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1. Einleitung

1.1. Das akute Nierenversagen

Das akute Nierenversagen (ANV) ist definiert als eine plotzliche Reduktion der
exkretorischen Nierenfunktion, die durch folgende Merkmale gekennzeichnet ist ™
e rascher Abfall der glomerularen Filtrationsrate (GFR)

¢ Anstieg harnpflichtiger Substanzen (Azotamie)

1.1.1. Einteilung

Das Nierenversagen wird je nach Atiologie in verschiedene Formen unterteilt ?:

o prarenales Nierenversagen/zirkulatorisch-ischamisches Nierenversagen

Ursache: Minderdurchblutung der Niere (z.B. bei Schock, Hypovolamie)

¢ intrarenales Nierenversagen

toxische Ursachen:  endogene Toxine (Hadmoglobin, Myoglobin)
exogene Toxine (v.a. nephrotoxische Antibiotika, Réntgenkontrastmittel)
infolge von Nierenerkrankungen: entziindlich (z.B. Glomerulonephritis, interstitielle Nephritis)
vaskular (z.B. GefaRverschllisse, Eklampsie, Panarteriitis)

intravasale Gerinnung (z.B. hdmolytisch-urdmisches Syndrom)

e postrenales Nierenversagen
als Ursache liegt hier eine mechanische Obstruktion im Bereich der harnableitenden Wege (z.B.

Nierensteine, Prostatahyperplasie, Tumoren) zugrunde

Die haufigste Form ist das zirkulatorisch-ischamische ANV, dalR durch eine
verminderte Durchblutung der Niere ausgeldst wird . Die Ursache fiir die verminderte
Perfusion ist eine insuffiziente Kreislaufffunktion (z.B.  post-operatives
Kreislaufversagen), oder durch Hypovolamie (z.B. nach massiven Volumenverlusten

bei polytraumatisierten Patienten).

Infolge dieser verminderten Durchblutung kommt es zu einem Abfall der GFR.
AuRerdem entstehen nachweisbare ischdmische Einzelzellnekrosen der Tubuluszellen,
wodurch eine Storung der Resorption und der exkretorischen Funktionen der Niere

resultieren.

Eine Sonderform stellt das prarenal-funktionelle ANV dar. Hierbei handelt es sich um
eine Form des Nierenversagens, die ebenfalls durch eine Perfusionsminderung

ausgeldst wird, die aber ohne nachweisbare Schadigung der Tubuluszellen einhergeht.




Dementsprechend bilden sich die Symptome auch vollstandig zurtick, nachdem die
Ursachen flr die Minderdurchblutung (z.B. kardiogener Schock, Hypovolamie) beseitigt

wurden.

Von einem sog. manifesten ANV spricht man, wenn sich die Durchblutung wieder
normalisiert, aber die GFR weiterhin verringert bleibt. Ein manifestes Nierenversagen
entsteht in erster Linie als Folge eines zirkulatorisch-ischamischen Nierenversagens.
Es kann sich aber auch aus einem prarenal-funktionellen ANV entwickeln, namlich
dann, wenn zusatzliche schadigende Einflisse auf die Niere wirken (z.B. Sepsis,

nephrotoxische Medikamente, ACE-Hemmer).

1.1.2. Pathophysiologie

Die Pathophysiologie des akuten Nierenversagens ist sehr komplex und wird durch
zahlreiche Mechanismen bestimmt. Bis heute weils man nicht genau, wie die einzelnen
Mechanismen miteinander zusammenhangen. So vermutet man fiir das ischamische
ANV, dald durch die Ischamie eine Reihe von Vorgangen ausgeldst werden, die sich

verselbstandigen und so auch nach Wiederherstellung der Perfusion bestehen bleiben
4]

Charakteristisch fur das akute Nierenversagen ist jedoch der Verlauf Gber vier Phasen,
der unabhangig von der Atiologie immer in etwa gleich ablauft:

» Initialphase

» oligo-anurische Phase

» polyurische Phase

» Restitutionsphase

Wahrend der Initialphase kommt es zunachst zu einer verminderten Durchblutung der
Niere, die durch Erythrozytenaggregate und Fibrinthromben verstarkt werden kann .

Es kommt als Folge der Ischamie zu einer Umverteilung der Nierendurchblutung.

Unter normalen Bedingungen dienen 90% des Blutvolumens, das fur die Niere
bestimmt ist, der Durchblutung der Nierenrinde. Im ischamischen Nierenversagen ist
die Rindendurchblutung auf etwa 60% des Ausgangswertes reduziert, wahrend die

Durchblutung des Marks dagegen sogar leicht erhdht ist 1.

Da die Niere ein Organ ist, das infolge der exkretorischen Funktionen einen sehr hohen

Sauerstoffbedarf aufweist, reagiert sie sehr empfindlich auf



Durchblutungsschwankungen und Hypoxie. Vor allem die Zellen des dicken
aufsteigenden Teils der Henle schen Schleife sind nicht in der Lage, ihren ATP-Bedarf
durch anaerobe Glykolyse zu decken. Es kommt in diesem Bereich verstarkt zu einem

Defizit energiereicher Verbindungen ©°.

Von dem Mangel energiereicher Verbindungen sind v.a. die aktiven
Transportmechanismen (ATPasen) betroffen, da diese einen sehr hohen
Energiebedarf aufweisen . Fiir die Nierenfunktion wichtige lonengradienten kdnnen
dadurch nicht mehr aufrecht erhalten werden. Auch die Natrium-Transporter stellen
ihre Funktion ein. Daraus resultieren eine Reihe weiterer Vorgange, die zu einer
Reduktion der GFR fiihren:

Zum einen kann Natrium nicht mehr aus den Tubuluszellen heraus transportiert
werden. Die Zellen nehmen Wasser auf und schwellen an . Begiinstigt wird dieser
Vorgang durch einen ischamisch bedingten Untergang des Cytoskeletts. Die
vergrofRerten Zellen komprimieren umliegende Kapillaren und die Tubuli. Die Folge ist
eine weitere Reduktion der Nierenperfusion, wodurch die bestehende Ischdmie noch
verstarkt wird. Die Kompression der Tubuli, die durch Ablagerungen von Zelltrimmern

im Tubuluslumen verstarkt wird, fiihrt zu einer verringerten GFR .

Weiterhin flhrt der Ausfall der Natrium-Transporter fihrt auch zu einem verminderten
Ricktransport von Na aus dem Primarharn. Die Natrium-Konzentration des
Primarharns steigt an und induziert Gber die Makula densa eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems im juxtaglomeruldren Apparat. Durch die erhdhte Angiotensin II-
Aktivitat kommt es zur Konstriktion des Vas afferens, wodurch die GFR weiter reduziert

wird.

Mit zunehmendem Abfall der GFR erfolgt der Ubergang in die oligo-anurische Phase.
Die oligo-anurische Phase ist klinisch gekennzeichnet durch eine verminderte
Diurese. Dies fiuhrt im Extremfall bis zur volligen Anurie, kann aber auch ganzlich

fehlen (v.a. bei nephrotoxischem Nierenversagen) ..

Durch Abfall der Diurese kann als Komplikation eine Hypervolamie mit Gefahr eines
Lungenédems oder eines Herzversagens auftreten, weiterhin kann es zu

Elektrolytverschiebungen und einer Uramie kommen [,

Neben den oben genannten Pathomechanismen sind zahlreiche andere

Veranderungen als Folge der Ischamie beschrieben:



So kommt es, vor allem im Rahmen der Reperfusion, zu einer vermehrten Bildung von
Sauerstoffradikalen, die eine weitere bedeutende Zellschdden verursachen.
Gleichzeitig werden Verbindungen, die die Zelle schitzen (z.B. Gluthathion), infolge

der Ischamie vermindert gebildet .

Eine weitere wichtige Rolle spielen die Calcium-lonen. Es ist nachgewiesen, das
ischamisch geschadigte Zellen erhdhte intrazellulare Ca-Konzentrationen aufweisen
9 Diese Erhdhung ist ebenfalls auf eine verminderte Funktion der ATPasen
zurtickzufuhren, die Ca entweder aus der Zelle heraus, oder in intrazellulare
Calciumspeicher hinein transportieren. Die Folgen der erhéhten intrazellularen Ca-
Konzentration sind zum einen eine Stimulation der entsprechenden ATPasen, was eine
Verstarkung des ATP-Mangels verursacht, zum anderen fiihrt die hohe Ca-

Konzentration zu einer Zerstérung der Cytoskeletts ",

Nach ca. 8-14 Tagen tritt mit Regeneration der Tubulusepithelien eine zunehmende
Polyurie auf. Ursache hierfur ist in erster Linie eine osmotische Diurese durch die
erhdhten Natrium- und Harnstoffkonzentrationen, die im Rahmen des ANV entstanden
sind. Weiterhin spielen aber auch andere Faktoren, wie z.B. eine passager auftretende

ADH-Refraktaritat am Sammelrohr, eine Rolle &

Im Verlauf von Wochen bis Monaten kommt es im Rahmen der Restitutionsphase zu
einer zunehmenden Regeneration der Tubuluszellen und zu einer Wiederaufnahme

der normalen Nierenfunktion.

