30—-60 Minuten an, so kann es
zu einer schweren Schadigung der Tubuluszellen mit deren Desintegration
kommen, die in einer tubularen Obstruktion mundet. Eine chronische, langer als

24 Stunden andauernde tubulare Obstruktion bewirkt eine anhaltende praglo-
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merulare Vasokonstriktion (Arendshorst et al., 1975). Wobei man auch eine
Sensibilisierung um den Faktor 100 des Vas afferens fur Adenosin beobachten
konnte (Recker et al., 1985). Die tubulare Obstruktion kann so auch zu einem
Erliegen der glomerularen Filtration fuhren, wie sie beim oligourischen-
anurischen Nierenversagen zu beobachten ist.

In weiteren Studien konnte die Beobachtung gemacht werden, dal} verschiede-
ne weitere Faktoren nicht nur mit einer hoheren Inzidenz fur ein akutes Nieren-
versagen einhergehen, sondern auch fur ein schwereres Ausmal eines solchen
verantwortlich sind. Die Ursache dafur ist zum Teil auch in einer Sensibilisie-
rung gegenuber Adenosin zu sehen. Wie vorher beschrieben, konnten bei einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, nicht nur eine Zunahme der vaso-
konstriktiven Potenz von Adenosin beobachtet werden, sondern sie ist auch als
ein Risikofaktor fir zunehmende Komplikationen bei einem ANV beschrieben
(Brezis et al., 1990). Weitere Risikofaktoren flir eine Zunahme der Schwere ei-
nes akuten Nierenversagens sind Inhibition der NO-Synthase (Agmon et al.,
1994; Chintala et al., 1993) und Vorbehandlung mit Cyclooxygenase-
Hemmstoffen (Agmon et al., 1994; Palmer et al., 1995), deren Einfluly auf die
vasokonstriktive Potenz von Adenosin in dieser Arbeit zu untersuchen war.
Umgekehrt konnte auch durch andere Studien auf eine maligebliche Beteili-
gung von Adenosin in der Pathophysiologie des akuten Nierenversagens ge-
schlossen werden. So konnte durch unselektive und selektive Adenosin A1-
Rezeptorantagonsiten ein durch die oben angesprochenen Noxen ausgelOstes
ANV verhindert oder abgemildert werden. Dieses konnte fur Rontgen-
Kontrastmittel (Bakris und Burnett, 1985; Erley et al., 1994), Myoglobinurie (Bi-
dani et al., 1987), Glycerol (Bidani et al., 1983, Yates et al., 1987), Cisplatin
(Heidemann et al., 1989) und ischamische Bedingungen (Osswald et al., 1979,

Gouyon et al., 1988) nachgewiesen werden.

23



l. 5. Studienziel

Gegenstand dieser Untersuchung ist den Einflul lokaler Mediatoren auf die
vaskulare Antwort der Niere von Adenosin-Einzelinjektionen zu untersuchen.
Ziel dieser Studie sind Einflusse durch Perfusionsdruck und Inhibition der
Prostaglandin-Synthese bzw. der NO-Synthese auf die Adenosinwirkung an der
Rattenniere eingehender zu erforschen und Wechselwirkungen dieser Systeme
zu erkennen.

So wird in dieser Studie die folgende Frage untersucht:

Kann L-Nitroarginin als NO-Synthasehemmer die verminderte vasokonstriktive

Wirkung von Adenosin bei vermindertem Perfusionsdruck wiederherstellen?

Unter dieser Fragestellung sollen Dosis-Wirkungsbeziehungen von Adenosin-
Einzelinjektionen in verschiedenen Gruppen mit normalem und vermindertem
Perfusionsdruck und mit oder ohne Gabe von L-Nitroarginin und Indomethacin
als COX-Hemmstoff aufgestellt werden und miteinander verglichen werden.

Die klinische Relevanz dieser Frage ist der vielfach belegte Zusammenhang
zwischen endothelialer Fehlfunktion, fir den unter anderem auch der Diabetes
mellitus verantwortlich gemacht wird, chronischer Einnahme von nichtsterioda-
len Antiphlogistika und dem akuten Nierenversagen. Das Risiko eines akuten
Nierenversagens ist bei diesem Personenkreis deutlich erhoht. In dieser Studie
sollen auch physiologischen und pathophysiologischen Grundlagen untersucht

werden.
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Il. Materialien und Methoden

Il. 1. Versuchstiere

1. a) Tierhaltung

Die Experimente wurden mit mannlichen Minchner Wistar-Ratten durchgefthrt.
Die Tierhaltung war im Tierstall des Pharmakologischen Instituts unter folgen-
den Umweltbedingungen: Kunstlicher Tag-/Nachtrhythmus im 12-Stunden-
wechsel, Raumtemperatur von 22,5° C und einer Luftfeuchtigkeit von ca.
60 g/%/m°. Die Ratten lebten in kleinen Gruppen von 4-5 Tieren pro Kéfig
(Standardkafig, Streu Weichholzfaser 3-4, Typ 99190200, Altromin, La-
gel/Lippe) und bekamen pelletierte Standardnahrung (Kleintiermischfutter, Al-

tromin, Art.1320, Lage/Lippe) sowie freien Zugang zu Leitungswasser.

1.b) Tiermodell

Die Ratten wurden mit einem Gewicht von 250-280 g bestellt und zur Akklima-
tisierung mindestens eine Woche in den Tierstallen des pharmakologischen In-
stituts gehalten. Eine medikamentdse oder sonstige Vorbehandlung erfolgte in
dieser Zeit nicht.

Der Versuch wurde in sechs Gruppen zu je 5-6 Tieren durchgefuhrt. Die Grup-
peneinteilung ergab sich zum einen durch die Medikamentengabe zur Modula-
tion der Adenosinwirkung an der Niere. Es wurde entweder Indomethacin,
L-Nitroarginin oder keines dieser beiden gegeben. Als weiterer Faktor der Mo-
dulation der Adenosinwirkung wurde die renale Perfusion durch eine Bla-
lockklemme an der Aorta auf Blutdruckwerte um 65-70 mmHg gesenkt. Eine
Kombination von vermindertem renalen Perfusionsdruck und den beiden Medi-

kamenten bzw. ohne Medikamentengabe ergab die weiteren drei Versuchs-

gruppen.

1.c) Narkose

Die Narkose erfolgte mit Thiobutabarbital (Inactin®, Byk-Gulden, Konstanz), mit

einer Dosis von 100-120 mg/kg Korpergewicht, die intraperitoneal injiziert wur-
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de. Die Dosis wurde genau auf das Koérpergewicht des Tieres abgestimmt. Da-
zu wurde das Koérpergewicht am Versuchstag, des betreffenden Tieres auf einer
Analogwaage (Mettler, Zurich Schweiz) bestimmt.

Nach intraperitonealer Injektion des Narkotikums setzte in der Regel nach 5-10
Minuten eine ausreichende Narkosetiefe ein, die durch erloschene Willkirmoto-
rik auf Schmerzreize und erloschenen Cornealreflex Uberprift wurde. War die
Narkose nicht ausreichend tief, so wurde 10—-20 mg/kg Korpergewicht des Nar-

kotikums nachgegeben.

1.d) Praparation

Die narkotisierten Versuchstiere wurden in Rickenlage auf einen beheizbaren
Praparationstisch (Effenberger, medizinisch-technischer Geratebau, Pfaffing,
Attel) gelegt.

Die Korpertemperatur wurde auf 37° C, mittels rektaler Sondenmel3ung gleich-
bleibend gehalten.

Die eigentliche Praparation begann mit einer Tracheotomie, zu deren Zweck
nach einem ca. 2,5-3 cm langen medianen Halsschnitt, das Unterhaut-
fettgewebe und die infrahyaline Muskulatur stumpf median durchtrennt und die
Trachea freiprapariert wurde. Dann wurde die Trachea zwischen zwei Knorpel-
spangen vorsichtig er6ffnet und ein ca. 4-5 cm langer Polyethylenkatheter (In-
nendurchmesser: 1,57 mm, AuRendurchmesser: 2,08 mm, Labokron, Sinsheim)
ca. 1 cm weit eingefihrt und mit einem Faden mittels chirurgischem Knoten fi-
xiert. Dieser Katheter diente als Tubus, durch den eine ausreichende und un-
gehinderte Respiration bei erhaltener Spontanatmung des Tieres in Narkose
erhalten blieb.

Als nachster Schritt wurde die rechte Vena jugularis externa aus dem umlie-
genden Fett- und Bindegewebe freiprapariert und ca. 2 cm kranial des Einflus-
ses in die Vena cava superior abgebunden. Die Vena jugularis wurde mit einer
Gefaldschere inzidiert und ein dunner Polyethylenkatheter (0,28 mm Innen-
durchmesser und 0,61 mm Aul3endurchmesser, Labokron, Sinsheim) eingelegt
und wieder mit einem Faden fixiert. Der eine Katheter war mit einer Perfu-

sorspritze (50 ml, Firma B. Braun, Melsungen) und dem dazugehorigen Perfu-
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sor (Secura, Firma B. Braun, Melsungen) verbunden. Diese Perfusorspritze war
mit 0,85% NaCl-Lésung geflllt und es wurde dem Tier je nach Gewicht
1 ml/100 g Kérpergewicht/Stunde plus 1 ml NaCl-Losung gegeben.

Danach wurde die linke Arteria carotis communis unter dem Musculus sterno-
cleidomastoideus vorsichtig aufgesucht und stumpf freigelegt, unter Darstellung
und Schonung des in unmittelbarer Nahe verlaufenden Nervus vagus. Die Arte-
rie wurde nach kranial ligiert und nach kaudal mit einer GefalRklemme voruber-
gehend abgeklemmt. Dann wurde ein Poyethylenkatheter (0,28 mm Innen-
durchmesser und 0,61 mm Aul3endurchmesser, Labokron, Sinsheim), nach
Entfernung der Gefaltklemme Uber die Arterie in die Aorta abdominalis ca. 4-5
cm weit eingefuhrt, bis ca. 5-7 mm vor dem Abgang der Nierenarterie. Als Ab-
messungspunkt diente vorher die Lange der Inzisionsstelle an der Carotis bis
kurz unter dem Prozessus xiphoideus des Sternums. Spater wurde die Lage bei
der Praparation der abdominalen Aorta und der Nierenarterie mit einer stump-
fen Pinzette vorsichtig kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Dieser Katheter
war an einen speziellen Dreiwegehahn (Spezialanferigung K. Stiehler, Pharma-
kologisches Institut, Tubingen) mit minimalem Totraumvolumen angeschlossen,
uber den spater die Adenosin-Einzelinjektionen gegeben wurden. Nach der Fi-
xation des Katheters mit einem Faden, wurde das Praparationsgebiet am Hals
mit der Haut und ein bis zwei kutanen Nahten abgedeckt. Zusatzlich schutzten
mit physiologischer Kochsalzlésung getrankte Tupfer die Praparationsstelle vor
dem Austrocknen.

Zweiter Praparationsort war die rechte Leistenregion, die durch einen ungefahr
2-3 cm langen horizontalen Schnitt er6ffnet wurde. Das Unterhautfettgewebe
wurde ebenfalls stumpf durchtrennt, um die unterliegende laterale Bauch- und
mediale Beinmuskulatur darzustellen. Diese beiden Muskelgruppen wurden
stumpf auseinander gedrangt, um Einblick auf die GefalRbahn der Leistenregi-
on, mit von innen nach aulden gesehen Vena, Arteria und Nervus femoralis zu
bekommen. Die Arterie wurde vorsichtig von den beiden anderen Strukturen
stumpf getrennt und nach distal mit einem Faden abgebunden und nach proxi-
mal mit einer GefalRklemme zeitweise unterbunden. Dann wurde ein Katheter

zur Blutdruckmessung in die Arterie eingelegt und eingebunden. Der Katheter
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wurde aus einem Polyethylenschlauch (Innendurchmesser 4,0 mm, Aul3en-
durchmesser 6,0 mm, Labokron, Sinsheim) durch Erhitzen tber einem Bunsen-
brenner gezogen und anschlieRend abgetrennt. Zur Blutdruckmessung war das
distale Ende des Katheters Uber einen Dreiwegehahn mit ein Druckabnehmer
(BLRR, World Precision Instruments, Sarasota USA) verbunden. Dieser war
mittels eines Verstarkers (Transbridge TBM4, World Precision Instruments,
Sarasota USA) an einen Mehrkanalschreiber (Thermoprinter, WK-280 R, FMI,
Egelsbach) angeschlossen, der wahrend des ganzen Versuches den Blutdruck
kontinuierlich aufzeichnete. Der Katheter zur Blutdruckmessung wurde mit he-
parinisierter Kochsalzlésung (1250 I.E. Heparin pro 100 ml) geflllt und proto-
kollgemal gespult. Nach erfolgter Praparation der Leistengegend wurde das
Operationsgebiet mit Polymerfolie (Parafilm, American Can Company, Green-
wich USA) abgedeckt.