1.2. Das L-Arqinin-NO-System

Bei dem L-Arginin-NO-System handelt es sich um einen Signalweg, der in vielen
Bereichen des Organismus vorkommt und der in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung in zahlreichen Prozessen gewonnen hat. Die zentrale Substanz dieses

Transduktionsweges ist das Stickstoffmonoxid (NO).

1.2.1. Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid ist eine gasformige Verbindung aus Sauerstoff und Stickstoff. Das
Gas ist farb- und geruchslos. Es handelt sich um eine hochreaktive Verbindung mit

einer sehr kurzen Halbwertszeit. Die Halbwertszeit betragt etwa 3-5 Sekunden 12,

Bereits vor einigen Jahren kannte man den sog. endothelian derived relaxing factor

(EDRF), eine Substanz, von der man wulte, dal® diese aus dem GefalRendothel



freigesetzt wird und dal} sie eine Relaxation der glatten Gefallmuskulatur bewirkt. In

den 80er Jahren wurde diese Substanz schlieRlich als Stickstoffmonoxid identifiziert.

Die Wirkungen von NO im Organismus sind vielfaltig: Wie erwahnt, ist NO als
Signalmolekul an der Relaxation glatter Muskelzellen beteiligt. Es spielt aber auch eine
wesentliche Rolle bei der Signallbertragung von Rezeptoren fir Azetylcholin (ACh)
und Bradykinin. Die Rezeptoren fir die beiden Substanzen fiihren tber einen Einstrom
von Ca?*-lonen zu einer Induktion der NO-Synthase (NOS). Das daraus entstehende
NO verursacht dann eine Vasodilatation ['*l. Bradykinin und ACh werden deshalb auch

als NO-abhangige Vasodilatatoren bezeichnet.

In neuronalen Geweben beeinflult NO die Freisetzung von Neurotransmittern und es

wird eine Beteiligung bei verschiedenen Erkrankungen des ZNS diskutiert.

In héheren Konzentrationen wirkt NO als chemisches Agens bei der unspezifischen
zellularen Abwehr ', Es ist an der Entstehung von Gewebsschaden bei Ischamie und
Perfusion beteiligt "™ und hat regulatorische Einflisse auf die DNA- und

Proteinsynthese ['°.

Vermittelt wird die Wirkung von NO Uber die Stimulation einer I6slichen
Guanylylcyclase (GC-S). Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von GTP zu
cGMP. Das so entstandene cGMP wirkt als second messenger und aktiviert cGMP-

abhangige Enzyme oder lonenkanéle.

NO

s@<

cGMP,

78

ENZYME IONENKANALE

GTP

Abb. 1: Molekulare Wirkung von NO



Die Wirkung héherer NO-Konzentrationen, wie sie zum Beispiel durch aktivierte
Makrophagen entstehen, werden cGMP-unabhangig vermittelt. Die NO-Effekte
kommen hier durch Bildung von Nitrosoverbindungen "1, Enzymhemmung (v.a. Eisen-

[17]

Schwefel-Enzyme) "8 Hydroxyradikalbildung und Nukleinsduredesaminierung

zustande.

1.2.2. Synthese von NO

Nach heutigem Kenntnisstand wird NO enzymatisch aus L-Arginin freigesetzt. Bei den
daflir verantwortlichen Enzymen handelt es sich um Dioxygenasen, die als NO-

Synthasen (NOS) bezeichnet werden.

Man kennt heute drei Typen der NOS: NOS-I
NOS-II
NOS-III

Typ | und lll sind konstitutive Enzyme und werden auch unter dem Begriff cNOS
zusammengefalRt. Charakteristisch fir die cNOS ist eine Aktivierbarkeit durch hohe
intrazelluldre Ca**-lonen-Konzentrationen, die Uber Bindung von Calmodulin am

Enzym vermittelt wird.

Vertreten sind die beiden cNOS-Formen in verschiedenen Geweben: NOS-| |af3t sich
aus Kleinhirnzellen isolieren, wahrend NOS-IIl im Endothel nachweisbar ist. Beide
Formen kommen aber auch in anderen Geweben in unterschiedlichen Konzentrationen

vor.

Die NOS Typ Il ist dagegen ein induzierbares Enzym (iNOS), das aus Makrophagen
isoliert werden konnte. Aktiviert wird die iINOS wird Uber eine Induktion der
Transkription durch Endotoxine, Zytokine oder andere Substanzen. Der zeitliche
Bedarf fiir die Aktivierung liegt bei mehreren Stunden, wahrend die cNOS iiber Ca*'-
lonen binnen weniger Sekunden aktiviert werden kann. Gehemmt werden kann die

Expression der iNOS durch Kortikosteroide und Zytokine.



Die Eigenschaften der einzelnen NOS-Formen sind in der nachfolgenden Tabelle noch

einmal zusammengefal3t:

Nachweis in Expression Regulation Aktivierungszeit
NOS | Kleinhirn, konstitutiv ca? Sekunden,
u.v.a. (cNOS) Calmodulin Minuten
NOS Il Makrophagen induktiv Zytokine Stunden
Granulozyten (iNOS) Endotoxine
NOS Il Endothel, konstitutiv ca® Sekunden,
u.v.a. (cNOS) Calmodulin Minuten

Tab. 1: Eigenschaften der einzelnen NOS-Typen

Das Hauptprodukt, das durch die NOS gebildet wird, ist das Stickstoffmonoxid. Die
NOS wandelt L-Arginin in NO und Citrullin um. Dabei werden Sauerstoff und NADPH
verbraucht:

NOS

\ > + Citrullin

02
NADPH NADP

L-Arginin

Abb. 2:  Bildung von NO aus L-Arginin

Neben NO fallen aber auch noch andere Stickstoffverbindungen an. Dies sind vor
allem NOz, NzOz, NOz- und NO3-.

Gehemmt werden kann die Aktivitat der NOS durch Strukturanaloga des Substrates L-
Arginin. Durch die strukturelle Ahnlichkeit zu L-Arginin kommt es zu einer kompetitiven,

reversiblen Hemmung des Enzyms. Zu solchen Hemmstoffen zahlen unter anderem:

N“-Monomethyl-L-Arginin (=L-NMMA)
N“-Nitro-L-Arginin-Methylester
N“-Nitro-L-Arginin
N®-Methyl-L-Arginin

YV V V V



1.2.3. EinfluB von NO auf die Funktion der Niere

Wie oben bereits erwahnt, spielt NO in zahlreichen Geweben und Organen eine
wichtige Rolle. In dieser Studie interessiert vorwiegend, welche Funktion NO im akuten

Nierenversagen hat.

1.2.3.1. Orte der NO-Synthese in der Niere

In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dall die Produktion von NO in
der Niere an bestimmte Strukturen gebunden ist. Entsprechend kann mittels

immunhistochemischer Verfahren eine spezifische Verteilung der einzelnen NOS-

Formen nachgewiesen werden !9
cNOS iNOS
Macula densa mesangiale Zellen

prox. Tubulus
Sammelrohre
glomerulare Endothelien

Gefalendothelien renaler Gefalle
(v.a. Vasa afferentia und efferentia)

Tab. 2: Verteilungsmuster der NOS in der Niere

Weiterhin weily man, daf} die INOS eine hdhere Aktivitat als die cNOS aufweist. Daraus
folgt, dal’ die NO-Produktion im Markbereich, wo ja fast ausschlie3lich die iINOS in den
tubuldren Zellen zu finden ist, besonders hoch ist ??. Untersuchungen von Ruilope et
al. zeigen, dal} die Bildung von cGMP im inneren Markbereich am hdchsten ist und

nach auen hin abnimmt 23,



1.2.3.2. Spezielle Wirkungen von NO in der Niere

Als vaskulares Hauptziel der NO-Wirkung in der Niere gelten das Vas afferens und die
Mesangiumzellen !, Die dadurch vermittelten Effekte sind eine Vasodilatation mit
nachfolgend erhéhtem RBF im Glomerulum und eine Erhéhung des
Ultrafiltrationskoeffizienten K; Diese beiden Mechanismen wirken synergistisch und
erhohen die GFR und den Urinfluf3.

00

L TR

. \ %.9_ Macula densa
AN S/ Juxtaglomerulare
gﬂgo Zellen

IR ', P

! @_:;‘ Endothelzellen

Mesangial-
zelle

o »,
@) )
\\ g

QN Kontraktilitat der MZ | i

Abb. 3:  Auswirkungen der renalen NO-Bildung auf das Glomerulum

Durch den Angriff am Vas afferens und anderen renalen GefalRen ist eine der
wesentlichen Funktionen, die NO in der Niere erflllt, die Regulation der renalen
Durchblutung. Es konnte in mehreren Studien gezeigt werden, das NO eine
dilatierende Wirkung auf die afferente und efferente Arteriole des Glomerulums hat.
Unter physiologischen Bedingungen ist dieser Effekt v.a. im Bereich des Vas afferens
ausgepragt. Hierdurch beeinfluBt NO im weiteren den glomerularen Filtrationsdruck
und damit den Urinflu® und die GFR. Dies laRt sich experimentell bestatigen, indem ein
NOS-Inhibitor verabreicht wird. Durch die Hemmung der NOS kommt es zu einem
Abfall der GFR, der durch Gabe von L-Arginin im Uberschul aufhebbar ist > %! Eine
alleinige Gabe von L-Arg flihrt zunachst zu einer kurzzeitigen Vasokonstriktion, dann

aber zu einer deutlichen Dilatation der renalen Gefale ?” 28 Auf dieser Basis vermutet



man auch, dal eine standige Synthese von NO dazu beitragt, einen relativ geringen

Gefaltonus und einen damit verbundenen hohen basalen RBF aufrecht zu erhalten.

NO, welches den Gefaltonus der afferenten Arteriole reguliert, wird vermutlich auch in
der Makula densa gebildet. Untersuchungen von Ito et al. zeigen, dall eine durch L-
NMMA verursachte Vasokonstriktion des Vas afferens durch Perfusion der Makula

densa mit einer niedermolaren NaCl-Lésung aufgehoben werden kann 2.

Stickstoffmonoxid beeinfluBt auch die Mesangialzellen. So zeigten verschiedene
Arbeiten, dal® NO den Tonus der Mesangialzellen vermindert. Durch die Relaxation
vergrofiert sich die Oberflache der Basalmembran im Glomerulum. Die Folge ist eine

Erhéhung des Ultrafiltrationskoeffizienten K; mit nachfolgender Zunahme der GFR B%
32]

In verschiedenen Studien konnte auf3erdem ein EinfluR von NO auf die exkretorische
Funktion der Niere gezeigt werden. So konnte die Arbeitsgruppe von Rademacher et
al. eine NO-Wirkung auf die Na-Exkretion und auf die Glukoseresorption der

Tubuluszellen nachweisen B2,

1.2.3.3. Effekte von NO im akuten ischdmischen Nierenversagen

Die Effekte, die NO im ischamischen ANV zugesprochen werden, werden auf eine
ischamische Schadigung der Tubuluszellen mit nachfolgender verminderter NO-
Synthese zurlckgefiihrt. Neben dieser Annahme gibt es auch Arbeiten, die einen
Anstieg der NO-Synthese zeigen ®2. Erklart wird dieser Anstieg durch einen
ischamisch bedingten Ca?®*-Einstrom in die Zelle, wodurch es zu einer Aktivierung der
cNOS kommt.

Desweiteren kommt es im Rahmen der hypoxischen Schadigung zu einer
Leukozyteninfiltration. Die Leukozyten exprimieren selbst iINOS und induzieren
gleichzeitig iber Zytokine die INOS-Expression im Gewebe **. Die Autoren vermuten,
dall NO als Folge dieser Mechanismen zwar vermehrt gebildet wird, aber die

Sensibilitdt gegenliiber NO im Gewebe reduziert ist.

Letztendlich kommt es zu einem Wegfall NO-vermittelter Effekte und damit zu einer
Imbalance zwischen vasokonstriktorischen Faktoren (Endothelin, Angiotensin 1) und
vasodilatatorischen Einflissen, zu denen NO als eine der potentesten

vasodilatatorischen Substanzen zahit 3% 3¢,

Durch die verminderte NO-Freisetzung wird auch die Wirksamkeit von ACh und

Bradykinin vermindert " 38 Resultierend kommt es erhéhten Empfindlichkeit des

10



Nierengewebes auf vasokonstriktorische Reize, welche als paradoxe Vasokonstriktion
bezeichnet wird. Als Folge wird der RBF weiter reduziert und damit auch die GFR.
Dieser Mechanismus konnte in Arbeiten von Cristol et al. bestatigt werden, in denen
wahrend der postischamischen Phase ein Abfall des RBF bei gleichzeitigem Anstieg

des renal vaskuldren Wiederstandes (RVR) nachgewiesen wurde 8.

Neben dem Verlust der vasodilatierenden NO-Wirkungen, diskutiert man auch den
Ausfall von NO als Radikalfanger. Fir die Bildung von NO aus L-Arginin wird ein
Sauerstoffatom bendétigt. Somit kdnnen in dieser Reaktion freie Sauerstoffradikale
verbraucht werden ¥2. Allerdings muR hier auch erwahnt werden, da NO selbst eine
sehr reaktive Verbindung ist und mit OH™ oder Superoxid-lonen reagieren kann. Dabei
entsteht Peroxynitrit, das eine zellschadigende Wirkung besitzt ' Diese Effekte sind
jedoch, verglichen mit dem Wegfall der vasodilatatorischen Wirkung, weit weniger

schadlich.

Man nimmt aul3erdem an, dafd durch hohe NO-Spiegel eine NO-abhangige Hemmung
eisenhaltiger Enzyme verursacht wird ['®l. Diese Enzyme sind fiir zahlreiche essentielle
Stoffwechselvorgange verantwortlich, so daR eine solche Hemmung zu einer gestorten
Zellfunktion fihren wirde. Besonders betroffen sind die davon DNA-Synthese und die

Mitochondrienfunktion B9,

Ein weiterer wichtiger Gesichtspunkt ist die Wirkung von NO auf die neutrophile
Granulozyten: Es ist bekannt, daR NO die Adhasion dieser Zellen moduliert %\, Ein
Fehlen der NO-Wirkung fuhrt zu einer erhéhten Adhasion von Leukozyten am Endothel

und zu einer damit verbundenen Schadigung 2.

Wahrend die Effekte von NO im toxischen Nierenversagen als eindeutig positiv
bezeichnet werden koénnen, herrscht hier beim ischamischen Nierenversagen noch
eine kontroverse Diskussion. Aufgrund der oben genannten unterschiedlichen Modelle
der NO-Wirkung im akuten ischamischen Nierenversagen, kann eine Steigerung der
NO-Synthese, z.B. durch Verabreichung des Precursors L-Arginin, eine Verbesserung
der Nierenfunktion auslésen ' Andere Arbeiten zeigen jedoch auch eine Verstarkung
der Schaden wahrend der Reperfusionsphase durch Gabe von L-Arginin. P8, Hierfir

wird die Bildung von Radikalen verantwortlich gemacht.

1.2.3.4. EinfluB von NO auf das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, da® zwischen NO und dem

Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem (RAAS) in der Niere ein enger Zusammenhang
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besteht. Durch den EinfluR von Angiotensin-Il wird eine verstarkte NO-Freisetzung
induziert *'**. Man diskutiert im wesentlichen zwei Mechanismen, tber die diese NO-

Stimulation ausgeldst werden kann:

Untersuchungen von Siragy, Tojo und DeNicola zeigen eine direkte Stimulation der
NO-Freisetzung durch Angiotensin-Il mittels AT.-Rezeptoren. Eine Beteiligung von

[24, 32, 44]

ATq-Rezeptoren konnte ausgechlossen werden Dieser Mechanismus ist

jedoch abhéngig von einem aktivierten RAAS 141,

Der zweite Mechanismus erfolgt indirekt Uber die systemische Wirkung von
Angiotensin-Il: Durch die vasokonstriktorische Wirkung kommt es zu einem Anstieg
des GefalBwiderstandes und des Blutdruckes. Diese Veranderungen fiihren zu
vermehrten Scherkraften, die auf das Endothel einwirken. Als Folge dieser Scherkrafte

wird dann vermehrt NO freigesetzt *"**°),

Umgekehrt beeinfluBt wiederum NO das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem. So
konnte gezeigt werden, dal} infolge hoher NO-Konzentrationen die Freisetzung von
Renin in der Niere reduziert wird. Als Vermittler dieser Regulation dient die durch NO
induzierte Bildung von cGMP [#* 2% 46.47 ‘A5 Folge der verminderten Reninfreisetzung

wird letztendlich auch die Angiotensin-lI-Bildung herabgesetzt.

12



Fal3t man diese Mechanismen zusammen, 1aRt sich daraus folgender Regelkreislauf

fur das Zusammenspiel von NO und dem RAAS in der Niere konstruieren:

Scherkrafte T—»| NO 1 —_—
/ Renin {

Renaler \
Perfusionsdruck T

Ang-ll {
f AT,- l
RRT Rezeptor
Ang-ll T Renaler

V\ Perfusionsdruck {
Renin T < NO | | €—Scherkrafte | «—

Abb. 4. Regelkreislauf zwischen NO und Angiotensin-I|

1.3. Das Medikament Losartan

Losartan ist eine Substanz aus der Gruppe der selektiven AT,-Rezeptor-Antagonisten.
Eine wesentliche Rolle spielt Losartan damit bei der Erforschung der Angiotensin-
Rezeptoren (AT-Rezeptoren). Weiterhin war es eine der ersten Substanzen dieser

Gruppe, die als Antihypertensivum im klinischen Gebrauch zum Einsatz kamen.