Als nachste Praparation wurde ein suprapubischer Blasenkatheter eingefihrt.
Dazu wurde ein 1-1,5 cm langer, medianer Schnitt oberhalb der Symphyse
gemacht, das Binde- und Fettgewebe, sowie die Muskeln unterhalb der Linea
alba stumpf auseinander gedrangt. Die Blase wurde am oberen Pol inzidiert
und ein Polyethylenkatheter eingelegt und fixiert, der nach oben beschriebenen
Verfahren aus einem Polyethylenschlauch Uber dem Bunsenbrenner gezogen
wurde, diesmal mit einer zusatzlichen kleinen, glockenférmigen Auftreibung an
einem Ende, zur besseren Fixierung. Der so abgeleitete Urin wurde in einem
Eppendorfgefall (Eppendorf Save Lock 1,5 ml Reaktionsgefaly, Hamburg) ge-
sammelt und spater mit der Ausscheidung der praparierten Niere verglichen.
SchlieBlich wurde noch die linke Niere prapariert. Hierzu wurde das Ver-
suchstier auf die rechte Seite gedreht. An der linken Flanke wurde ca. 1 cm
kaudal des Rippenbogens parallel zu diesem ein 4-5 cm langer Schnitt durch
die Haut gemacht, um die Cutis im subkutanen Fett- und Bindegewebe von der
Bauchmuskulatur abzuprararieren und separat zu durchtrennen. Die Bauchdek-
ke wurde angehoben, um die Bauchorgane nicht bei der Eréffnung der Bauch-
hoéhle zu verletzen. Schlie3lich wurde die Bauchmuskulatur mit einem kleinen
Schnitt durchtrennt. Mit zwei Klemmen, die kranial und kaudal, parallel zu dem

Hautschnitt in die Bauchhohle eingeflhrt wurden, wurde die Blutversorgung der
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Bauchdecke unterbrochen. Dann wurde der Bauchdeckenschnitt entlang der
Klemmen parallel zu dem Hautschnitt erweitert. Die Niere wurde in ihrer Loge
freigelegt und stumpf von ihrem Fett- und Bindegewebe abprapariert. Nachfol-
gend wurde die Niere mit groRter Vorsicht in eine, am Praparationstisch befe-
stigte Nierenschale gelegt und der Nierenhilus mit den GefalRen vorsichtig in
der daflr vorgesehenen Aussparung ausgerichtet und von dem verbliebenen
Fettgewebe zur besseren Darstellung befreit. Der Ureter wurde moglichst
langstreckig dargestellt und distal doppelt ligiert, um spater zwischen den Liga-
turen durchtrennt zu werden. SchlieRlich wurde der Ureter inzidiert und ein Po-
lyethylenkatheter (0,28 mm Innendurchmesser und 0,61 mm Aufiendurchmes-
ser, Labokron, Sinsheim) eingefuhrt und mit einem Faden fixiert. Der hier abge-
leitete Urin wurde wiederum in einem Eppendorfgefal® (Eppendorf Save Lock
1,5 ml Reaktionsgefal’, Hamburg) gesammelt.

Nach der Nierenpraparation wurde, wie vorher schon beschrieben, der Sitz des
Katheters in der Aorta abdominalis kontrolliert und die abdominale Aorta vor-
sichtig und mdglichst ohne Verletzung ihrer thorakolumbalen Abgange aus dem
umgebenden Gewebe auf einer Strecke von ca. 0,8—1 cm herausprapariert.
Dann wurde um die Aorta eine Blalockklemme (Spezialanfertigung Osswald)
gelegt und in offenem Zustand an einer Metallhalterung fixiert. Die Klemme be-
fand sich kurz unterhalb des Endes des in der Aorta einliegenden Katheters.
Die Arteria renalis wurde nun vorsichtig von der Vene getrennt und beiseite ge-
schoben, um einen FluBmefRkopf (Carolina Medical Incorporated, King, North
Carolina/lUSA) anzulegen, mit dem Innendurchmesser von 0,8 mm. Der Fluf3-
mel3kopf wurde dann in einer ebenfalls am Praparationstisch angebrachten Hal-
terung befestigt und an der Arterie zur Messung des renalen Blutflusses ausge-
richtet. Der FluBRmeRkopf war an dem entsprechenden MeRgerat (Carolina Me-
dical Incorporated, King, North Carolina/USA) angeschlossen und konnte neben
der Blutdruckkurve auf dem Mehrkanalschreiber kontinuierlich aufgezeichnet
werden.

Nach beendeter Praparation wurde die Niere mit in physiologischer Kochsalzlo-
sung getrankten Tupfern bedeckt, um sie vor dem Austrocknen zu schuitzen.

Aus dem gleichen Grund und zum Schutz vor zu grofem FlUssigkeitsverlust
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wurde der Bauchraum mit einer Polymerfolie (s. 0.) unter Aussparung der Nie-
renschalenhalterung und des FluBRmeRkopfes abgedeckt.

Die Praparationszeit betrug im Schnitt ca. eineinviertel Stunden.

Il. 2. Experimentablauf

2. A) Tiergruppen

Die Aufteilung der Tiere erfolgte anhand der Versuchsbedingungen in sechs
Gruppen. Die vorher bestimmten Bedingungen waren normaler und durch eine
Blalockklemme verminderter Blutdruck, bzw. dementsprechende Anderung der
Nierenperfusion und mit oder ohne vorherige Medikamentengabe. Unter diesen
unterschiedlichen Voraussetzungen wurden die entsprechenden Gruppen zur
Untersuchung der Reaktion der Niere auf Adenosin-Einzelinjektionen zusam-

mengestellt.

Gruppe 1: Kontrollgruppe mit alleinigen Adenosineinzelinjektionen (n = 6).

Nach abgeschlossener Praparation und einer Aquilibrationsphase von 40-60
Minuten erfolgten die Adenosin-Einzelinjektionen in die Aorta abdominalis. Es
wurden jeweils 30 yl Adenosinldsung in Konzentrationen von 0,01—100 mmol
injiziert. Jede Injektion mit einer definierten Konzentration wurde einmal wieder-
holt und bei gréfReren Schwankungen ein weiteres Mal. Zwischen den einzelnen
Adenosin-Konzentrationen wurde der Katheter mit physiologischer Kochsalzlo-
sung gespult und eine 3-5 Minuten dauernde Pause gemacht. Wahrend des
gesamten Versuchsablaufs wurden Blutdruck, renaler Blutflul und die Urinpro-
duktion gemessen. Die Versuchsdauer betrug ca. 45 Minuten und wurde in drei
jeweils 15-minutige Perioden eingeteilt, zwischen denen Blut zur Hamatokrit-
bestimmung abgenommen wurde und die Eppendorfgefalde zur Bestimmung
der Urinproduktion gewechselt wurden. Die errechnete basale Nierendurchblu-

tung pro Nierengewicht bezieht sich jeweils auf eine dieser drei Zeitperioden.

Gruppe 2: Adenosineinzelinjektionen mit vermindertem Blutdruck (n=5).
Versuchsanordnung und -Ablauf war wie bei Gruppe 1, nur wurde der mittlere

arterielle Blutdruck durch eine um die Aorta abdominalis gelegte Blalock-
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Klemme auf konstante Werte zwischen 65—-70 mmHg eingestellt. Nach der Pra-
paration und einer verkurzten 10—-20-minutigen Ruhephase wurde der Blutdruck
in der unteren Korperpartie vermindert und eine weitere 20-30 Minuten dauern-
de Aquilibrationsphase angeschlossen, in der durch Feinjustierung an der Bla-
lock-Klemme des MAP auf die vorher genannten Zielwerte nachgestellt wurde.
Fir eine ausreichende Aquilibration galten hier auch wieder die schon vorher
beschriebenen Kriterien, wie konstante, ausreichende Urinproduktion, konstan-
ter Blutdruck, der nicht mehr nachreguliert werden mufte, und konstante Nie-
rendurchblutung. Anschlie®end wurde mit den Adenosin-Einzelinjektionen be-

gonnen.

Gruppe 3: Adenosineinzelinjektionen mit vorhergehender L-Nitroarginininfusion
(n=6).

In dieser Versuchsgruppe wurde nach Praparation der Tiere und kirzerer 10—
15-minutiger Ruhephase, in der sich das Tier von dem Strel3 der Praparation
erholen konnte, L-Nitroarginin injiziert. Es wurden 30 pl/kg Korpergewicht
L-Nitroarginin in 1 ml physiologischer Kochsalzldsung in einem Zeitraum von 15
Minuten langsam intravends infundiert. Durch die fehlende vasodilattierende
Wirkung von NO konnte ein generalisierter Anstieg des mittleren arteriellen
Blutdrucks (siehe Kurve 3 im Anhang) beobachtet werden, der mit leichter Zeit-
verzogerung mit dem Infusionsbeginn (Zeitpunkt | in Kurve 3) einsetzte. Der
Blutdruckanstieg setzt sich auch Uber das Ende (Zeitpunkt Il in Kurve 3) der In-
fusion fort. Zeitgleich mit der Wirkung auf den systemischen Blutdruck setzte
auch die L-Nitroarginin-Wirkung an der Niere ein, die mit einem Abfall des RBF
symptomatisch wurde. Fur das Aquilibrium gelten wieder die bekannten Krite-
rien, so dald abgewartet wurde, bis sich der MAP auf einen konstanten Wert
eingependelt hatte, bevor man mit den Adenosin-Einzelinjektionen fortfahren

konnte.

Gruppe 4: Adebosineinzelinjektionen mit L-Nitroarginininfusion und verminder-
tem Blutdruck (n=5).
In dieser Gruppe erfolgte die Vorbehandlung mit L-Nitroarginin wie in Gruppe 3.

Vor der letzten Aquilibrationsphase wurde der mittlere arterielle Blutdruck aber
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in der bei Gruppe 2 beschriebenen Art wieder auf Werte zwischen 65-70
mmHg gesenkt. Dann schloR sich die letzte Aquilibrationsphase und die Ade-

nosin-Einzelinjektionen an.

Gruppe 5: Adenosineinzelinjektionen mit Vorbehandlung mit Indomethacin
(n=6).

Nach der Standardpraparations- und Ruhephase wurden in dieser Versuchs-
gruppe die Tiere mit 10 mg/kg Korpergewicht Indomethacin vorbehandelt. In-
domethacin wurde in 1 ml Phosphatpuffer geldst und tUber 5 Minuten langsam
intravends infundiert. Nach der Aquilibrationsphase konnte mit den Einzelinjek-

tionen mit Adenosin begonnen werden.

Gruppe 6: Adenosineinzelinjektionen mit Indomethacin und vermindertem Blut-
druck (n=5).

Der Versuchsablauf entsprach in wesentlichen Teilen den Gruppen 2 und 4. Im
Unterschied zu Gruppe 4 wurde hier, wie in Gruppe 5 beschrieben, mit Indo-
methacin vorbehandelt und anschlieRend nach einer kurzen Ruhepause wie in
Gruppe 2 und 4 mit der Verminderung des mittleren arteriellen Blutdrucks fort-
gefahren. Nach einer Aquilibrationsphase mit den vorher beschriebenen Aqui-
librationskriterien konnte auch hier mit den Adenosin-Einzelinjektionen begon-

nen werden.

2.b) Versuchsprotokoll

Der Versuch begann mit der Narkoseeinleitung, mittels intraperitonealer Injekti-
on von Inactin in einer Konzentration von 100 mg/kg Korpergewicht.

Nach der Praparation begann eine Aquilibrationsphase von 40-60 Minuten
Dauer. Schon nach dem Einlegen des Venenkatheters wurde dem Versuchstier
physiologische Kochsalzlésung (0,85% NaCl-Lésung) infundiert. Die venos in-
fundierte Menge entsprach anfanglich 1 mil/h pro 100 g Kérpergewicht. Im wei-
teren Verlauf wurde von dieser Menge 1 ml/h abgezogen, da Uber den aortalen
Katheter 1 ml/h heparinisierte Kochsalzlésung infundiert wurde, um den Kathe-

ter offen zu halten. So blieb die infundierte Gesamtmenge konstant.
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Dafiir, dal® das Tier sich im Aquilibrium befand, galten folgende Kriterien, die
gleichzeitig fur den Beginn des Versuches standen: konstanter arterieller Mittel-
druck, in Gruppen 1, 3 und 5 uber 80 mmHg und in Gruppe 2, 4 und 6 keine
grolleren Schwankungen des arteriellen Mitteldrucks, sowie konstante Urinpro-
duktion, die in 15minltigen Abstanden gemessen wurde.

Anschlie®end wurde, je nach Versuchsgruppe, L-Nitroarginin, Indomethacin
oder nur eine aquivalente Menge an 0,85%iger NaCl-Losung infundiert. Nach
weiteren 30-35 Minuten und konstanten Vitalparametern des Versuchstieres
konnte mit den Adenosin-Einzelinjektionen in aufsteigender Konzentration von
0,01 mmol bis 100 mmol mit einer 30 pl Mikroinjektionsspritze begonnen wer-
den. Vor den Adenosin-Gaben wurden noch zweimal 30 pl physiologische
Kochsalzlésungsbolus gegeben um Injektionsartefakte und injektionsbedingte
Blutdruckschwankungen auszuschliefl3en.

Jede Adenosin-Konzentration wurde zwei Mal wiederholt. Zwischen den einzel-
nen Konzentrationen wurde eine Regenerationspause von 2—4 Minuten ein-
gehalten, nachdem der Katheter mit 0,85%iger Kochsalzlésung gespult worden

war, um Verunreinigungen zu vermeiden.

2.c) Verwendete Pharmaka und Losungen

Physiologische Kochsalzlésung als Dauerinfusion

Als Basisinfusion diente eine vor dem Versuch hergestellte physiologische
Kochsalzlésung. Die Infusionslésung setzt sich aus bidestilliertem Wasser und
NaCl (NaCl reinst, Merck, Darmstadt) in einer Gewichtskonzentration von

0,85% zusammen.

Indomethacin

Indomethacin (Indomethacin, Lot. PTA-197, MSD Sharp & Dohme GmbH, Min-
chen) wurde bei den Versuchen in einer Konzentration von 10 mg/kg Koérper-
gewicht in 1 ml Phosphatpuffer (Anfertigung W. Behr, Pharmakologisches Insti-
tut, Tubingen) geldst und Uber 5 Minuten langsam intravends injiziert. Der Phos-
phatpuffer war 0,1 molar und bestand aus NaH,PO,4 und H,O im molaren Ver-

haltnis 10:1. Der pH-Wert dieser Lésung wurde auf 8,0 eingestellt.
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N-a-Nitro-L-Arginin

Zur Blockade der NO-Synthase wurde N-o-Nitro-L-Arginin (N-w-Nitro-L-Arginin,
Lot. 129F-0237, Sigma, St. Louis MO/USA) in einer Konzentration von
30 umol/kg Korpergewicht intravends gegeben. Die Substanz wurde in 0,85%
NaCl-Lésung aufgeldst und in einem Zeitraum von 15 Minuten langsam intrave-
nos injiziert, um einen zu schnellen Blutdruckanstieg und ein mogliches Herz-

versagen zu vermeiden.