Uber die Blockade der Angiotensin-lI-Rezeptoren wird eine Unterbrechung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) erreicht und dadurch eine Blutdrucksenkung
induziert. Im Gegensatz zu den ACE-Hemmern, die ebenfalls in das RAAS eingreifen,
ist Losartan bei vergleichbarer Wirkung wesentlich besser vertraglich. Als einzige
haufiger auftretende Nebenwirkung ist leichter Schwindel oder eine leichte

Benommenheit bekannt &%,
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1.3.1. Pharmakologische Daten

Losartan ist eine nicht-peptidische Verbindung. Es bindet spezifisch und kompetitiv an

die AT -Rezeptoren. Die Struktur ist in der nachfolgenden Strukturformel

wiedergegeben:
CH,OH

Cl—=
N—CH2

N—

CHo /N__
CHz ~ NK'
] N\N/
CHs

Abb. 5:  Strukturformel Losartan

Die Substanz ist oral gut resorbierbar. Die Bioverfugbarkeit liegt bei etwa 33%, da die
Resorption einem First-pass-Effekt unterliegt. Durch gleichzeitige Nahrungsaufnahme

wird die Resorption jedoch nicht wesentlich beeinflult 1849,

Im Blut wird Losartan zu liber 98% an Plasmaproteine gebunden transportiert *?. Das

Verteilungsvolumen der Substanz betragt etwa 34 | 14849,

Losartan wird in der Leber enzymatisch carboxyliert. Das verantwortliche
Enzymsystem ist das Cytochrom-P450 (CYP), genauer CYP2C9 % Neben inaktiver
Metaboliten entsteht zu 14% ein aktiver Metabolit, der als E3174 bezeichnet wird .
Wahrend Losartan kompetitiv an den AT,-Rezeptor bindet, ist E3174 ein nicht-
kompetitiver Antagonist. Auch der Metabolit ist im Plasma Uberwiegend an Proteine

gebunden und weist ein Verteilungsvolumen von 12 L auf 3.

E3174 ist wesentlich fur die Wirkung von Losartan verantwortlich, da er ca. 15-20fach
starker wirksam ist als die Ursprungssubstanz Losartan . So werden die héchsten
Plasmakonzentrationen von E3174 bei einer Einmalgabe von Losartan nach ca. 3-4
Stunden gemessen, wahrend die héchsten Spiegel von Losartan bereits nach 1 Stunde

erreicht sind P2,

Auch die Eliminationshalbwertszeiten beider Verbindungen unterscheiden sich
deutlich: Losartan hat eine Halbwertszeit von 2,1 h, E3174 von 6,4 h > %2 Durch die

Bildung dieses Metaboliten wird also die Wirkung von Losartan wesentlich verlangert;
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dies ist auch in der klinischen Anwendung von grol3er Bedeutung, da eine einmalige

Einnahme flr 24 h ausreichend ist.

Die Ausscheidung von Losartan und seiner Metabolite erfolgt sowohl renal als auch
biliar. Zu etwa 35% erfolgt die Ausscheidung tUber den Urin, zu 65% biliar Gber den
Stuhl. Bei normaler Nierenfunktion werden dabei weniger als 5% der aufgenommenen
Losartandosis unverandert renal ausgeschieden. Bei Patienten mit deutlich
eingeschrankter Nierenfunktion kann eine verringerte Ausscheidungsclearance
gemessen werden. Klinisch ist diese Einschrankung fir die Ausscheidung jedoch nicht
von Bedeutung. Allerdings zeigt sich bei Patienten mit einer mittelgradigen
alkoholbedingten Leberzirrhose eine 5fach gesteigerte Plasmakonzentration von

Losartan, wihrend die Konzentrationen von E3174 nur auf das 1,7fache ansteigen. **
48, 49, 53]

1.3.2. Wirkungsmechanismus und Wirkungen von Losartan

Wie bereits erwdhnt gehoért Losartan in die Gruppe der selektiven Angiotensin-II-
Rezeptor-Antagonisten. Von diesen Rezeptoren sind zwei Subtypen bekannt: Die AT;-
Rezeptoren und die AT,-Rezeptoren. Diese Subtypen konnten erstmals bei Ratten

nachgewiesen werden ®* %9 mittlerweile ist auch deren Vorhandensein beim

Menschen bewiesen .

Fir Losartan ist bekannt, dal3 die Affinitat zu AT -Rezeptoren ca. 10000fach groéRer ist
als zu AT,-Rezeptoren P, Damit kann Losartan als selektiver AT;-Antagonist

bezeichnet werden. Agonistische Wirkungen konnten nicht nachgewiesen werden °%,

Die Bindung von Losartan an den Rezeptor erfolgt kompetitiv. Sie ist somit reversibel
und weist eine Sattigungskinetik auf ** *?. Im Gegensatz dazu bindet der in der Leber
gebildete Metabolit E3174 nicht-kompetitiv und hat eine wesentlich hohere Affinitat
zum AT -Rezeptor als Losartan selbst. Dadurch ist die durch den Metaboliten
vermittelte Wirkung ca. 15-20 mal starker als die durch Losartan > °. Auch E3174

blockiert den AT,-Rezeptor und weist keinerlei agonistische Aktivitat auf.

Die Wirkung von Losartan im Organismus beruht letztendlich darauf, dal} durch
Losartan selbst und durch seinen aktiven Metaboliten die AT:-Rezeptoren blockiert
werden. Diese ATi-Rezeptoren befinden sich vor allem in GefaRendothelien und
Herzmuskelgewebe. Aber auch in Gehirn, Niere und Nebenniere, hier v. a. im Bereich

der Zona glomerulosa (Sekretionsort von Aldosteron), konnten diese Rezeptoren
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[60]

nachgewiesen werden Diese Rezeptoren dienen als Bindungsstelle flr

Angiotensin-ll und vermitteln die typischen Wirkungen von Angiotensin-I:
e Vasokonstriktion der Arteriolen

o Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde

(damit verbunden ist eine aldosteronabhangige Na-Retention)

¢ antinatriuretischer Effekt mit Natrium- und Fliissigkeitretention infolge

direkter Wirkung an der Niere

Weiterhin lassen sich auch in anderen Geweben Effekte nachweisen, die durch
Angiotensin-Il Uber die AT1-Rezeptoren vermittelt werden. Dazu zahlen eine positiv
inotrope Wirkung und Beeinflussung der linksventrikularen Funktion des Herzens, eine

Steigerung der sympathischen Tonus und eine Induktion des Zellwachstums %,

Durch eine selektive Blockade dieser AT:-Rezeptoren werden die genannten
Wirkungen von Angiotensin-Il aufgehoben. Auf diese Weise lassen sich eine Senkung
des Blutdrucks sowie giinstige Effekte auf das Zellwachstum erreichen, was vor allem
im klinischen Einsatz von Bedeutung ist. Im Gegensatz zu den ACE-Hemmern, die
durch eine Hemmung der Umwandlung von Angiotensin-l zu Angiotensin-ll ebenfalls in
das RAAS eingreifen, ist die Wirkung von AT;-Blockern unabhangig vom

Angiotensinspiegel, da diese den Zielrezeptor von Angiotensin-Il blockieren.

Auch der andere Subtyp, die AT,-Rezeptoren kommen beim Menschen vor.
Untersuchungen, bei denen diese Rezeptoren selektiv blockiert wurden, zeigten, dal}
die AT,-Rezeptoren bei der Vermittlung der Angiotensin-ll-typischen Wirkungen keine

Rolle spielen ©".

Konkret werden durch eine Blockade der ATi-Rezeptoren durch Losartan im

Organismus folgende Wirkungen erreicht:

Seine Auswirkungen auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) flihren in
erster Linie zu einem reaktiven Anstieg der Plasma-Renin-Aktivitdt und der
Angiotensin-lI-Spiegel. Die Aldosteronspiegel fallen als Folge der Blockade ab; dieser

Effekt zeigt sich vor allem bei langerer Applikation von Losartan ©% 3,

Da Angiotensin-Il als einer der starksten Vasokonstriktoren gilt, kommt es zu einer
Dilatation der Arteriolen und damit zu einem Abfall des peripheren Widerstandes. In

Folge dessen sinken sowohl der systolische als auch der diastolische Blutdruckwert ab
(33]
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Die Nierenfunktion wird durch die Gabe von Losartan nicht beeintrachtigt. So blieben
bei nierengesunden Patienten die glomerulare Filtrationsrate, der renale Plasmafluf3,
und das Urinvolumen unverandert ®. Auch die Elektrolytausscheidung wurde nicht
wesentlich beeinflut. Bei Patienten mit bestehender Niereninsuffizienz kam es zu
keiner Verschlechterung der Kreatinin-Clearance unter der Einnahme von Losartan >
%l Desweiteren konnte eine Verminderung einer bestehenden Proteinurie
nachgewiesen werden . Diese Beobachtungen vermitteln den Eindruck, Losartan
konne eine protektive Wirkung auf die Niere haben; zumindest kommt es durch

Losartan zu keiner Schadigung oder Einschrankung der Nierenfunktion.

Bei Patienten mit Hypertonie, bei denen es zu einer linksventrikularen Hypertrophie
gekommen ist, konnte gezeigt werden, dall die Gabe von Losartan diese Hypertrophie

glinstig beeinflult und sogar eine Riickbildung erreichen kann ..

Im Gegensatz zu den ACE-Hemmern, die zu einem Anstieg des Bradykininspiegels
fuhren und somit eine Verstarkung ihrer vasodilatatorischen Wirkung verursachen,
kommt es durch die Blockade von AT,-Rezeptoren Uber langere Zeit eher zu einem
Absinken des Bradykininspiegels. Damit kann eine solche Verstarkung der durch

Losartan vermittelten Vasodilatation ausgeschlossen werden 3,

1.4. Fragestellung

In vorliegender Arbeit soll der Einflu von Losartan auf das L-Arginin/NO-System im

akuten ischamischen Nierenversagen der Ratte untersucht werden.

Es ist bekannt, dal es im akuten Nierenversagen zu einer Aktivierung des RAAS
kommt. Als Folge dessen kommt es zu einer Vasokonstriktion, wodurch die
Durchblutung der Niere weiter verschlechtert wird. Durch die Applikation eines AT4-
Antagonisten wird versucht, den vasokonstriktorischen Effekt von Angiotensin-I
abzublocken. Man erhofft sich, so eine Verbesserung der Nierendurchblutung und

damit der GFR zu erreichen.

Weiterhin weil® man, daf® auch die Synthese von NO im ANV vermindert wird. Deshalb
wird Losartan mit L-Arginin kombiniert, aus dem durch die NO-Synthetase NO
abgespalten wird, das wiederum eine vasodilatatorische Wirkung hat. Durch die
Kombination mit Losartan erwarten wir eine zusatzliche Verbesserung der GFR infolge

der verstarkten Vasodilatation.

Desweiteren wird Losartan mit L-NMMA kombiniert, um herauszufinden, wie dadurch

die Effekte, die sich aus der AT1-Blockade mit Losartan ergeben, beeinfluRt werden.
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Da L-NMMA die NO-Synthese hemmt, erwarten wir hier eine Verminderung des
Effektes von Losartan auf die Nierendurchblutung. Entsprechend dieser Uberlegung

mufRte die GFR dadurch wieder abnehmen.

Wahrend der Versuche wird besonders auf das Verhalten von GFR, RPF,
Urinzeitvolumen, Filtrationsfraktion, mittlerem arteriellen Blutdruck und der fraktionellen

Exkretion von Natrium geachtet.
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2. Methodik

2.1. Versuchstiere und Tierhaltunqg

Als Versuchstiere dienten weibliche Sprague-Dawley-Ratten der Firma Charles River
Wega GmbH. Das Gewicht der Tiere lag bei 242,8 + 18,3 Gramm (Mittelwert + SEM).
Zur Gewichtsbestimmung wurde eine Waage Typ MP3000 der Firma Chyo, Japan,

verwendet.

Die Haltung der Tiere erfolgte unter Standardbedingungen paarweise in einem Kafig.
Die Ratten hatten freien Zugang zu Wasser und zu standardisierter Rattendiat
(Altromin 1324, Altromin GmbH & Co KG, Lage). Jeweils nach Anlieferung wurde den

neuen Tieren eine Aquilibrierungsphase von mindestens 3 Tagen gewahrt.

2.2. Praparation der Tiere

2.2.1. Narkose

Die Tiere wurden mit einer flinfprozentigen Thiobarbitalldsung (Inactin®-Byk, Fa.
BykGulden, Konstanz) narkotisiert. Zur Betaubung wurden dem Tier 2 mi/kg
Kdrpergewicht intraperitoneal injiziert. Die erwinschte Wirkung trat nach etwa 5

Minuten ein.

2.2.2. Lagerung wahrend des Versuches

Um die Kdrpertemperatur wahrend des Versuches konstant auf 37°C zu halten, wurde
das Versuchstier auf einem Warmetisch vom Typ 12511, Medax, der Firma Nagel
GmbH, Kiel, gelagert. Die Kontrolle der Korpertemperatur erfolgte durch

intermittierende rektale Messungen mit einem elektronischen Fieberthermometer.

2.2.3. Tracheotomie

Um die Atemwege freizuhalten, wurden die Tiere tracheotomiert. Dies erfolgte in
Rickenlage bei tberstrecktem Kopf. Es erfolgte eine ca. 10 mm lange Hautinzision in
der Regio cervicalis anterior entlang der Medianlinie. Die pratrachealen Haut-, Faszien-
und Muskelschichten wurden gespalten. AnschlieRend wurde die Trachea stumpf unter
Schonung der benachbarten Gefall- und Muskelstrange freiprapariert. Die so
freigelegte Trachea wurde mit einer gespreizten Pinzette angehoben und dann mit

einer kleinen Schere zwischen zwei Knorpelspangen eréffnet. In die Offnung wurde ein
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unsteriler Polyethylenkatheter (AuRendurchmesser: 2 mm, Fa. Portex, England)
eingefuhrt. Dieser Trachealtubus wurde mit einer Ligatur fixiert und zur Verringerung
des Totraumvolumens auf ca. 15 mm Lange gekirzt. Neben der Freihaltung der
Atemwege wurde so auch ein endotracheales Absaugen mit einem dinnen

Plastikschlauch erméglicht.

2.2.4. Katheterisierung der Arteria und Vena femoralis

Als nachstes erfolgte die Freilegung der FemoralgefaRe: Das Bein der Ratte wurde
fixiert und Uber der Leistengegend das Fell entfernt. Der Zugang erfolgte Gber einen
ca. 2 cm langen Einschnitt Uber dem Gefalnervenstrang der Leistenbeuge.
AnschlieBend wurde die Arteria und Vena femoralis proximal der Mindung der
epigastrischen GefaRe freiprapariert. Die beiden Gefalle wurden aus ihrer
Bindegewebshiille befreit und einzeln dargestellt. Um groRere Blutverluste bei der
Katheterisierung zu vermeiden, wurde die Vena femoralis distal der Punktionsstelle mit
einem dunnen Bindfaden abgebunden. AnschlieRend wurde die Vene von unten auf
eine kleine Pinzette aufgeladen und angehoben; durch die so entstandene Spannung
wurde die Perfusion gestoppt. Mit einer Gefallschere wurde das Lumen vorsichtig
erdffnet und ein spitz zugeschnittener und diinn ausgezogener Polyethylenkatheter der
Fa. Portex, England (AuRendurchmesser: 1,0 mm, Innendurchmesser: 0,5mm) wurde
ca. 5-7 mm weit vorgeschoben und mit einer Ligatur proximal der Punktionsstelle
fixiert. Analog zur Katheterisierung der V. femoralis wurde in die A. femoralis ebenfalls

ein Polyethylenkatheter eingelegt.

Uber den vendsen Katheter wurde kontinuierlich Sterofundin® (Fa. B. Braun) infundiert.
Die Infusion erfolgte mit Hilfe eines Perfusors der Fa. B. Braun mit einer Infusionsrate
von 1,8 ml/h. Parallel dazu wurde Uber einen Dreiwegehahn eine Mischung aus aus
FITC-Inulin (6 mg/h; Fa. Bioflor HB, Uppsala, Schweden) und PAH (6 mg/h; Fa. Merck
Sharp & Dohme, West Point, USA) in 0,9 % isotoner Kochsalzlésung (Fa. Fresenius,
Bad Homburg) mit einer Infusionsgeschwindigkeit von 1,2 ml/h infundiert. Wahrend der
Infusionsphase (siehe Versuchsaufbau) wurde die jeweilige Versuchsmedikation

anstelle der Sterofundin®-Ldsung {iber den vendsen Zugang appliziert.