Inactin®

Die Narkose wurde mit einer intraperitonealen Injektion von Thiobutabarbital
(Inactin®, Byk-Gulden, Konstanz) in einer Konzentration von 80 mg/kg Korper-
gewicht, geldst in physiologischer Kochsalzldsung, eingeleitet. Wenn die Nar-
kose nicht ausreichend tief war, wurde eine weitere Injektion von Inactin mit 20

mg/kg Korpergewicht gegeben.

Adenosin

Adenosin (Adenosin, Serva, Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg) wurde
zur Herstellung einer Verdunnungsreihe in physiologischer Kochsalzlésung als
Stammldsung mit einer Konzentration von 3,33 mmol hergestellt und die Reihe
in aufsteigender Konzentration pipettiert, so daf® man im weiteren Versuchsver-
lauf mit einer Injektion von 30ul der Lésung die Menge zwischen 0,01 und

100 nmol Adenosin applizieren konnte.

Il. 3. MeRgroRen

3.a) Arterieller Blutdruck

Wie vorher schon beschrieben, wurde der arterielle Blutdruck tber einen Poly-
ethylenkatheter in der A. femoralis gemessen. Der Katheter war an einen
Druckabnehmer angeschlossen, Uber den die MeRwerte von einem Schreiber

kontinuierlich aufgezeichnet wurden.
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3.b) Renaler BlutfluB

Der an die A. renalis gelegte Flumelikopf wurde mit einer Messeinheit verbun-
den, Uber die der renale Blutflu (RBF o) kontinuierlich von dem Schreiber auf-
gezeichnet wurde.

Das Prinzip dieser MelRmethode basiert auf der elektromagnetischen Eigen-
schaft von Teilchen mit einer elektrischen Ladung, die in einem Magnetfeld be-
wegt werden. Ein magnetisches Feld induziert hier bei durch dies Feld beweg-
ten, elektrisch geladenen Teilchen eine Spannung. Die Spannung verhalt sich
dabei proportional zu der Geschwindigkeit der Teilchen. Wenn ein definierter
GefalRdurchmesser vorgegeben ist, so ist die induzierte Spannung proportional
zu dem FluRvolumen und gibt die FluRrate wieder. Deren Einheit ist also Volu-
men pro Zeiteinheit.

Das magnetische Feld wird durch einen im Flulimesskopf enthaltenem Elek-
tromagneten erzeugt. Dadurch wird im Bereich des Mel3kopfes ein homogenes
elektromagnetisches Feld an dem Gefal® aufgebaut. Die im Blut enthaltene
lonen und ionisierten Proteine, sowie die geladenen Oberflachen der korpusku-
laren Bestandteile erzeugen, bewegt durch das magnetische Feld, eine elektri-
sche Spannung. Wichtig fur die exakte Messung ist auch der Hamatokritwert als
Malf der korpuskularen Blutbestandteile.

Diese Methode ist nur im geringen Malde durch Gefallbewegung, Blutviskositat
und Temperatur beeinflut. GroReren Einflul® kdnnen, da die durch das flielten-
de Blut induzierte Spannung sehr klein ist, zum Beispiel elektrische Gerate oder
nicht ausreichend isolierte Stromkabel in der Nahe haben, die durch Interferenz
die Messung beeinflussen. Durch internes Abgleichen des Gerates, wird ver-
sucht diese Storeinflisse zu minimieren. Deshalb wird die gemessene Span-
nung am abgeklemmten Gefal initial auf O abgeglichen. Ein weiterer Einfluipa-
rameter ist, wie oben genannt der Hamatokritwert, der bei der Eichung des Ge-
rates und beim Abgleichen mit einbezogen werden mul}. Zusatzlich ist eine kor-
rekte Anlage des FluBRmeRkopfes senkrecht zur Langs- und zu der Querachse
des Gefallumens fur die Genauigkeit und Richtigkeit der Ergebnisse unerlal3-

lich. Andernfalls wiirden realer GefalRdurchmesser und die Schnittflache des

35



Magnetfeldes durch das Gefald voneinander abweichen und die Ergebnisse ver-
falschen.

Vor Beginn der Versuchsreihe wurde zur Kontrolle und genauen Eichung des
Gerates eine explantierte Rattenarterie (in diesem Fall eine A. carotis) mit
Spenderblut mit bekanntem Hamatokrit und bekannter, durch einen Perfusor
variierten FluRgeschwindigkeit perfundiert und das Gerat darauf abgeglichen.
Der renale BlutfluR wurde nach dem oben beschriebenen Prinzip von dem
FluBmesskopf (Carolina Medical Incorporated, King, North Carolina/USA) in
ml/min gemessen und durch einen Mehrkanalschreiber kontinuierlich aufge-

zeichnet.

3.c) Herzfrequenz

Die Herzfrequenz wurde durch die kontinuierliche Aufzeichnung der Blutdruck-
kurve ermittelt, wobei der Papiervorschub auf 50 mm/sec gestellt wurde. Der so
gewonnene Ausdruck zeigte den Druckverlauf der einzelnen Herzaktionen. Die
einzelnen Herzaktionen wurden in einem Zeitraum von 20 Sekunden ausge-
zahlt und auf eine Minute hoch gerechnet. Anschlielend wurden die Werte im

Rahmen der Meliungenauigkeit auf 5 Schlage/sec gerundet.

I.4. Abgeleitete GroBen

4.a) Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Flr den systolischen (systol.) bzw. diastolischen (diastol.) Blutdrucks (BD) wur-
de fur jede Sammelperiode der Mittelwert graphisch aus dem Schreiberprotokoll

ermittelt und der MAP nach folgender Formel berechnet:

MAP = diastol. BD + (systol. BD — diastol. BD)/ 3

4.b) Renaler BlutfluB pro 1 Gramm Nierengewicht

Die durch das vorher beschriebene Verfahren gewonnenen Melergebnisse
werden pro Gramm Nierengewicht umgerechnet, dazu wurde die linke Niere
nach dem Versuch entfernt, von umgebenden und hilaren Binde- und Fettge-

webe befreit, abgetrocknet und gewogen:
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RBF = RBFa (ml/min) * 1/Nierengewicht (g) [RBF] = ml/min/Nierengewicht in g
(Entsprechend ist RBFa der renale Blutfluld vor Umrechnung auf das Nierenge-
wicht)

4.c) Renaler Plasmafluf

Wie vorher beschrieben, wurde aus dem BlutdruckmefRkatheter Blut in ein Ha-
matokritrohrchen (Mikrohamatokritrohrchen, Brand, Wertheim) abgenommen
und der Katheter wieder mit heparinisierter Kochsalzlésung gespult. Nach dem
Zentrifugieren konnte man den Hamatokritwert ablesen und zur Berechnung
des renalen Plasmaflusses heranziehen.

Der renale Plasmaflu® (RPF) berechnet sich folgendermalien:

RPF = RBF *(1- Hamatokrit) [RPF] = ml/min/1g

I1.5. Statistische Analyse

Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM und Standardabweichung dargestellt
und die verschiedenen Gruppen mit ungepaartem Student-t-Test miteinander
verglichen. Die Mittelwerte des RBF-Abfalls ergaben sich als individuelle Mittel-
werte jedes einzelnen Tieres, bei dem pro Dosis 3 Messungen gemacht wur-
den. Aus diesen Mittelwerten wurden dann die Mittelwerte der einzelnen Grup-
pen ermittelt. Dem Versuch wurde die Gruppe 1, ohne medikamentose Vorbe-
handlung und ohne verminderten Blutdruck, als Nullhypothese zugrunde gelegt
und mit den Gruppen 3, 5 und gleiches bei den Gruppen mit vermindertem re-
nalen Perfusionsdruck gegentber Gruppe 2 gemacht. Separat dazu wurden die
Daten der Gruppe 1 mit der Gruppe 2 verglichen. Ferner wurde ein Vergleich
innerhalb der Gruppen einer medikamentdser Behandlung mit jeweils normalem

und vermindertem RPP gemacht.
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lll. Ergebnisse

lll. 1. Erlauterung und Darstellung

In den vorhergehenden Kapiteln wurde die Versuchsanordnung und Durchflh-
rung beschrieben. Die Gruppen werden jeweils paarweise mit normalem oder
reduzierten Blutdruck miteinander verglichen und zusatzlich die unterschiedli-
chen medikamentdsen Einflisse auf die Mel3parameter und die Adenosinwir-
kung innerhalb der Gruppen mit nicht vermindertem oder vermindertem Blut-
druck verglichen, wobei die nicht mit Medikamenten behandelten Gruppen 1
und 2 als Bezugs- und Vergleichsgruppe dienen. Die Wirkung von Blutdruckre-
duktion durch die abdominelle Aortenklemme und NO bzw. Indomethacin auf
den Systemkreislauf und die renale Durchblutung wird gesondert betrachtet.
Alle Untersuchungsergebnisse beziehen sich, soweit sie direkt die Niere betref-
fen, immer auf die linke Niere. Im Anhang (siehe Abbildungen 8- 13) werden die
Eichkurven fur die RBF und MAP-Messung und Adenosin-Einzelinjektionen der
Gruppen mit Konzentrationen von jeweils 1 und 10 nmol und die Dosis-
Wirkungsbeziehungen zwischen der zwischen Adenosin-Dosis und dem Abfall
der renalen Durchblutung bei Adenosin-Einzelinjektionen und tabellarisch die
MeRergebnisse aufgefuhrt.

Bei der Zusammensetzung der Gruppen wurde auf Homogenitat innerhalb und
der Gruppen untereinander geachtet. So sind Alter, KorpergrofRe, Gewicht, Nie-

rengewicht und der Hamatokrit der Gruppen miteinander gut vergleichbar.

lll. 2. Reaktionen auf Adenosin-Injektionen und Injektionsartefakte

Um Injektionsartefakte ausschlieRen zu kdnnen, wurde bei jedem Versuchstier
vor den Adenosin-Einzelinjektionen eine aquivalente Menge an physiologischer
Kochsalzlésung injiziert. Als Reaktion auf die Injektion zeigte sich in der Auf-
zeichnung des Blutdrucks ein geringer Druckanstieg, der nur wahrend der Injek-
tionszeit anhielt und sich als scharfgipfelige Zacke in der Schreiberaufzeich-
nung darstellte. Gleichzeitig stieg auch die Nierendurchblutung kurzfristig an

und kehrte nach der Injektion ebenso wie der Blutdruck auf seinen Ausgangs-
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wert zuruck. Daruber hinaus konnte man keine Uber die Injektionszeit hinaus
andauernde Veranderungen an den gemessenen Parametern beobachten.

Bei den Adenosin-Einzelinjektionen konnte man zwei verschiedene konzentra-
tionsabhangige Reaktionen beobachten. Je nach Gruppe wurde bei kleineren
bis mittleren Konzentrationen ein signifikanter, im Kurvenverlauf parabolischer
Blutdruckanstieg beobachtet, der spiegelbildlich zu dem Abfall des renalen Blut-
flusses verhielt. Da die renale Durchblutung zwischen 18 und 25% des Herzmi-
nutenvolumens in Ruhe betragt, macht sich bei einer kurzzeitigen Minderperfu-
sion der Nieren die Volumenzunahme im Restkreislauf des Korpers als Anstieg
des Blutdrucks bemerkbar. Diese Beobachtung ist also eine indirekte Folge der
Adenosinwirkung an der Niere.

Bei hoheren bis sehr hohen Konzentrationen kam es zu einer direkten Wirkung
des Adenosins an der Gefallmuskulatur des grofen Kreislaufs mit einem sys-
temischen Blutdruckabfall, der je nach Konzentration bis zu mehreren Sekun-
den anhalten konnte (siehe Abbildung 10 Kurve B im Anhang). Dieser Blut-
druckabfall (Markierung 2 in Kurve B) setzte mit geringer Zeitverzégerung spa-
ter ein, als der Abfall des renalen Blutflusses (Markierung 1 in Kurve B). Das
Maximum der Adenosinwirkung an der Niere lag vor dem Blutdruck-Minimum,
so dal sie nicht miteinander interferierten. In den folgenden Sekunden verlief
der Anstieg der Nierendurchblutung langsam parallel zu dem Blutdruckanstieg.
Dieser langsame Anstieg ist wohl zum einen durch die hohe wirksame Adeno-
sinkonzentration in der Niere, als auch zum anderen durch den temporar ver-

minderten Blutdruck zu erklaren, der Einflul3 auf die Nierendurchblutung hat.

Gruppe 1
Wirkung von Adenosin auf die renale Hamodynamik, ohne die Wirkung modu-

lierende Einflisse (n = 6).