Der Katheter in der A. femoralis diente einerseits der kontinuierlichen
Blutdruckmessung mittels eines Blutdruckmonitors (Hellige Recomed®, Fa. Hellige,
Freiburg), andererseits wurden darlber die Blutproben entnommen. Um eine
Thrombosierung zu vermeiden wurde der arterielle Katheter vor der Punktion mit

Heparin-Natrium (Liquemin®, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) gespililt.
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2.2.5. Katheterisierunq der Harnblase

Zur Bestimmung der ausgeschiedenen Urinmenge und zur Entnahme von Urinproben
wurde ein Blasenkatheter gelegt. Nach Entfernung des Fells einer kleinen Hautpartie
medio-kranial der Symphyse wurde ein ca. 1,5 cm langer vertikaler Hautschnitt in der
Medianebene entlang der Linea alba gemacht. Die Faszien und Muskulatur in diesem
Bereich wurden stumpf gespalten und das Peritoneum eréffnet. Nachdem die
Harnblase lokalisiert worden war, wurde sie mobilisiert und vorsichtig am kranialen Pol
durch eine Schnittinzision erdffnet. In diese Offnung wurde ein entsprechender
Blasenkatheter eingelegt und durch eine Ligatur fixiert. Der Blasenkatheter bestand
aus einem ca. 5 cm langen Polyethylenschlauch (AuRendurchmesser: 1 mm), an
dessen Spitze eine etwa 05 cm lange Manschette aus Polyethylen
(Aulendurchmesser: 2 mm) aufgesteckt war. Diese Manschette verhinderte ein
Herausrutschen des Katheters aus der Blase. Die fir die Herstellung des
Blasenkatheters verwendeten Schlduche stammten ebenfalls von der Firma Portex,

England.

Der Katheter konnte an eine 0,2 mi-Glaspipette angeschlossen werden. Auf diese
Weise konnte genau die produzierte Urinmenge bestimmt und Urin entnommen

werden.

2.2.6. Prdparation der Arteriae renales

Um einen ungehinderten Zugang zu den Nierenlagern zu haben, wurden die Tiere in
diesem Bereich beidseits paravertebral rasiert. Fur die Praparation wurde das Tier in
Seitenlage gelagert. Dann erfolgte eine ca. 2 cm lange Hautinzision parallel zur
Wirbelsgule. Um Zugang zur Niere zu erhalten, wurde die Muskulatur und das
Peritoneum durch einen kleinen Schnitt eréffnet. Die Niere wurde dann vorsichtig unter
Verwendung von Wattestadbchen von dem umgebenden Fettlager abgelést und nach
aullen bauchwarts auf eine feuchte Kompresse verlagert. An dem nun sichtbaren
Gefalipol wurde die Arteria renales dargestellt und mit einer Markierungsligatur nahe
dem Abgang aus der Aorta angeschlungen. Fur die Praparation der rechten Arteria
renales wurde die linke Niere wieder in den Retroperitonealraum zuriickverlagert. Die

Praparation der gegenseitigen Nierenarterie erfolgte analog obiger Beschreibung.
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2.3. Versuchsaufbau

2.3.1. Gruppeneinteilung

Die 36 Versuchstiere wurden in eine Kontrollgruppe und drei Experimentalgruppen zu
jeweils acht Tieren eingeteilt. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten wahrend der
Infusionsphase (siehe unten) weiterhin Sterofundin® anstatt einer Medikation. Diese
Gruppe diente als Vergleichsgruppe zu den Experimentalgruppen. Die Einteilung wird

in nachfolgendem Diagramm noch einmal verdeutlicht:

Grundgesamtheit
n=36
Kontrollgruppe Experimental-

n=8 gruppe

n=24
Losartan Losartan Losartan
8 + L-Arginin + L-NMMA
n:

n=8 n=8

2.3.2.Versuchsablauf und Versuchsdurchfiihrung

Der gesamte Versuch wurde zeitlich in vier Phasen unterteilt. Weiterhin waren genau
die Zeitpunkte zur Probenentnahme vorgegeben. Der im folgenden Diagramm

dargestellte Ablauf begann mit Abschlul® der Praparation.

Versuchsdauer (Min.) 0 30 50 90 120 140 185 205 240 260 300 320
Versuchsphase Run-In Clamping | Ruhephase Infusionsphase Run-Out
Urinsammelperiode

Pobenentnahme 1 2 3 4 5

Abb. 6: Versuchsphasen und Probeentnahmen
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Run-in: Nach der oben beschriebenen Praparation erfolgte eine 50-minltige
Ruhephase, um ein Gleichgewicht zwischen Flussigkeitszufuhr und -ausfuhr

Zu erreichen.

Clamping: Wahrend dieser Zeit wurden die Aa. renales beidseits mit einer speziellen
Arterienklemme fir 40 Minuten abgeklemmt. Dadurch wurde die
Blutzufuhr unterbrochen und eine ischamische Nierenschadigung

induziert.

Ruhephase: Nach Wiederherstellung der Blutzufuhr durch die Entfernung der beiden

Arterienklemmen folgte eine 50-minutige Reperfusion der Nieren.

Infusionsphase: Wahrend dieses Versuchsabschnittes wurde den Tieren fir 120

Minuten eine entsprechende Versuchsmedikation appliziert. Die
Infusionsrate blieb mit 3 ml/h konstant. Die Tiere der Kontrollgruppe

erhielten (iber diesen Zeitraum weiter Sterofundin®.

Versuchsqgruppe Infundierte Versuchsmedikation
Kontrollgruppe Sterofundin® (Ringer-Laktat 0,9 %)
Losartan Losartan 0,05 mg/kgKG x h
Losartan + L-Arginin Losartan 0,05 mg/kgKG x h

+ L-Arginin 500 mg/kgKG x h

Losartan + L-NMMA Losartan 0,05 mg/kgKG x h
+ L-NMMA 1 mg/kgKG x h

Tab. 3: Konzentrationen der infundierten Medikamente

Verwendete Substanzen:

Losartan: Die Substanz wurde uns freundlicherweise von der Fa. MSD

Sharp & Dohne, Haar, Deutschland, zur Verfugung gestellt.
L-Arginin: L-Arginin Hydrochlorid, Fa. Sigma, Best.Nr.A 5949

L-NMMA: No-Nitro-L-Arginin Methylester Hydrochlorid,
Fa. Sigma, Best.Nr.N 5751
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Run-out: Zu Beginn dieser Phase wurde die Versuchsmedikation abgesetzt und
wieder allen Gruppen Ringer-Lésung infundiert. Nach 60 Minuten wurden
die Tiere durch intravendse Injektion von 1 ml der flnfprozentigen

Thiobarbitalldsung eingeschlafert.

In allen Phasen wurde kontinuierlich Ringerldsung (Sterofundin®) und eine Inulin/PAH-

Lésung mit einer Geschwindigkeit von 3 ml/h infundiert.

2.4. Probenmaterialien

2.4.1. Probengewinnung

Nach jeweils 50, 140, 205, 260 und 320 Minuten (siehe Abb. 6) erfolgte sowohl eine
Blutentnahme als auch eine 20-minutige Urinsammlung. Die Urinsammlung begann
entsprechend 20 Minuten vor dem jeweiligen Zeitpunkt. Die in dieser Zeit
ausgeschiedene Urinmenge wurde vermerkt und der gewonnene Urin anschlieend
bei 9000 U/min funf Minuten lang zentrifugiert (Zentrifuge 5415C, Fa. Eppendorf). Der
zellfreie Uberstand wurde abpippetiert und fiir spatere Laboranalysen bei -18°C
eingefroren. Als Aufbewahrungsgefalle dienten kleine Glasréhrchen, die sicherstellen

sollten, dal wahrend der Lagerung Inulin nicht an Kunststoffe absorbiert wurde.

Zur Gewinnung der Blutproben wurden zum entsprechenden Zeitpunkt ca. 0,5 ml Blut
aus dem arteriellen Katheter entnommen. Diese Probe wurde analog den Urinproben

aufgearbeitet und eingefroren.

Wahrend des gesamten Versuches wurden auf3erdem der arterielle Mitteldruck und die

Kdrpertemperatur gemessen und protokolliert.
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2.4.2. Aufarbeitung der Probenmaterialien

2.4.2.1. Elektrolyte

Zur Bestimmung der Natrium-Konzentration in Serum wund Urin wurde ein
Flammenphotometer (FCM 6341, Fa. Eppendorf, Hamburg) des Zentrallabors der
Universitat Wirzburg verwendet. Die fraktionelle Natriumausscheidung (FeNa) wurde

nach folgender Formel berechnet:

Nauvrin[ mmol /1 ] -Urinzeitvolumen[ ml / min]
Naserun[ mmol /1 ] - GFR[ ml / min]

FeNa =

2.4.2.2. Inulin-Bestimmung

Die glomerularen Filtrationsrate (GFR) wurde Uber die Bestimmung von Inulin in Serum
und Urin ermittelt. Es ist bekannt, dal® Inulin im Glomerulum frei filtriert, jedoch in den
Tubuluszellen weder riickresorbiert noch sezerniert wird. Daraus ergibt sich, daf® die im
Urin gemessene Menge an Inulin der pro Zeit filtrierten Menge entspricht. Die
glomerulare Filtrationsrate als Mal fiir die exkretorische Nierenleistung 1aRt sich nach

folgender Formel berechnen:

Urinzeitvolumen [ ml / min] - Inulinvin[/ mg /1]

GFR[ ml/ min] =

]nulinSerltm[mg/l]

Um die Inulinkonzentration messen zu kdénnen, wurde Fluoreszein-lsothiozyanat
markiertes Inulin (FITC-Inulin) verwendet. Mittels dieses an Inulin gekoppelten
Farbstoffes konnte die Konzentration von |Inulin in Serum und Urin
spektralfluorometrisch gemessen werden. Dafir wurde der Fluoreszenzfarbstoff mit
einer Wellenlange von 480 nm (Extinktion) angeregt und die Emission bei 520 nm
gemessen. Die Intensitdt der Emission ist dabei direkt proportional der
Inulinkonzentration. Die Proben wurden fur die Messung mit einem Fluo-Puffer (56 mM
TES, Fa. Sigma, Best. Nr. T1375 und 5 mM MES, Fa. Sigma, Best. Nr. M8250)
verdinnt und mit 1 N NaOH auf ph 7,4 eingestellt. Die Serumproben werden in einem

Konzentrationsbereich von 1:10* und die Urinproben von 1:10% —1:10° gemessen.