Diese Gruppe dient auch als Referenzgruppe fur die weiteren Versuche und zur

Erstellung einer Dosis-Wirkungsbeziehung fur Adenosin-Einzelinjektionen.
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Kérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Kérpergewicht und Héma-
tokrit

Die erste Gruppe ist mit Tieren, deren durchschnittliches Korpergewicht
279,67 g mit einer Standardabweichung von £17,01 betrug, homogen zusam-
mengesetzt. Die linke Niere wog im Schnitt 1,07 +0,12 g, was ein Verhaltnis
Nierengewicht pro 100 g Korpergewicht 0,0038 +0.0002 ergibt. Als Hamatokrit-
wert konnte 0,45 (£0,01) im Durchschnitt bestimmt werden. Der Hamatokritwert

konnte wahrend der Versuchsreihe konstant gehalten werden.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF):

Der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz unterlagen wahrend des
Experimentes keinen gro3eren Schwankungen und sind als physiologische
Normalwerte fur Ratten dieser Grolde und dieses Alters anzusehen. Bei Adeno-
sin-Injektionen von 3-5 nmol konnte man eine indirekte Wirkung von Adenosin
durch kurzfristigen Blutdruckanstieg beobachten. Systemische Wirkungen der
Adenosin-Einzelinjektionen traten ab einer Konzentration von durchschnittlich
30 nmol mit einem Blutdruckabfall und mit einen reaktiven Anstieg der Herzfre-
quenz von mehreren Sekunden Dauer auf. Danach kehrten beide wieder auf ih-
re vorherigen Ausgangswerte zurtck. Der gemessene mittlere arterielle Druck
betrug Uber den Beobachtungszeitraum 91,72 mmHg mit einer Standardabwei-
chung von 2,95 mmHg. Die Herzfrequenz hatte bei einem Mittelwert von 370
Schlagen pro Minute eine Standardabweichung von 7,42, was im Rahmen der
Melgenauigkeit mit den gegebenen MelRmethoden liegt und durch physiologi-
sche Schwankungen bei konstantem Blutdruck gut erklarbar ist.

Tabelle 1 MAP und Herzfrequenz, jeweils mit Standardabweichung (SD).

Periode 1 | Periode 2 | Periode 3 |Mittelwerte Einheit
MAP 91,67 91,33 92,17 91,72 mmHg

SD 2,73 3,33 2,79 2,95 mmHg
HF 370,83 371,67 369,17 370,56 1/min
SD 7,37 7,53 7,36 7,42 1/min
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Renaler Blutflul3 (RBF), renaler Plasmaflu3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Die basale Nierendurchblutung wurde mit der vorher schon beschriebenen Me-
thode gemessen. Aus dem basalen renalen Blutflu® konnte man durch Um-
rechnung auf ein Gramm Nierengewicht den RBF/NG, und den RPF bzw. den
RPF/NG errechnen. Die Nierendurchblutung wurde mdglichst konstant gehal-
ten, um fur die Adenosin-Injektionen immer gleiche Bedingungen zu haben. Er-
reicht wurde dieses durch einen konstanten Blutdruck und eine konstante Infu-
sionsmenge, die ungefahr dem Verlust entsprach. Schwankungen des RBF,
bzw. des RBF pro Nierengewicht ergaben sich also nur gewollt durch die Ade-
nosin-Einzelinjektionen oder durch die Verminderung des Blutdrucks, durch die
Blalock-Klemme an der abdominellen Aorta oder die medikamentdse Vorbe-
handlung.

Die verhaltnismaRig groRe Standardabweichung wird durch die individuelle Nie-
rendurchblutung erklart, die von Faktoren wie Blutdruck und NierengrofRe ab-
hangig ist. Bezogen auf das individuelle Nierengewicht der Tiere zeigt sich die
Gruppe 1, wie man dem Schaubild entnehmen kann, konstant tber die Mel3pe-
rioden in der Nierendurchblutung pro Nierengewicht, ohne signifikante Schwan-

kungen zwischen den einzelnen Versuchstieren.

Tabelle 2 Renaler Blutflu und Plasmaflul3 mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG | Einheit
MW 4,13 3,86 2,26 2,11 ml/min
SD 0,47 0,02 0,29 0,04 ml/min
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Schaubild 2 Renaler Blutfluly pro Nierengewicht im Verlauf des Versuchs. Der
Mittelwert des RBF/NG ist 3,86; die Standardabweichung betragt £0,02.

Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,
Schaubild 8):
Die EDsg betragt in dieser Gruppe 1,6 nmol.

Tabelle 3 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen
(nmol) bei Ratten der Gruppe 1 (n = 5-6).

Dosis 0,01 0,1 0,3 0,5 1
MW 0,00 11,50 14,40 19,41 24,84
SD 0,00 0,48 0,74 0,73 0,87
SEM 0 0,20 0,37 0,36 0,35
Dosis 3 5 10 50 10
MW 33,40 37,69 44,37 53,10 55,21
SD 0,93 0,60 0,51 0,73 1,11
SEM 0,47 0,24 0,29 0,37 0,64
Gruppe 2

Wirkung von Adenosin auf die renale Hamodynamik, ohne die Wirkung modu-

lierende Einflisse mit verminderter renaler Perfusion (n = 5).

Diese Gruppe wurde als Vergleichsgruppe mit verminderter renaler Perfusion
benutzt. Der Blutdruck wird mit einer Blalockklemme ca. 5mm oberhalb der Ar-
teria renalis auf einen Zielbereich von ca. 65-70 mmHg vermindert und so die

Nierenperfusion eingeschrankt.
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Kérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Kérpergewicht und Héma-
tokrit:

In der zweiten Gruppe konnte eine ahnlich homogene Zusammensetzung in
Bezug auf die genannten Parameter beobachtet werden, mit einem durch-
schnittlichen Koérpergewicht von 278,20 g und mit einer Standardabweichung
von +12,83 g. Auch das Nierengewicht der linken Niere unterscheidet sich nicht
signifikant von dem der Vorgruppe und betragt im Schnitt 1,06 +0,08 g, was hier
einem Verhaltnis von Nierengewicht pro 100g Kdrpergewicht 0,0038 +0,0001
ergibt. Der Hamatokritwert lag bei einem Mittelwert von 0,46 bei einer Stan-
dardabweichung von +0,01. Er wurde wie vorher durch den Flussigkeitsverlust

ausgleichende Infusionen konstant gehalten.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF).

Durch die Abklemmung der Aorta abdominalis wird der Blutdruck auf ca. 72 %
des Ausgangsdrucks der Gruppe 1 vermindert. Gleichzeitig steigt die Herzfre-
quenz von durchschnittlich 370 Schlagen pro Minute auf knapp 385 pro Minute,
was einer Steigerung um 5 % entspricht. Auch hier ist die Standardabweichung
mit £5,12 im Rahmen der MeRRgenauigkeit.

Ein reaktiver Blutdruckanstieg auf die verminderte Nierendurchblutung konnten
hier bei 0,5-1 nmol gemessen werden. Systemische Nebenwirkungen der Ade-
nosin-Injektionen ergaben sich in dieser Gruppe bei fast zehnfach niedrigeren

Konzentration von 3-5 nmol im Vergleich zur Vorgruppe.

Tabelle 4 MAP und Herzfrequenz mit Standardabweichung.

Periode 1 | Periode 2 | Periode 3 |Mittelwerte| Einheit

MAP 66,4 65,8 66,4 66,20 mmHg
SD 1,73 1,41 1,14 1,43 mmHg

HF 384 384 383 383,67 1/min

SD 5,48 418 5,7 5,12 1/min

Renaler Blutflul3 (RBF), renaler Plasmaflul3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Durch die Verminderung des Blutdrucks ergab sich dadurch folgerichtig auch
eine verminderte renale Durchblutung. Wie in der ersten Gruppe erkennt man

auch in dieser Gruppe eine relativ grol3e Schwankungsbreite zwischen den Tie-
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ren bei renalem Blut- und Plasmaflul. Zur besseren Vergleichbarkeit werden
deshalb nur die auf das Nierengewicht bezogenen Durchblutungswerte der Nie-
re herangezogen. So erkennt man hier wie vorher konstante Bedingungen der
basalen Nierendurchblutung pro Gramm Nierengewicht. Der RBF/NG sank da-
bei im Vergleich mit der Vorgruppe auf durchschnittlich 68 % des Vergleichs-
wertes aus Gruppe 1, von 3,86 +0,02 ml/min auf 2,64 +0,02 ab.

Tabelle 5 Renaler Blutflud und renaler Plasmaflufd mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG
(ml/min) | (ml/min/g)| (ml/min) | (ml/min/g)
MW 2,80 2,64 1,52 1,43
SD 0,18 0,03 0,10 0,02

Gruppe 2 Kontrolle mit vermindertem MAP

— 3,00
£
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Schaubild 3 RBF/NG im Versuchsverlauf. Der Mittelwert betragt 2,64 und die
Standardabweichung +0,03.

Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,
Schaubild 9):

Die Konzentration mit der halbmaximalen Wirkung betragt 5,1 nmol, wenn man
die Dosis-Wirkungs-Kurve auf ein ahnliches Maximum extrapoliert wie in Grup-
pe 1. Verglichen mit der Kontrollgruppe ohne Aortenkonstriktion ist die EDsy um

das 3,1fache gesteigert.

44



Tabelle 6 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen

(nmol) bei Tieren der Gruppe 2 (n = 4-5).

Dosis 0,01 0,1 0,3 0,5 1
MW 0,00 6,41 8,79 12,53 16,79
SD 0,00 0,70 0,40 0,71 0,50
SEM 0,00 0,31 0,18 0,32 0,23

Dosis 3 5 10 50 100
MW 25,45 29,66 35,99 44 31 48,22
SD 0,52 0,81 0,86 1,39 1,31
SEM 0,23 0,36 0,38 0,62 0,76

Gruppe 3

Wirkung von Adenosin-Einzelinjektionen mit L-Nitroarginin-Vorbehandlung (NO-
Synthase-Inhibition) (n = 6).

Kérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Kérpergewicht und Héma-
tokrit

In dieser Gruppe ist das mittlere Korpergewicht 282,00g +23,72, das durch-
schnittliche Gewicht der linken Niere 1,12g +0,11. Daraus ergibt sich ein Nie-
rengewicht/100g Korpergewicht von 0,0040 +0,0002. Der mittlere Hamatokrit-
wert wurde wahrend der Versuchszeit mit 0,45 bei einer Standardabweichung

von +0,01 bestimmt.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF):

Durch die Kurzinfusion von L-Nitroarginin wird eine Steigerung des MAP und
eine gleichzeitige Senkung des RBF ausgeldst (Beschreibung siehe auch Ein-
leitung und Kurve 3 im Anhang). Bei dieser Versuchsreihe mul3te sehr darauf
geachtet werden, dal} die Versuchszeiten den vorgegebenen Rahmen nicht
uberschritten, da ansonsten ein Wirkungsverlust des L-Nitroarginins eine Stun-
de nach Injektion mit langsamen Absinken des systemischen Blutdrucks, aller-
dings ohne Anstieg der renalen Durchblutung, beobachtet wurde.

Durch die Suppression der NO-Synthase mit L-Nitroarginin, steigt der mittlere
arterielle Blutdruck auf 124,8-126,2 mmHg an, mit einer Standardtabweichung
von +248-3,37 mmHg. Entsprechend ist die prozentuale Abweichung
1,9-2,6 %. Im Verlauf des Versuchs sinkt zwar der MAP von 126,17 mmHg auf
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durchschnittlich 124,80 mmHg ab, was einem Absinken um ca. 1,2 % ent-
spricht, das aber innerhalb der Standardabweichung liegt. Mit Gruppe 1 vergli-
chen steigt also der mittlere arterielle Blutdruck um 36-37,5 % an. Die Herzfre-
quenz sinkt reaktiv nach Injektion des L-Nitroarginins auf durchschnittlich
350 Schlage pro Minute ab. Die Standardabweichung liegt hier zwischen 4,47
und +6,06. Verglichen zu der Gruppe 1 ist das eine Minderung um 5,4 %.

In dieser Gruppe konnte man ab einer Konzentration von ca. 0,5 nmol einen
Blutdruckanstieg wahrend der Adenosinwirkung an der Niere und systemische
Nebenwirkungen des Adenosins bei einer Konzentration von 3 nmol im Schnitt
beobachten. Verglichen mit Gruppe 1 sind dies gut zehnfach niedrigere Kon-

zentrationen.

Tabelle 7 MAP und HF mit Standardabweichung.

Periode 1 | Periode 2 | Periode 3 |Mittelwerte| Einheit

MAP 126,17 125,50 124,80 125,15 mmHg
SD 2,48 3,27 3,37 3,04 mmHg

HF 350,00 349,17 351,67 350,28 1/min

SD 4,47 5,85 6,06 5,46 1/min

Renaler Blutflu3 (RBF), renaler Plasmaflu3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Trotz des Blutdruckanstiegs wurde in dieser Gruppe ein Abfall des RBF/NG auf
rund 74 % der RBF ohne medikamentdse Vorbehandlung mit L-Nitroarginin be-
obachtet verglichen mit Gruppe 1. Die mittlere Nierendurchblutung pro Nieren-
gewicht wurde wie Schaubild 4 zu entnehmen, hier mit 2,86 ml/min +0,03 ge-
messen.

Die Schwankungsbreite der RBF und RPF wird, wie oben schon angesprochen,
erklart. Umgerechnet auf das Nierengewicht zeigt sich auch hier eine Nieren-

durchblutung pro Nierengewicht mit sehr kleiner Standardabweichung.

Tabelle 8 Renaler Blutflu und Plasmaflul® mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG

(ml/min) | (ml/min/g)| (ml/min) | (ml/min/g)
MW 3,18 2,86 1,75 1,57
SD 0,29 0,03 0,17 0,02
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Schaubild 4 RBF/NG im Versuchsverlauf Der Mittelwert ist 2,86 und Standard-

abweichung £0,03.

Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,
Schaubild 8):

Die Konzentration der halbmaximalen Wirkung, EDsy betragt in dieser Gruppe
0,14 nmol. Gegenuber Gruppe 1 bedeutet das eine Verringerung der EDsy auf

ein Zehntel des Vergleichswertes.

Tabelle 9 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen
(nmol) bei Tieren der Gruppe 3 (n = 5-6).

Dosis 0,01 0,03 0,05 0,1 0,3 0,5
MW 12,81 17,25 21,71 27,75 34,05 39,32
SD 0,66 0,58 0,65 1,09 0,68 1,35
SEM 0,27 0,23 0,27 0,45 0,28 0,55
Dosis 1 3 5 10 30 50
MW 42,96 49 52 52,66 55,27 57,25 57,92
SD 0,77 1,29 0,91 0,95 0,71 0,76
SEM 0,32 0,53 0,37 0,39 0,29 0,31
Gruppe 4

Wirkung von Adenosin-Einzelinjektionen mit L-Nitroarginin-Vorbehandlung (NO-

Synthase-Inhibition) und verminderter renaler Perfusion (n = 6).

Kérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Kérpergewicht und Héma-

tokrit

Das durchschnittliche Kérpergewicht ist in dieser Gruppe hdher als in den vor-

herigen, mit 290,61 g und einer Standardabweichung von £18,92 g. Das Nie-
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rengewicht ist ebenfalls mit 1,21 g (£0,09) etwas hoéher als in den Gruppen 1-3.
Das Nierengewicht der linken Niere pro 100 g differiert mit 0,0041 (+0,0001)
nicht wesentlich von dem der vorherigen Gruppen. Auch der Hamatokrit ist hier

vergleichbar zu den anderen Gruppen, sein Wert betragt 0,46 (+0,01).

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF):

Wie in Gruppe 2 wurde hier auch der Blutdruck durch die Blalock-Klemme auf
Werte zwischen 65 und 70 mmHg eingestellt. Der MAP war wahrend des Ver-
suchsablaufs auf Mittelwerte von 66,5-66,83 mmHg mit einer Standardabwei-
chung von +0,98-1,38 mmHg vermindert. Ausgehend von den Blutdruckwerten
in Gruppe 3 wurde der Blutdruck in dieser Gruppe auf 52,5-53,5 % des Aus-
gangswertes abgesenkt. Die Herzfrequenz war mit im Schnitt 369,45 Schlagen
pro Minute und einer Standardabweichung von +7,89/min um 5,5 % hoher als in
Gruppe 3. Diese Beobachtung entspricht auch dem Anstieg der Herzfrequenz
bei Gruppe 2 im Vergleich zu Gruppe 1.

Der als indirekt durch Adenosin erklarte Blutdruckanstieg ergab sich in dieser
Gruppe bei 0,05 nmol und so um einen Faktor zehn niedrigere Konzentrationen
als bei Gruppe 2. Blutdruckabfall und ein reaktiver Anstieg der Herzfrequenz als
systemische Nebenwirkungen der Adenosin-Einzelinjektionen traten hier bei ei-
ner Konzentration von 1 nmol auf, also bei einer gut funffach niedrigeren Kon-

zentration wie in der Vergleichsgruppe 2.

Tabelle 10 MAP und Herzfrequenz mit Standardabweichung.

Periode 1 | Periode 2 | Periode 3 |Mittelwerte| Einheit

MAP 66,50 66,83 66,50 66,61 MmHg
SD 1,38 0,98 1,05 1,14 MmHg

HF 369,17 369,17 370 369,45 1/min

SD 7,36 7,36 8,94 7,89 1/min

Renaler Blutflul3 (RBF), renaler Plasmaflu3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Im Vergleich zu Gruppe 3 fiel dabei der RBF/NG von 2,86 ml/min (x0,03) um
0,83 ml/min auf 2,03 ml/min ab, was einer Reduktion auf 71 % entspricht. Ver-

glichen mit Gruppe 2 sinkt der renale Blutflud um 23 % ab.
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Tabelle 11 Renaler Blutflu® und Plasmaflu® mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG
(ml/min) | (ml/min/g) | (ml/min) | (ml/min/g)
MW 2,45 2,03 1,33 1,10
SD 0,22 0,03 0,10 0,01

Gruppe 4 L-Nitro mit vermindertem MAP

—~ 2,25
£
£ L
E 2,00 O Zeitperiode 1
o O Zeitperiode 2
E 1,75 B Zeitperiode 3
i)
& 1,50

1 2 3 4 5 6

Tier Nr.

Schaubild 5 RBF/NG im Versuchsverlauf mit Mittelwert von 2,03 und die Stan-
dardabweichung ist hier +/0,03.

Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,
Schaubild 9):
Die EDsp dieser Gruppe ist mit 0,36 nmol um einen Faktor 2,6 gegenuber Grup-

pe 3 gesteigert und gegenuber Gruppe 2 um den Faktor 14 kleiner.

Tabelle 12 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen
(in nmol) bei Ratten der Gruppe 4 (n = 5-6).

Dosis 0,01 0,03 0,05 0,1 0,3 0,5
MW 10,60 13,29 16,28 21,82 28,15 31,62
SD 1,02 0,82 1,15 1,26 1,15 1,04
SEM 0,42 0,33 0,47 0,51 0,47 0,42
Dosis 1 3 5 10 30 50
MW 38,07 44,89 48,27 51,08 53,18 54,73
SD 0,64 1,09 0,87 1,19 1,10 0,86
SEM 0,26 0,44 0,35 0,49 0,49 0,39
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Gruppe 5
Wirkung von Adenosin-Einzelinjektionen mit Indomethacin-Vorbehandlung
(n=6)

Koérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Kérpergewicht und Héma-
tokrit

Wie in der Vorgruppe ist das durchschnittliche Koérpergewicht gegenltber den
ersten drei Gruppen erhoht und betragt 288,67 g bei einer Standardabweichung
von 18,54 g. Das mittlere Nierengewicht der linken Niere ist 1,14 g (£0,06).
Aus diesen Daten ergibt sich ein mit den Vorgruppen vergleichbares Nierenge-
wicht pro 100 g Korpergewicht von 0,0039 (+0,0001). Wahrend der Versuche
wurde ein durchschnittlicher Hamatokritwert von 0,47 (+0,01) gemessen, der

sich im Verlaufe des Experiments im Mittel konstant verhielt.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF):

Die Vorbehandlung mit Indomethacin andert den mittleren Blutdruck im Ver-
gleich zu Gruppe 1 nicht. Der MAP betragt 92,83-93,50 mmHg mit der Stan-
dardabweichung £2,14-2,45 mmHg, was einer durchschnittlichen Abweichung
von 2,4 % entspricht. Im Vergleich zu Gruppe 1 ergibt sich eine Abweichung
von 1,2 % was innerhalb der Standardabweichung liegt. Auch die Herzfrequenz
andert sich im Vergleich zu Gruppe 1 nicht signifikant. Die mittlere Herzfre-
quenz betragt 374,17 Schlage pro Minute mit einer Standardabweichung von
+6,38/min.

Die direkten und indirekten Nebenwirkungen der Adenosin-Einzelinjektionen
traten in dieser Versuchsreihe verglichen mit Gruppe 1 bei zehnfach niedrigeren
Adenosin-Konzentrationen auf, was von den Reaktionen her mit Gruppe 3 ver-
gleichbar ist. Die wahrend der Adenosinwirkung andauernden Blutdrucksteige-
rung trat hier bei Konzentrationen von 0,5 nmol auf und die direkte, systemische

Adenosinwirkung bei einer Adenosin-Konzentration von 3 nmol.
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Tabelle 13 MAP und Herzfrequenz mit Standardabweichung.

Periode 1| Periode 2| Periode 3|Mittelwerte| Einheit
MAP 93,17 93,50 92,83 93,17 MmHg

SD 2,23 2,45 2,14 2,27 MmHg
HF 374,17 374,17 374,17 374,17 1/min
SD 6,65 6,65 5,85 6,61 1/min

Renaler Blutflul3 (RBF), renaler Plasmaflul3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Im Vergleich zu Gruppe 1 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im
Blutdruck, der Nierendurchblutung oder der Herzfrequenz. Die mittlere Nieren-
durchblutung pro Nierengewicht liegt hier im Durchschnitt bei 3,76 ml/min pro 1
Gramm Nierengewicht. Verglichen mit Gruppe 1 entspricht das 98 % des
RBF/NG dieser Gruppe und liegt damit innerhalb der Signifikanzgrenzen, und
es ist kein signifikanter Unterschied des RBF zwischen diesen Gruppen zu er-

kennen.

Tabelle 14 Renaler Blutflu und Plasmaflul® mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG
(ml/min) | (ml/min/g)| (ml/min) | (ml/min/g)
MW 4,28 3,76 2,26 1.98
SD 0,23 0,02 0,15 0,02

Gruppe 5 Indomethacin

— 4,00

£

(S |

E 3.75 ] OZeitperiode 1
6’ 3,50 - OZeitperiode 2
% 3.25 - M Zeitperiode 3
[11]

& 3,00 -

Tier Nr.

Schaubild 6 RBF/NG im Versuchsverlauf. Der Mittelwert betragt hier 3,76 und
die mit einer Standardabweichung von +0,02.
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Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,
Schaubild 8):

Die Konzentration der halbmaximalen Wirkung ist in dieser Gruppe 0,35 nmol.
Gegenuber der Kontrollgruppe 1 ergibt sich eine Linksverschiebung um den
Faktor 4,5.

Tabelle 15 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen
in nmol bei Versuchstieren der Gruppe 5 (n = 5-6).

Dosis 0,01 0,03 0,05 0,1 0,3 0,5
MW 11,96 13,14 15,73 19,22 24,91 31,22
SD 0,50 0,47 0,51 0,77 0,75 0,82
SEM 0,22 0,21 0,23 0,34 0,33 0,37

Dosis 1 3 5 10 30
MW 37,57 46,97 51,72 54,60 56,07
SD 0,66 0,90 0,65 0,18 0,31
SEM 0,29 0,40 0,37 0,10 0,22

Gruppe 6

Wirkung von Adenosin-Einzelinjektionen mit Indomethacin-Vorbehandlung und

verminderter renaler Perfusion (n = 5)

Kérpergewicht, Nierengewicht, Nierengewicht pro Koérpergewicht und Héma-
tokrit

Die letzte Gruppe hat wie Gruppe 4 und 5 ein ahnlich hohes Durchschnittsge-
wicht von 292,20g (+12,64) und ein Nierengewicht im Mittel von 1,14g (£0,05).
Wie auch schon in der Vorgruppe berechnet sich ein Nierengewicht pro 100g
Korpergewicht von 0,0039 und eine Standardabweichung von £0,0001. Der

Hamatokrit wurde mit konstant 0,47 (£0,01) wahrend der Versuche gemessen.

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HF):

Der mittlere arterielle Blutdruck wurde, wie vorher schon, abgesenkt und betrug
hier im Durchschnitt 66,40 mmHg mit einer gemittelten Standardabweichung
von £1,29 mmHg. Wie in Gruppe 2 und 4 zu beobachten war, kam es auch in
dieser Gruppe zu einem reaktivem Anstieg der Herzfrequenz um 3,5 % auf
durchschnittlich 385/min verglichen mit der Gruppe 5. Ahnlich wie bei den
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Gruppen 1 und 5 kann man hier bei einem Vergleich dieser Werte mit denen
der Gruppe 2, auch davon ausgehen, dal} die Indomethacin-Gabe keinerlei, in-
nerhalb der Standardabweichung signifikante Auswirkung auf den Blutdruck
und die Herzfrequenz hat.

Ahnlich wie in Gruppe 4 beobachtete man hier auch Verdnderungen des Blut-
drucks bei niedrigeren Adenosin-Konzentrationen verglichen mit Gruppe 2. Die
als indirekt beschriebene Wirkung mit Blutdruckanstieg trat bei 0,05-0,1 nmol
auf und der durch Adenosin ausgelOste systemische Blutdruckabfall bei 1 nmol

injiziertem Adenosin auf.

Tabelle 16 MAP und Herzfrequenz mit Stadartabweichung

Periode 1 | Periode 2 | Periode 3 |Mittelwerte| Einheit

MAP 66,4 66,6 66,2 66,40 mmHg
SD 1,52 1,52 0,84 1,29 mmHg

HF 385 384 384 384,33 1/min

SD 6,12 6,52 5,48 6,04 1/min

Renaler Blutflul3 (RBF), renaler Plasmafiul3 RPF) und RBF pro Nierengewicht,
RPF pro Nierengewicht

Auch hier ergab sich wie vorher im Vergleich zwischen Gruppe 1 und 5 in Hin-
sicht auf Herzfrequenz, MAP und RBF/NG keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich mit Gruppe 1. Der RBF/NG ist verglichen mit Gruppe 2 um 2% hdher,
was aber innerhalb des Signifikanzniveaus von * der doppelten Standardab-
weichung liegt. Bei einem Vergleich mit Gruppe 5 kann man einen ahnlich ho-
hen Abfall des RBF/NG erkennen wie zwischen Gruppe 1 und 2. Hier fallt der
RBF/NG auf gut 71 % des Vergleichswertes der Gruppe 5 ab.

Tabelle 17 Renaler Blutflu® und Plasmaflu® mit Standardabweichung.

RBF RBF/NG RPF RPF/NG

(ml/min) | (ml/min/g)| (ml/min) | (ml/min/g)
MW 3,06 2,69 1,62 1,42
SD 0,15 0,03 0,08 0,02
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Schaubild 7 RBF/NG im Versuchsverlauf. Der Mittelwert ist hier 2,69 und die
Standardabweichung betragt +0,03.

Dosis-Wirkungsbeziehung der Adenosin-Einzelinjektionen (siehe Anhang,

Schaubild 9):

Die EDsy ist hier 1,1 nmol und so 3,1fach groRer als in Gruppe 5. Verglichen mit

Gruppe 2 betragt die EDsg nur ein Funftel.

Tabelle 18 Prozentuale Abnahme des RBF/NG bei Adenosin-Einzelinjektionen
(nmol) bei Ratten der Gruppe 6 (n = 4-5).