Das Physiologische Institut der Universitat Wduirzburg stellte uns daflr
freundlicherweise ein entsprechendes Gerat (SFM 25, Fa. Kontron, Zirich, Schweiz)

zur Verfligung.

25



2.4.2.1. PAH-Bestimmung

PAH wird im Glomerulum frei filtriert und im Tubulus sezerniert. Bei der Nierenpassage
wird es praktisch vollstandig aus dem Blut eliminiert. Damit stellt die PAH-Clearance

ein Mal fir den renalen Plasmaflufd dar, der sich wie folgt berechnen laft:

Urinzeitvolumen.[ ml / min] - PAHuvrin[ mmol /1 ]
PAHSerum[ml’nOI/Z]

RPF [ml/min] =

Die PAH-Bestimmung in Serum und Urin erfolgte mittels eines Spektralphotometers bei
einer Wellenlange von 550 nm. Die Proben werden zunachst mit 0,33 M Perchlorsaure
verdunnt, um die Proben zu enteiweif3en und anschlieRend nach der Bratton-Marshall-
Reaktion in mehreren Arbeitsschritten zu einem stabilen Azofarbstoff weiterverarbeitet.
Die Menge des gebildeten Farbstoffes ist der PAH-Konzentration proportional. Die
Urinproben werden in einem Konzentrationsbereich von 1:10? und die Serumproben

von 1:10 gemessen.

2.5. Statistische Methoden

Fir die statistischen Berechnungen wurde das Programm SPSS fir Windows V 6.1.3

verwendet.

Mit Hilfe dieser Software wurden folgende Parameter ermittelt:
o Mittelwert

¢ Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

Weiterhin wurden verschiedene statistische Tests zur Untersuchung auf Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen mit SPSS durchgeflihrt:

Kolmogorow-Smirnow-Test

t-Test nach Student (fur normalverteilte Werte)

U-Test nach Mann und Whitney (fur nicht-normalverteilte Werte)

ANOVA (,Analysis of Variance®)

Der Komogorow-Smirnow-Test dient dazu, festzustellen, ob eine Normalverteilung der
Werte vorliegt. Nur unter der Voraussetzung, dal® die zu untersuchenden Werte

normalverteilt sind, darf der t-Test nach Student angewandt werden. Ansonsten
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mussen die Berechnungen mit dem U-Test nach Mann und Whitney durchgefuhrt

werden.

Der t-Test nach Student dient dazu, zwei voneinander unabhangige Stichproben (z.B.
zwei Medikamentengruppen) zu untersuchen. Es handelt sich dabei um einen sog.
Mittelwerttest, d.h. die beiden Gruppen werden hinsichtlich ihres Mittelwertes

verglichen, um festzustellen, ob ein signifikanter Unterschied vorliegt.

Der U-Test nach Mann und Whitney basiert auf einem ahnlichen Prinzip, ist jedoch flr

nicht-normalverteilte Gruppen ausgelegt.

Die Varianzanalyse (Analysis of Variances = ANOVA) ist ein Verfahren, mit dem
geprift werden kann, ob zwei Gruppen aus der gleichen Grundgesamtheit stammen,
also gleich sind und sich somit nicht signifikant voneinander unterscheiden. Dieser
Vergleich wird mit Hilfe der Berechnung verschiedener Varianzen, also der
Abweichung der Einzelwerte vom Mittelwert, bestimmt. Dabei wird sowohl die
Abweichung vom Gesamtmittelwert aller zu untersuchenden Gruppen, als auch die
Abweichungen der Werte einer Gruppe vom jeweiligen Gruppenmittelwert berechnet.
Unter der Voraussetzung, daf die beiden Gruppen aus der gleichen Grundgesamtheit
stammen (also sich nicht signifikant voneinander unterscheiden), mifRten sich die
ermittelten Varianzen nur minimal voneinander unterscheiden. Als Kenngréflie dient
hierzu der Quotient, der aus beiden Varianzen gebildet wird und der bei gleicher
Grundgesamtheit etwa bei 1 liegt. Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus, ermittelt
SPSS die Wahrscheinlichkeit, dal®3 diese Abweichung von 1 zufallig ist. Wird die
Abweichung von 1 zu groR, sinkt die Wahrscheinlichkeit, dal es sich um eine zuféllige
Abweichung handelt. Mit Unterschreiten des vorgegebenen Signifikanzniveaus muf}
angenommen werden, dal® die beiden zu untersuchenden Gruppen nicht aus der
gleichen Grundgesamtheit stammen und sich somit signifikant voneinander

unterscheiden.
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Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus ermittelt man die Irtumswahrscheinlichkeit p.
Das ist die Wahrscheinlichkeit, mit der Nullhypothese (hier: ,Die Gruppen sind
unterschiedlich®) irrtimlich verworfen wird. Als Grenzwerte galten in der gesamten
Arbeit folgende Werte:

Irrtumswabhr- Bedeutung Symbolisierung
scheinlichkeit

p > 0,05 nicht signifikant ns

p <0,05 signifikant *

Tab. 4: Grenzwerte der Signifikanzen

Eine Ubersicht Giber die Wahrscheinlichkeitswerte und Signifikanzen der verschiedenen

statistischen Tests der vorliegenden Arbeit befindet sich im Anhang.
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3. Ergebnisse

3.1. Gewichtsverteilung

Das Gewicht der 32 Versuchstiere vor Versuchsbeginn betrug 244,9 + 19,3 g (MW +
SEM). Das leichteste Tier wog 211,0 g, das schwerste 289,0 g. Innerhalb der vier
Versuchsgruppen unterschied sich die Gewichtsverteillung nicht signifikant (Anova).

Folgende Abbildung gibt eine Uberblick Uber die prozentuale Gewichtsverteilung:

Anzahl der Tiere

0 \ \ \ T
210 220 230 240 250

Gewicht (g)

\ \
270 280

Abb. 7: Gewichtsverteilung der Versuchstiere

29



3.2. Urinzeitvolumen

Das Urinzeitvolumen wurde mittels einer Glaspipette, die an den Blasenkatheter

angehangt wurde, ermittelt. Die Messung erfolgte zu flnf vorgegeben MelRpunkten:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min
Kontrolle 6,1 50,2 29,6 19,7 & 15,5 &
SEM 2,2 30,2 14,4 10,4 9,6
Losartan 6,0 53,0 32,5 15,5 & 12,6 &
SEM 2,8 52,1 28,1 9,7 9,0
Losartan + L-Arginin 6,5 57,2 42,0 33,8 23,5
SEM 1,6 41,9 25,5 18,2 14,2
Losartan + L-NMMA 6,5 55,8 43,2 42,2 o 36,4 ¢
SEM 3,2 39,7 21,0 19,4 18,2

Tab. 5:  Urinzeitvolumina (MW und SEM) aller Versuchsgruppen in pl/min
# signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Wahrend des Run-In's lag die physiologische Urinausscheidung bei 6,1 pl/min
(Kontrollgruppe). Sie unterschied sich nicht signifikant von den (brigen
Versuchsgruppen. Wahrend der vierzig-minitigen Clampingphase war bei keiner der

Gruppen eine Urinproduktion nachweisbar.

Nach Reperfusion der Niere stieg das Urinzeitvolumen auf das acht- bis neunfache des
Ausgangswertes an. Die Urinzeitvolumina, die sechzig Minuten nach dem Clamping
gemessen werden konnten, waren bei allen Versuchsgruppen in etwa gleich und

unterschieden sich auch statistisch nicht signifikant.