Dosis 0,01 0,03 0,05 0,1 0,3 0,5
MW 6,85 8,82 11,11 13,06 17,63 22,21
SD 0,43 0,76 0,61 0,61 0,69 0,51
SEM 0,19 0,34 0,27 0,27 0,31 0,23

Dosis 1 3 5 10 30
MW 28,72 37,80 43,53 48,77 51,63
SD 1,02 0,84 0,99 0,82 0,09
SEM 0,46 0,38 0,57 0,37 0,04
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IV. Diskussion

Diese Studie soll zum Verstandnis der Physiologie der Nierendurchblutung
durch Modulation der Adenosin-bedingten Vasokonstriktion beitragen. Einzelne
Aspekte dieser Untersuchungen wurden bereits untersucht, wie z. B. die Rolle
von NO in der Adenosin-vermittelten Vasokonstriktion bei diabetischen und
nichtdiabetischen Ratten (Pfliger, Osswald und Knox, 1999b) oder der Einflu
von uretraler Obstruktion und Konstriktion der Aorta auf die vasokonstriktive Po-
tenz von Adenosin-Einzelinjektionen (Matcau, 1987) sowie auf den Adenosin-
induzierten Abfall des glomerularen Kapillardrucks der Niere (Haas und Oss-
wald, 1981). In der letztgenannten Studie konnte auch eine Wiederherstellung
der vasokonstriktiven Potenz von Adenosin-Dauerinfusionen bei vermindertem
Perfusionsdruck durch die Gabe Hemmstoffen der Prostaglandinsynthese beo-
bachtet werden. Eine vergleichende Studie mit einer Dosis-Wirkungsbeziehung
zwischen Adenosin-Dosis und Abfall der renalen Durchblutung bei Adenosin-
Einzelinjektionen bei Ratten wurde jedoch bisher nicht erstellt.

Die bisher bekannten Fakten konnten in vorliegender Studie bestatigt werden.
So konnte noch einmal gezeigt werden, dald verminderte renale Perfusion mit
einem Mitteldruck von 65-70 mmHg die Niere auf Adenosin-Einzelinjektionen
unempfindlicher macht, und dal} die Inhibition der Prostaglandinsynthese durch
den Cyclooxygenase-Hemmestoff Indomethacin auch eine Wiederherstellung der
Sensibilitat gegenlber einer Adenosin-Einzelinjektionen bewirken kann. Ferner
konnte in Analogie zur Hemmung der Prostaglandinsynthese durch Indometha-
cin gezeigt werden, dal® auch eine Hemmung der NO-Synthase mit
L-Nitroarginin zu einer gesteigerten Empfindlichkeit der Niere gegenluber Ade-
nosin-Einzelinjektionen fuhrt.

Die urspringliche Fragestellung ist: Kann die verminderte vasokonstriktive Po-
tenz von Adenosin bei verminderter renaler Perfusion durch die Hemmung der

NO-Synthase wieder hergestellt werden und wenn ja, in welchem Umfang?

Die Ergebnisse vorliegender Studie zeigen, dal® es durch die Gabe von L-
Nitroarginin wie auch bei Indomethacin zu einer Zunahme der Adenosinwirkung

auch bei vermindertem renalen Perfusionsdruck kommt.
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Zur Methode:

Vergleicht man die in dieser Untersuchung gewonnenen Daten mit den bisher
bekannten Ergebnissen, so erkennt man, dal® der renale Blutflu® in den Kon-
trollgruppen und in den mit Indomethacin vorbehandelten Gruppen insgesamt
niedrig und im untersten physiologischen Bereich ist. Als mdglicher Grund daftr
muld ein systematischer Fehler diskutiert werden, da keine Auswirkungen der
Einzelergebnisse sich nicht auf eine grolRere Standardabweichung ausgewirkt
haben. Als wahrscheinliche Ursachen hierfir kdnnten eine nicht ganz korrekte
Anlage des FluBmelikopfes, ein Geratefehler oder ein zu kleiner Durchmesser
des FluBmeRkopfes in Betracht kommen. Ersteres ist unwahrscheinlich, da die
korrekte Lage auch von anderen Untersuchern gepruft wurde und mit genau
demselben FluBmefRkopf und MelRsystem Ergebnisse gleicher Grofienordnung
erzielt werden konnten. AuRerdem wurde die korrekte Anlage wahrend des
Versuchs immer wieder Uberprift. Es ergaben sich auch keine groReren
Schwankungen der Mel3ergebnisse wahrend des Versuchsablaufs, die auf eine
Lageanderung des FluBmeRkopfes zurtuckzufuhren gewesen waren. Ebenso
scheidet ein Geratefehler aus, da andere Untersucher ihre Ergebnisse auch mit
diesen Geraten gewinnen konnten, und da vor Versuchsbeginn eine Uberpri-
fung durch Eichung stattgefunden hat (siehe Einleitung). Anders erscheint die
Moglichkeit eines zu kleinen Durchmessers des FlulimeRkopfes, die hier am
ehesten in Betracht kommen kann. Es traten zwar beim Anlegen des Mel}-
kopfes keinerlei Probleme auf. Der Mel3kopf liel} sich auch leicht auf dem Ge-
fal in Langsrichtung hin und her bewegen, so dal} man davon ausgehen konn-
te, dal® der FluBmeRkopf spannungsfrei an der Nierenarterie anlag. Wolmadglich
konnten diese Kriterien auch durch die starke Dehnbarkeit der Nierenarterie
uber einen relativ kleinen FluBmel3kopf hinwegtauschen. Im Nachhinein er-
scheint der Durchmesser mit 0,8 mm angesichts der Ergebnisse fur die Grolke
der Tiere eher als zu klein gewahilt.

Dem niedrigen renalen Blutflu® der hier zu Grunde liegenden Versuchsreihen
steht eine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Kontroll-
gruppe den literatur-bekannten Daten gegenuber (Pfluger et al., 1999a und
1999b; Pfluger, 1997 und Matcau, 1987), d.h. in den hier vorliegenden Ver-
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suchsreihen wurden eine groflere vasokonstriktive Potenz von Adenosin be-
obachtet.

Als maogliche Ursache dieser Beobachtungen kommt eine Aktivierung des Re-
nin-Angiotensin-Systems in Betracht, ausgeldst durch eine hamodynamisch
signifikante Stenosierung der Nierenarterie durch den relativ kleinen FluBmel}-
kopf, was auch mit der relativ niedrigen Nierendurchblutung vereinbar ist. Durch
die 40—45 Minuten wahrende Aquilibrationszeit kann es zu einer ausreichenden
Aktivierung des RAS und einer damit verbundenen Sensibilisierung der Niere
fur Adenosin gekommen sein, die durch einen eingangs schon beschriebenen
Synergismus zwischen Adenosin und Angiotensin |l (Spielman und Osswald,
1979; Weihprecht et al., 1994) in der vasokonstriktiven Wirkung am Vas affe-
rens zustande kam. Bei einem Vergleich mit den Ergebnissen von Pfluger kann
man auch eine Linksverschiebung der vorliegenden Dosis-Wirkungskurve der
Kontrollgruppe und eine um ca. den Faktor zwei gesteigerte EDsy erkennen
(Pfluger, 1997). Diese groRere Sensibilitat fur Adenosin-Einzelinjektionen ist
hier trotz der Katheterposition von 5—6 mm oberhalb des Nierenarterienabgan-
ges zu beobachten. Pfliger und Osswald konnten nach bisher unpublizierten
Daten bei einer Position des aortalen Katheters mit 2—3 mm oberhalb des Ab-
ganges der Nierenarterie, ein Maximum der Adenosin-bedingten Vasokonstrik-
tion an der Niere beobachten, woraus man schlieBen konnte, dal® bei dieser
Position die hdchste an der Niere effektiv wirksame Adenosin-Konzentration
und somit die grolRtmogliche Vasokonstriktion durch Adenosin erzielt werden
kann. Die in dieser Versuchsreihe aufgrund der Blalock-Klemme hoher gewahl-
te Katheter-Position lielRe eine geringere Adenosin-Empfindlichkeit erwarten. Im
Gegensatz zu dieser theoretischen Uberlegung konnte aber eine Steigerung
der Adenosin-Empfindlichkeit beobachtet werden. Allerdings wurden die Mes-
sungen von Pfluger et al. ohne Blalock-Klemme durchgefuhrt. Einer weitere
Erklarungs-moglichkeit fur die in der vorliegenden Versuchsreihe beobachtete
Sensibilisierung der Adenosin-Empfindlichkeit lasst sich aus folgendem ablei-
ten: Trotz der hdheren Katheterlage, kann eine groRere Verwirbelung des Ade-
nosin-Injektats durch die Blalock-Klemme zu einer hoheren wirksamen Adeno-

sin-Konzentration an der Niere fiihren. Das fuhrt zu der beschriebenen Linkver-
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schiebung der hier gemessenen Dosis-Wirkungskurven mit gréRerer Sensibilitat

fir Adenosin.

Wirkung der Adenosin-Einzelinjektionen bei normalem und vermindertem

renalen Perfusionsdruck. Vergleich Gruppe 1 und Gruppe 2.

Die in diesen Gruppen 1 und 2 aufgestellten Dosis-Wirkungsbeziehungen zwi-
schen der injizierten Adenosin-Einzelinjektion und der Abnahme des renalen
Blutflusses werden in der weiteren Diskussion als Vergleichsgruppen der mit L-
Nitroarginin oder Indomethacin behandelten Gruppen zugrunde gelegt. Die
Versuche in diesen beiden Gruppen konnten die bisher gewonnenen Daten
bestatigen. So zeigt sich, wie erwartet, eine Rechtsverschiebung der Dosis-
Wirkungskurve, d. h. Abnahme der vasokonstriktiven Adenosinwirkung bei ver-
mindertem renalen Perfusionsdruck in Gruppe 2 im Vergleich mit Gruppe 1.
Auch die Konzentration der halbmaximalen Wirkung die EDs, steigt von 1,6
nmol in Gruppe 1 um den Faktor 3,1 auf 5 nmol in Gruppe 2 (siehe Schaubild 8
und 9 im Anhang).

Dies war anhand des bisherigen Kenntnisstandes durch Versuche mit vermin-
dertem renalen Perfusionsdruck durch aortale Konstriktion zu erwarten (Haas
und Osswald, 1981; Matcau, 1987). Vergleicht man das Ausmal} der Aufhe-
bung der Adenosinwirkung durch die Verminderung des renalen Perfusions-
druckes, so ist dieser deutlich geringer ausgefallen, als man es aus den Litera-
turdaten von Matcau kennt. So fand Matcau (1987) bei Versuchen an Hunden
eine nahezu aufgehobene Wirkung von Adenosin-Einzelinjektionen bei vermin-
dertem renalen Perfusionsdruck. Wobei dieser Autor den renalen Perfusi-
onsdruck auf Werte zwischen 50—60 mmHg in seinen Versuchen gesenkt hat,
was auch zu einer gréleren Abnahme der vasokonstiktiven Potenz von Adeno-
sin fihrte. Auch Haas und Osswald (1981) konnten keinen signifikanten Abfall
des glomerularen Kapillardrucks bei aortaler Konstriktion durch eine Adenosin-
Dauerinfusion erkennen. Legt man aber die schon vorher durch den Ver-
suchsaufbau geschilderte Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems als wei-

teren modulierenden Faktor zugrunde, lasst sich offensichtlich die geringere
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Abnahme der vasokonstriktiven Wirkung der Adenosin-Einzelinjektionen erkla-
ren.

Gegenuber den von Pfluger (1997) als Kontrollgruppe mit normalem renalen
Perfusionsdruck erhobenen Daten kann hier eine Linksverschiebung bei der
Kontrollgruppe 1 beschrieben werden. Auch dies ist wieder passend zu der ein-
gangs erwahnten Annahme einer Aktivierung des RAS. Die EDsq ist mit 1,6
nmol fast um den Faktor 2 kleiner als bei den vergleichbaren Daten von Pfluger
(1997), aber sowohl in der Charakteristik des Verlaufs und in der Steigung ist
eine gute Ubereinstimmung der Dosis-Wirkungskurven zu erkennen. Demge-
genuber weisen die Dosis-Wirkungskurven aus den Gruppen 3 und 5, in Hin-
sicht ihrer charakteristischen Merkmale Steigung, Kurvenverlauf und Linksver-
schiebung, gegenuber der Kontrollgruppe bei Pfluger gro3ere Unterschiede auf.
Eine weitere Beobachtung, die hier gemacht wurde, ist, dal} initial nach Sen-
kung des renalen Perfusionsdrucks bei den Tieren der Versuchsgruppe 2 eine
deutliche Abnahme des RBF zu erkennen war. Der RBF verzeichnete aber
nach wenigen Minuten wieder einen leichten Anstieg, der sich nach 4-6 Minu-
ten stabilisierte hatte. Gegenlber dem Ausgangswert ohne Aortenkonstriktion
war der RBF deutlich abgeschwacht, gegenuber seinem Minimum direkt nach
der Konstriktion war er aber leicht erholt. Als Ursachen dieser Reaktion kommt
eine Aktivierung von vasodilatativen Metaboliten und Mediatoren in Betracht,
die auch zu der beobachteten Abnahme der Adenosin-Empfindlichkeit in der
Gruppe 2 fuhrt. Verantwortlich flr diese Abnahme der vasokonstriktiven Potenz
der Adenosin-Einzelinjektionen sind unter anderem das Uberwiegen der vasodi-
latierenden Mediatoren NO, Prostaglandin und Bradykinin gegenuber den
vasokonstriktiven Einflissen, als sogenannter Defense-Mechanismus gegen
ubersteigerte Vasokonstriktion.

Eine Abnahme des Perfusionsdrucks auf 65-70 mmHg ist mit einer Abnahme
des glomerularen Filtrationsdrucks verbunden. Das fuhrt theoretisch zu einer
Abnahme der NaCl-Konzentration an der Macula densa und so unter anderem
zu einer Aktivierung des NO-Synthase und zu einer Zunahme des vasodilatati-
ven Einflusses von NO am Vas afferens und zu einer Maskierung der vaso-

konstriktiven Wirkung von Adenosin.
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Die Abnahme der vasokonstriktiven Potenz von Adenosin bei vermindertem re-
nalen Perfusionsdruck, wie von Matcau (1987) an Hunden und bei Haas (1981)

bei Ratten beschrieben, konnte hier bestatigt werden.

Wirkung der Adenosin-Einzelinjektionen bei normaler und verminderter
Nieren-Perfusion mit Vorbehandlung mit L-Nitroarginin.

Vergleich Gruppe 3 und Gruppe 4.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann man sowohl eine Steigerung der
vasokonstriktiven Potenz von Adenosin durch die Inhibition der NO-Synthase
bei normalem, als auch bei vermindertem renalen Perfusionsdruck gegeniber
den unbehandelten Vergleichsgruppen feststellen. Die Kurve der Dosis-
Wirkungsbeziehung in Gruppe 3 ist deutlich gegenuber der Gruppe 1 nach links
verschoben. Die EDsg in Gruppe 3 ist mit 0,14 nmol im Vergleich mit der Kon-
troligruppe 1 um den Faktor 11 gesunken. Auch bei Vergleich der Gruppen 2
und 4 mit vermindertem renalen Perfusionsdruck ist eine deutliche Zunahme
der Empfindlichkeit fur Adenosin-Einzelinjektionen der L-Nitroarginin behandel-
ten Tiergruppe zu beobachten. Hier ist die EDsy um fast den Faktor 14 von 5
nmol in Gruppe 2 auf 0,36 nmol bei Gruppe 4 gefallen. Durch die Verminderung
des renalen Perfusionsdruckes in Gruppe 4 gegentuber der Gruppe 3 beobach-
tet man aber, wie erwartet, eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-
beziehung fur die Adenosin-Injektionen mit einer Steigerung der EDso von 0,14
nmol um den Faktor 2,5 auf 0,36 nmol in Gruppe 4 (siehe Schaubild 7 und 8 im
Anhang).

Vergleicht man die Konzentrationen der halbmaximalen Wirkung fur die Gruppe
3 mit vergleichbaren in der Literatur bekannten Daten, z. B. von Pfluger (1997),
der eine EDs5p von 0,6 nmol fur eine Versuchsgruppe unter gleichen Versuchs-
bedingungen mit einer Steigerung der EDso gegenuber der Kontrollgruppe um
den Faktor 6 (Vorbehandlung mit 30 umol L-Nitroarginin und Steigerung des
MAP auf 133 mmHg) fand, zeigt sich im vorliegenden Fall zwar eine deutliche
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurve gegeniber den Literaturdaten von
Pfliger. So fligen sich die Daten mit einer Steigerung der Adenosin-

Empfindlichkeit gegenuber der Kontrollgruppe 1 um den Faktor 11 der EDsg gut
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in die von anderen Autoren genannte Steigerung der vasokonstriktiven Potenz
von Adenosin unter Hemmung der NOS um den Faktor 6-10 gut ein. In einer
weiteren Untersuchung zeigten Pfluger et al. (1999), dal3 bei NOS-Hemmung
und Senkung des dadurch gesteigerten Perfusionsdrucks auf Normalwerte (mit
einem MAP von ca. 100 mmHg), eine ebenfalls um mehr als das Zehnfache
gesteigerte Sensibilitat fir Adenosin-Einzelinjektionen zu beobachten war. Der
MAP ist mit durchschnittlich 125,15 mmHg (+3,04) im vorliegenden Fall signifi-
kant niedriger als bei Pfluger (1997) mit 133 mmHg (£2,1). So kann man den
Unterschied in der Adenosin-Empfindlichkeit auch zum Teil auf dieselben Me-
chanismen zuruckfuhren, die auch fir die deutliche Steigerung in der Adenosin-
Empfindlichkeit bei auf normale Blutdruckwerte verminderten MAP verantwort-
lich sind.

Eine akute sowie chronische Blockade der NO-Synthase flhrt zu einer systemi-
schen Hypertonie und zwar durch eine renale Vasokonstriktion zu einem Abfall
des RBF und durch einen gestiegenen renalen Gefallwiderstand letztlich zu ei-
ner glomerularen Hypoperfusion, sowie zu einer gesunkenen GFR. (Zatz und
De Nucci, 1991; Beierwaltes et al., 1992). Eine Verarmung an NO flihrt zu einer
Verminderung der renalen vasodilatativen Kapazitat. So kommt es nach Bank
und Aynedijan (1993) zu einem Anstieg des MAP um 49% bei gleichzeitigem
Abfall der GFR um 59% bei Gabe von NNLA in einer Konzentration von 8 yM
Wobei auch zu beachten ist, dal3 sowohl die cortikalen als auch die medullaren
Kapillaren der Niere eine verminderte vasodilatatorische Potenz durch die
Hemmung NO-Synthese besitzen. Im Vergleich dazu besitzt Adenosin im corti-
kalen Bereich durch eine A1-Rezeptor vermittelte Stimulation der afferenten Ar-
teriolen eine vasokonstriktive und im Nierenmark dagegen eine durch A2-
Rezeptor vermittelte vasodilatierende Wirkung.

Eine naheliegende Annahme ist, dal® NO sowohl unter physiologischen als
auch pathophysiologischen Bedingungen als einer der wichtigen Modulatoren
im Regulationssystem der Nierendurchblutung anzusehen ist. NO ist auch an
der Regulation der basalen renalen Perfusion sowie an der glomerularen Mikro-
zirkulation beteiligt (Gardiner et al., 1990; Wilcox et al., 1992; Raij und Baylis,

1995). Neben diesen regulatorischen Aufgaben konnte auch eine Beteiligung
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von NO bei der vasodilatativen Reaktion auf vermehrten Perfusionsdruck
(Romero und Strick, 1993) nachgewiesen werden. Aus diesen Grinden wurde
auch immer wieder die Rolle von Stickstoffmonoxid als Gegenspieler zu vaso-
konstriktiven Einflissen und Stimuli in der Niere untersucht.

Zwischen Adenosin und NO konnten sowohl Agonismus bzw. Synergismus als
auch antagonistische Einflisse beobachtet werden. Als Beispiel flr den Syner-
gismus zwischen beiden ist die Rolle von NO als Mediator bei der durch Ade-
nosin bedingten BlutfluBerhdhung an Herz und Gastrointestinaltrakt bei Kanin-
chen (McKie et al., 1994). Eine Blockade der NO-Synthase konnte den hyper-
amischen Effekt von Adenosin in diesen Organen komplett aufheben. An Zellen
des Atrioventrikularknotens bei Kaninchen konnte durch L-NAME vermittelte In-
hibition der NO-Synthese die durch A1-Rezeptor-Stimulation ausgeldste Sen-
kung des Ca?*-Influx inhibiert werden. Umgekehrt hatten selektive Adenosin A1-
Rezeptoragonisten die gleiche Wirkung wie die Blockade der NO-Synthase
durch L-NAME (Martynyuk et al., 1996). Auch andere, speziell durch A2-
Rezeptor vermittelte Wirkungen von Adenosin konnten durch eine Blockade der
NO-Synthese durch L-NAME antagonisiert werden, so z. B. die Adenosin-
bedingte Vasodilatation am Herzen bei Ratten oder der A2-Rezeptor vermittelte
hypotensive Wirkung von Adenosin (Hernandez et al., 1995; Stella et al., 1995).
In Hinsicht auf die Niere wurden im Gegensatz zu den Beobachtungen am kar-
diovaskularen System und im Gastrointestinaltrakt in unterschiedlichen Studien,
nicht wie eben angefihrt, agonistische, sondern antagonistische Wirkungen be-
obachtet. Erste Hinweise auf eine gegensatzliche Wirkungsweise an der Niere
wurden durch Barrett und Droppleman (1993) gesammelt, als sie die Interaktion
von NO und Angiotensin |l auf die Adenosin-bedingte renale Vasokonstriktion
untersuchten. In dieser Arbeit konnte eine Wirkungsverstarkung der Vaso-
konstriktion von selektiven Adenosin A1-Rezeptoragonisten bei akuter Blockade
der NO-Synthese durch L-NAME gemessen werden. Diese ersten Beobachtun-
gen einer antagonistischen Wirkung von NO und Adenosin an der Niere konn-
ten in der Folge mit weiteren Daten bestatigt werden. Von Pfliiger (1997) konnte
sowohl eine Steigerung der vasokonstriktiven Potenz gegenuber exogenem als

auch endogenem Adenosin durch die Inhibition der NO-Synthase gezeigt wer-
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den. So konnte in jener Studie auch fur die POR eine Steigerung um 94% ge-
genuber der unbehandelten Vergleichsgruppe gemessen werden. Auch im Zu-
sammenhang mit der endothelialen Dysfunktion scheint NO mal3geblich betei-
ligt zu sein. Bei diabetischen Ratten konnte eine gesteigerte Sensibilitat gegen-
uber Adenosin als Vasokonstriktor festgestellt werden, die im Umfang der Stei-
gerung der Sensibilitdt gegentber Adenosin mit L-NAME vorbehandelten,
nichtdiabetischen Versuchstieren vergleichbar war. Durch zusatzliche Hem-
mung der NO-Synthase bei den diabetischen Versuchstieren liel3 sich die Sen-
sibilitat fur Adenosin nicht signifikant steigern (Pfliger, Osswald und Knox,
1999b).

Aus diesen Ergebnissen kann eine wichtige Rolle von NO als bedeutender Fak-
tor in der Antwort auf vasokonstrikorische Einflisse wie Adenosin an der Ge-
faBmuskulatur des Vas afferens der Niere abgeleitet werden. Unterbindet man
im Autoregulationswerk der Niere die durch NO ausgel6ste Vasodilatation, so
wird die vasokonstriktive Potenz von Adenosin auch bei vermindertem
Perfusionsdruck demaskiert.

Bei den eigenen Versuchen konnte nach Senkung des renalen Perfusi-
onsdrucks in Gruppe 4 durch die Aortenklemme im Gegensatz zu Gruppe 2
weder ein signifikanter Anstieg noch eine Erholung der Nierendurchblutung
nach dem initialen Minimum beobachtet werden. Der RBF stabilisierte sich nach
der Klemmung auf dem niedrigeren Niveau. Dies kann man als eine direkte
Folge der verminderten NO-Bildung betrachten. Das spricht wiederum fur eine
grofRe Rolle von NO als vasodilatativer Mediator in der Regulation der Nieren-

durchblutung auch unter diesen Umstanden.

Wirkung der modulierten vasokonstriktiven Adenosin-Antwort durch Inhi-
bition der Cyclooxygenase mit Indomethacin bei normalem und vermin-
dertem RPP. Vergleich Gruppe 5 und Gruppe 6.

Die effektive Steigerung der Vasokonstriktion durch Adenosin-Injektionen bei
Vorbehandlung mit Cyclooxygenase-Hemmstoffen wurde in unterschiedlich
starkem Ausmalle beschrieben, zwischen hundertfach bei Katzen (Spielman
und Osswald, 1978) und um den Faktor 6,5 bei Ratten (Pfluger, 1997). In vor-
liegender Studie fiel die zu beobachtende Steigerung der Empfindlichkeit ge-
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genuber den Adenosin-Einzelinjektionen geringer aus. In Gruppe 5 konnte eine
EDso von 0,35 nmol ermittelt werden. Sie weist damit nicht signifikant von den
vergleichbaren Literaturdaten von Pfliger ab, der eine EDs von 0,3 nmol ermit-
teln konnte. Gegenuber der Kontrolle in Gruppe 1 ist das eine Steigerung der
EDso um den Faktor 3,5 (EDso in Gruppe 1: 1,4 nmol versus 0,35 nmol in Grup-
pe 5). Verglichen mit der Gruppe 6 mit vermindertem renalen Perfusionsdruck
kann wieder eine Rechtsverschiebung bei aortaler Klemmung beobachtet wer-
den. Die EDsy wird dadurch um den Faktor 3,1 von 0,25 nmol in Gruppe 5 auf
1,1 nmol in Gruppe 6 gesteigert und die Dosis-Wirkungskurve signifikant ge-
genuber der aus Gruppe 5 nach rechts verschoben. Die EDs in Gruppe 6 ist
verglichen mit Gruppe 2 die EDsy nahezu um den Faktor 5 kleiner, und die Do-
sis-Wirkungskurve ist nach links verschoben. (Siehe auch Kurven der Dosis-
Wirkungsbeziehungen, Schaubild 8/9 im Anhang.)

Auch die anderen bekannten Fakten, dal3 Indomethacin als Cyclooxygenase-
Hemmstoff keinen signifikanten Einfluly auf den basalen renalen Blutflu® hat,
konnten in vorliegender Studie bestatigt werden. Ebenso wurde kein signifikan-
ter Unterschied des RBF zwischen Gruppe 2 und 6 bei vermindertem renalen
Perfusionsdruck durch Konstriktion der abdominellen Aorta gefunden.

Wie man daraus ersehen kann, kommt es zu einer deutlichen Zunahme der
vasokonstriktiven Potenz von Adenosin auch unter der Gabe von COX-
Inhibitoren bei normalem renalen Perfusionsdruck. Ebenso kann die abge-
schwachte Adenosin-Empfindlichkeit bei vermindertem renalen Perfusions-
druck, wie durch die Gabe von NO-Synthase-Inhibitoren, aufgehoben bzw. ver-
mindert werden. In diesem Fall unterscheiden sich die Dosis-Wirkungskurven
der Gruppe 1 und 6 nur geringfugig. In Gruppe 1 konnte man bei einer Adeno-
sin Konzentration unter 0,1 nmol keine signifikante Reaktion auf eine
Einzelinjektion beobachten. Erklarung dieses einzig signifikanten Unterschiedes
zu der Versuchsgruppe 6 konnte an einer groReren Verwirbelung des
Injetkionslésung durch die Blalock-Klemme liegen, die in Gruppe 6 eine Steno-
sierung der Aorta bewirkt und den Perfusionsdruck in der abhangigen Korper-
partie drosselt. Dadurch lielen sich auch noch bei sehr niedrigen Adenosin-

Konzentrationen signifikante Anderungen der Abnahme des RBF durch eine
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hohere an der Niere wirksame Adenosin-Konzentration erklaren. Extrapoliert
man aber den Kurvenverlauf der Dosis-Wirkungsbeziehung der Gruppe 1, so
nahern sich beide Kurven gerade im Bereich kleinerer Konzentrationen sehr
stark an. Auch in der Konzentration der halbmaximalen Wirkung ist der Unter-
schied zwischen der Kontrollgruppe 1 und der Gruppe 6 nur gering (EDsp in
Gruppe 1: 1,6 nmol gegen 1,1 nmol in Gruppe 6) und nicht signifikant. Bei ei-
nem Vergleich der Ergebnisse im Sinne der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Fragestellung kommt man zu der Schluf3folgerung: Die Hemmung der Cycloo-
xygenase stellt die verminderte Adenosin-Empfindlichkeit bei auf 65-70 mmHg
verminderten renalen Perfusionsdruck wieder her (siehe Schaubilder 8/9 im
Anhang).

Wie in Gruppe 2 konnte man in der Gruppe 6 initial nach Senkung des renalen
Perfusionsdrucks eine deutliche Abnahme des RBF erkennen, der aber schon
nach wenigen Minuten wieder einen sehr geringen Anstieg verzeichnen konnte

und sich nach 6—8 Minuten stabilisiert hatte.

Die Wirkung der COX-Inhibition und der Interaktion mit Adenosin:

In mehreren vorangegangenen Studien konnte eine Steigerung der Prostaglan-
dinsynthese bei vermindertem renalen Perfusionsdruck (McGiff et al., 1970)
durch Klemmung an der abdominellen Aorta oder bei erhohtem Ureterdruck
(Blackshear et al., 1978; Cadnapaphornchau et al., 1978) gemessen werden.
Diese reaktive Steigerung der Prostaglandinsynthese ist als hamodynamische
Antwort auf eine Minderperfusion zu verstehen, da die in der Niere gebildeten
Prostaglandine PGIl, und PGE; vasodilatierend wirken. Diese Daten weisen auf
eine vasodilatierende, gegenuber Ischamie und Ubersteigerter Vasokonstriktion
protektive Funktion hin. Im Vergleich zu NO konnte kein wesentlicher Einflu
der Prostaglandine auf die basale renale Hdmodynamik nachgewiesen werden
(Dunn und Hood, 1977). Umgekehrt hat die Inhibition der Prostaglandinsynthe-
se durch Hemmung der Cyclooxygenase mit Indomethacin auch keinen signifi-
kanten Einfluld auf den systemischen Blutdruck, die Herzfrequenz, die Nieren-
durchblutung und den Perfusionsdruck der Niere (Haas und Osswald, 1981;
Pfliger und Osswald, 1994; Pfliger, 1997; Pfliger et al., 1999a), was hier
nochmals bestatigt werden konnte. Anders verhalt es sich in der Durchblutung
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des Nierenmarks, bei der die Prostaglandine in anderer Weise starker an der
basalen Durchblutung beteiligt sind. Es kommt bei einer dauerhaften Inhibition
der Cyclooxygenase zu einer vor allem medullaren Ischamie mit hypoxisch-
interstitieller Nephritis mit Nekrosen an den Papillenspitzen. Diese medikamen-
tentoxische Wirkung ist als Krankheitsbild auch bekannt als Phenacetin-Niere
nach einem friher gebrauchlichen unselektiven Inhibitors der Prostaglandin-
Synthese benannt. Beobachtet wird dieses Krankheitsbild heute noch bei ande-
ren Cyclooxygenase-Inhibitoren. Auch wird ein akutes Nierenversagen z. B.
durch Rdntgen-Kontrastmittel oder Hypoxie weitaus haufiger bei regelmafiger
Einnahme von COX-Inhibitoren beobachtet, da hier ein Defizit an vasodilatati-
ven Gegenspielern zu Adenosin entsteht (Weiss, 2002). Andere Studien zeig-
ten, dald eine Inhibition der Prostaglandinsynthese durch die auch in dieser
Studie verwendete Konzentration von 10 mg/kg Koérpergewicht Indomethacin
noétig ist (Edwards et al., 1978; Schnerman et al., 1979).

So gelten Prostaglandine an der Niere wie NO auch als vasodilatative Gegen-
spieler zu vasokonstriktiven Mediatoren wie Adenosin. Bei Inhibition der
Prostaglandin-Synthese konnte eine Steigerung der Adenosin A1-Rezeptor
vermittelten Vasokonstriktion sowohl fir endogenes, als auch fur exogenes
Adenosin gezeigt werden (Spielman und Osswald, 1978; Pfluger, 1997; Pfluger
et al., 1999b). Bei Pfluger (1997) fiel die Steigerung gegenuber endogenem A-
denosin mit nur 15% gesteigerter POR deutlich geringer als vergleichsweise mit
Inhibition der NO-Synthase durch L-Nitroarginin aus.

Abzugrenzen von der antagonistischen Wirkung gegenuber Adenosin ist wahr-
scheinlich die A2-Rezeptor induzierte Vasodilatation in den tieferen Schichten
des Cortex und des Nierenmarks, bei der es zu keinerlei Beeinflussung durch
Cyclooxygenase-Inhibitoren zu kommen scheint (Spielman et al., 1980; Agmon
et al., 1993).
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AbschlieBende Bewertung:

Man kann sowohl bei Indomethacin, als auch bei L-Nitroarginin eine vollstandi-
ge Kompensation der Abschwachung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Ade-
nosin durch verminderten RPP beobachten. Vergleicht man aber die mit
L-Nitroarginin vorbehandelten Gruppen mit den Gruppen mit Inhibition der
Cyclooxygenase, so kann man in diesen Versuchsreihen eine Linksverschie-
bung der Dosis-Wirkungsbeziehung, d. h. Zunahme der vasokonstriktiven Ade-
nosinwirkung der L-Nitroarginin-Gruppen finden, die im Vergleich der Gruppen
mit vermindertem RPP Uber eine Aufhebung der maskierten vasokonstriktiven
Wirkung von Adenosin hinausgeht.

Vergleicht man auch die Unterschiede zwischen Gruppe 4 und 6 so ist die Stei-
gerung der Dosis mit der halbmaximalen Wirkung zwischen Gruppe 3 und 5
sehr ahnlich der Steigerung zwischen Gruppe 4 und 6. Der Faktor der gestei-
gerten EDsy zwischen den Gruppen 3 und 5 betragt 2,5 gegenlber einer um

den Faktor 3 gesteigerten EDsy von Gruppe 4 zu Gruppe 6.

Konsequenzen flr die Klinik und eine klinische Relevanz dieser Daten ergeben
sich aus dem Zusammenhang in der Haufigkeit eines akuten Nierenversagens
bei endothelialer Dysfunktion mit verminderter NO-Wirkung, wie sie beim Diabe-
tes mellitus postuliert wird und bei Dauereinnahme von Cyclooxygenase-
Hemmestoffen. Beides ist mit einem signifikant erhéhtem Risiko fur eine ANV
verbunden. Die in dieser Studie erhobenen Daten lassen auf eine wichtige
pathophysiologische Rolle von Adenosin unter diesen Umstanden schliel3en, so
dal} eine Therapie mit Adenosin-Antagonisten in der Frihphase eines ANV bei

diesen Risikokollektiven zu untersuchen ware.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde an narkotisierten Ratten die hdmodynamische

Antwort der Niere auf Einzelinjektionen von Adenosin in die Arteria abdominalis

oberhalb des Abgangs der Nierenarterie mit einem elektromagnetischen Flul3-

messgerat untersucht. Der EinfluR der Verminderung des renalen Perfusi-

onsdrucks auf die Adenosin-bedingte Vasokonstriktion wurde quantifiziert. Zu-

satzlich wurde die Wirkung eines Cyclooxygenase (COX) Hemmstoffes, Indo-

methacin und eines Hemmstoffes der NO-Synthase (NOS), L-Nitroarginin, auf

die vaskulare Antwort der Niere erfaf3t.

Die folgenden Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1.

Der renale Blutflufd fallt kurzfristig und dosisabhangig nach intraarteriel-
ler Einzelinjekiton von Adenosin (0,01-100 nmol) ab.

Die Verminderung des renalen Perfusionsdrucks auf 65-70 mmHg
schwachte die vasokonstriktive Potenz von Adenosin ab.

Der COX-Inhibitor Indomethacin verschob die Dosis-Wirkungs-Kurve
zwischen Adenosin und renalem Blutflul sowohl unter Kontrollbedin-
gungen als auch bei reduziertem renalem Perfusionsdruck nach links.
Der kompetitive Hemmstoff der NOS, L-Nitroarginin steigerte ebenfalls
die vasokonstriktive Wirkung von Adenosin. Das Ausmal} der Linksver-
schiebung war dem des Indomethacin ahnlich.

Die Potenzierung der Adenosin-bedingten renalen Vasokonstriktion
durch Hemmungstoffe der Cyclooxygenase und der NO-Synthase hat
auch eine klinische Bedeutung, denn COX-Inhibitoren und der Mangel
an NO-Bildung (,endotheliale Dysfunktion®) sind mit einem signifikant
erhdhten Risiko fur die Entwicklung eines akuten Nierenveragens ver-
bunden. So fuhrt dieser klinische Bezug der vorliegenden Ergebnisse
zu der Empfehlung, Adenosin-Antagonisten, wie Theophyllin zur Ver-
besserung der geschadigten Nieren-funktion in klinischen Studien und

zur Therapie des ANV einzusetzen.
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VIl. Anhang

Tabellarische Darstellung der Ergebnisse

Tabelle 19: Messdaten mit Standartabweichung.

Tabelle 20: Signifikanzniveau gegenuber der verglichenen Gruppe.

p P p p
vers. Gr. 1| vers. Gr. | vers. Gr. | vers. Gr.
0,01 0,01 (1)
0,05 - n.s. (5)
0,01 0,05 (3) 0,01 (2) 0,05 (6)
0,01 - n.s. (3)
n.s. 0,05 (5) 0,05 (2) 0,05 (4)
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Gewicht SD Nieren- SD NG/100g SD
(9) gewicht (g) KG
Gruppe 1| 279,67 17,01 1,07 0,12 0,0038 0,0002
Gruppe 2 | 278,20 12,83 1,06 0,08 0,0038 0,0001
Gruppe 3| 282,00 23,72 1,12 0,11 0,0040 0,0002
Gruppe 4 | 290,67 18,92 1,21 0,09 0,0041 0,0001
Gruppe 5| 288,67 18,54 1,14 0,06 0,0039 0,0001
Gruppe 6 | 292,20 12,64 1,14 0,05 0,0039 0,0001
MAP SD Hamatokritf  SD RBF/NG SD
(mmHg) (ml/g)
Gruppe 1 91,61 2,95 0,45 0,01 3,86 0,02
Gruppe 2| 66,07 1,48 0,46 0,01 2,64 0,03
Gruppe 3| 125,22 2,68 0,45 0,01 2,86 0,03
Gruppe 4 | 66,47 1,08 0,46 0,01 2,03 0,03
Gruppe 5| 93,17 2,06 0,47 0,01 3,76 0,02
Gruppe 6| 65,80 1,21 0,47 0,01 2,69 0,03
RPF/NG SD HF SD EDso
(ml/g) (1/min) (nmol)
Gruppe 1 2,11 0,03 370,83 7,36 1,6
Gruppe 2 1,43 0,02 381,25 4,79 5
Gruppe 3 1,57 0,02 350 4,47 0,14
Gruppe 4 1,10 0,01 369,45 7,89 0,36
Gruppe 5 1,98 0,01 374,17 6,38 0,35
Gruppe 6 1,43 0,02 385 6,12 1,1




m  Gruppe 1 Kontrolle (n=6)
Gruppe 3 L-Nitroarginin (n=6)
—— Gruppe 5 Indomethacin (n=6)
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Abbildung 8 Dosis-Wirkungsbeziehung mit normaler renalem Perfusionsdruck

o Gruppe 4 L-Nitro mit AK (n=6)
Gruppe 6 Indo mit AK (n=5)
Gruppe 2 Kontrolle mit AK (n=5)
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Abbildung 9 Dosis-Wirkungsbeziehung bei vermindertem renalen
Perfusionsdruck
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Abbildung 10

Originalregistrierung von Blutdruck (BD) und renalem BlutfluR (RBF) bei einer
narkotisierten Ratte.

A = Eichkurve

B = Wirkung der Adenosin-Injektion (® Artefakt durch Adenosin-Einzelinjektion)
in die Aorta abdominalis auf BD und RBF: Der maximale Abfall des RBF (1)
fallt nicht mit dem BD-Minimum (2) zusammen, sondern kommt zu einem
Zeitpunkt, da der BD sich noch nicht gedndert hat.
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50 mm/min 2,5 mm/min
6 sec ’ by min

e T e e e

Abbildung 11

Wirkung der L-Nitroargenin-Infusion: Zunahme des BD, bei gleichzeitiger Ab-
nahme des RBF.
® Artefakt durch Kontrolle der Lage des FluRmelRkopfes
— Papiervorschub mit unterschiedlicher Geschwindigkeit © =350 mm/sec
@ =2,5 mm/min
® = 1 mm/min
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6

Kontrolle AK L-Nitro L-Nitro Indomethacin  Indomethacin
+AK +AK

Abbildung 12

Reaktion des BD und des RBF auf Injektion von jeweils 1 nmol Adenosin
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Gruppe 3

Gruppe 2

Gruppe 1
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I-Nitro  Indomethacin

L-Nitro
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Kontrolle

+AK

+AK

50 mm /min

4

T

it

FHH

HHHF

150
100

Reaktion des BD und des RBF auf Injektion von jeweils 10 nmol Adenosin

Abbildung 13
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