Die Volumina fielen dann wahrend der Infusion der jeweiligen Testsubstanz in allen
Gruppen kontinuierlich ab. Der starkste Abfall konnte bei den Tieren der Kontrollgruppe
und denen, die Losartan erhalten hatten, beobachtet werden. Der Verlauf dieser
beiden Gruppen verhielt sich nahezu identisch: Zunachst wurde ein Wert von 29,6
MI/min bzw. 32,5 pyl/min erreicht, der dann in der nachsten Messung weiter auf 19,7

pI/min (Kontrolle) und 15,5 pl/min (Losartan) abfiel.

Die Gruppen, die neben Losartan zusatzlich L-Arginin bzw. L-NMMA erhielten, zeigen
einen geringeren Abfall der Urinauscheidung: Hier wird zunachst ein Wert von 42
MI/min und 43,2 yl/min erreicht. In der nachsten Messung differieren die Werte dann

deutlich: Das Urinzeitvolumen der Tiere, die Losartan und L-NMMA erhalten haben,
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bleibt etwa konstant, wahrend die Urinausscheidung bei Applikation von Losartan und
L-Arg weiter abfallt (auf 33,8 pl/min). Ein signifikanter Unterschied bestand in der
Messung bei 260 Min. zwischen der Kontroligruppe und der L-NMMA-Gruppe
(p=0,012), sowie zwischen den Losartan-Tieren und ebenfalls der L-NMMA-Gruppe
(p=0,016).

In der abschlieRenden Messung nach dem Run-Out blieb diese Verteilung ahnlich: Die
Endwerte der Kontrolle und der Losartan-Gruppe lagen bei 15,5 pyl/min und 12,6 pl/min
und unterschieden sich nicht signifikant. Der geringste Abfall zeigte sich bei Losartan
mit L-NMMA. Hier lag der Endwert bei 36,4 pl/min. Dieser Wert war signifikant héher
als der der Losartan-Gruppe (p=0,021) und der Kontrollgruppe (P=0,012). Die Werte

der Tiere, die Losartan und L-Arg erhalten hatten, erreichten am Ende 23,5 pl/min.

Die folgende Abbildung erlautert die Urinvolumina im Versuchsverlauf:

110 1 —&— Kontrolle
100 - —=— |Losartan

90 | —4— Losartan + L-Arg
—O— Losartan + L-NMMA

pI/min
(@]
o
|

Clamp \ Infusionsphase \

min

0 50 100 150 200 250 300 350

Abb. 8:  Urinzeitvolumina aller Versuchsgruppen
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3.4. Glomerulare Filtrationsrate

An allen definierten MeRpunkten wurde die GFR mittels der Inulin-Clearence bestimmt.
Zu diesem Zweck wurde jeweils die Inulinkonzentration im Serum und Urin bestimmt
und hieraus die GFR berechnet (siehe Kapitel Methodik). Die Mittelwerte der GFR aller

Versuchsgruppen zeigt Tabelle 6:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min
Kontrolle 1,367 0,152 0,099 0,100 A 0,079 A
SEM 0,326 0,147 0,060 0,077 0,082
Losartan 1,432 0,184 0,110 0,047 v A 0,078 &
SEM 0,103 0,089 0,113 0,035 0,089
Losartan + L-Arginin 1,534 0,223 0,198 0,158 A 0,170
SEM 0,486 0,144 0,221 0.090 0,134
Losartan + L-NMMA 1,449 0,171 0,289 0,431 & A 0,419 =
SEM 0,228 0,183 0,260 0.370 0,314

Tab. 6: Glomerulare Filtrationsraten aller Versuchsgruppen in ml/min
+ signifikant gegen Kontrolle
a signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Zu Beginn des Versuches lag die basale GFR in der Kontrollgruppe bei 1,367 ml/min.
Dieser Wert entspricht dem physiologischen Normbereich und spiegelt die normale
Nierenfunktion einer Ratte wieder. Bei den drei Experimentalgruppen wurden &hnliche

Basalwerte gemessen.

Wahrend des Clampings zeigte sich bei allen Versuchsgruppen ein ausgepragter Abfall
der GFR. Es zeigte sich ein Ruckgang auf Werte zwischen 0,152 und 0,223 ml/min.,
was in etwa einem Abfall um 85 % entspricht. Ein signifikanter Unterschied zwischen

den einzelnen Versuchsgruppen bestand nicht.

Bei der ersten Messung wahrend der Infusionsphase ergaben sich nur geringe
Veranderungen: Bis auf die Gruppe, die Losartan zusammen mit L-NMMA erhalten
hatte, verhielt sich die GFR bei allen anderen Gruppen weiter fallend, wobei sich der
Wert nur sehr geringfiigig veranderte. Die tiefsten Werte erreichte dabei die

Kontrollgruppe.

Bei den Tieren, die zusatzlich L-NMMA erhalten hatten, zeigte sich jedoch ein Anstieg,
der wahrend der gesamten Infusionsphase anhielt. Die GFR stieg hier zunachst auf

0,289 ml/min in der Messung bei 205 min., spater bei 260 min. weiter auf 0,431 ml/min
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(signifikanter Unterschied gegeniber der Kontrollgruppe, p=0,026, und gegenlber
Losartan, p=0,044). Die anderen Gruppen unterschieden sich auch nach 260 Min. nur
unwesentlich voneinander, allerdings bestand ein signifikanter Unterschied zwischen
den Tieren, die Losartan erhalten hatten und denen, die zusatzlich L-Arginin hatten

(p=0,025).

Bei Abschluss des Versuches war bei allen Versuchsgruppen keine wesenliche
Veranderung mehr zu verzeichnen. Auch unter L-NMMA stagnierte der Anstieg nach
der Infusionsphase. Die Endwerte lagen zwischen 0,079 ml/min (Kontrollgruppe) und
0,419 ml/min (Losartan + L-NMMA). Dazwischen lagen die Gruppen Losartan und
Losartan + L-Arg. Ein signifikanter Unterschied bestand wieder zwischen der
Kontrollgruppe und der L-NMMA-Gruppe (p=0,010) sowie zwischen L-NMMA und
Losartan (p=0,039).

2,0 1 —@&— Kontrolle
1,8 —&— Losartan
16 —/— Losartan + L-Arg
’ —O— Losartan + L-NMMA
1,4
g 1,2
: 1,0 N
€ 0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 -
| Infusionsphase | in
T T T T [ '

0 50 100 150 200 250 300 350

Abb. 9: Glomerulare Filtrationsraten aller Versuchsgruppen
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3.5. Renaler PlasmafiuR

Der renale Plasmaflul (RPF) wurde mittels PAH-Clearance bestimmt. An allen
definierten MefRpunkten (vgl. Methodik) wurde die PAH-Konzentration im Serum und im
Urin bestimmt. Daraus konnte der renale Plasmaflu@ berechnet werden. Die

Ergebnisse sind in untenstehender Tabelle zusammengefalit:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min
Kontrolle 5,504 0,235 0,154 A 0,156 & 0,185 »
SEM 1,607 0,189 0,168 0,176 0,266
Losartan 6,041 0,244 0,148 0,071 0,095 v
SEM 1,564 0,118 0,119 0,063 0,100
Losartan + L-Arginin 8,101 0,301 0,326 0,314 0,360 & ¢
SEM 3,586 0,198 0,288 0,254 0,320
Losartan + L-NMMA 6,829 0,381 0,437 & 0,581 & 0,725
SEM 1,980 0,573 0,444 0,532 0,828

Tab. 7: Renaler Plasmaflul? aller Versuchsgruppen in ml/min
+ signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Zu Beginn des Versuches lag der mittlere renale Plasmaflul} aller Versuchsgruppen im
physiologischen Normbereich. Wahrend des Clampings fiel der renale Plasmafluf} in
allen Gruppen auf etwa 5% des Ausgangswertes ab. Signifikante Unterschiede

bestanden nicht.

Im weiteren Verlauf des Versuchs veranderten sich die Werte nicht wesentlich. Nach
Beginn der Infusion der jeweiligen Versuchsmedikation blieb der RPF etwa im Bereich
des Wertes bei der 120-Minuten-Messung. Bei den Gruppen, denen L-Arginin oder L-
NMMA verabreicht wurden, zeigte sich ein, wenn auch minimaler, Anstieg. Die
Kontrollgruppe und die Losartangruppe fielen mit den Werten ab, wobei die Losartan-
Tiere deutlich starker abfielen. Ein signifikanter Unterschied bestand zwischen der
Kontroll- und der L-NMMA-Gruppe (p=0,0157).

Nach weiteren 55 Minuten in der Infusionsphase stagnierte der Abfall des RPF bei der
Kontrollgruppe bei 0,156 ml/min. Bei den Tieren, die Losartan bzw. Losartan mit L-Arg
erhalten hatten fiel der RPF ab, bei der Losartan-Gruppe deutlich (um 53%), bei
Losartan mit L-Arg dagegen nur um 6%. In der Gruppe mit L-NMMA stieg der RPF im

Mittel weiter an (von 0,437 ml/min auf 0,581 ml/min). Auch zu dieser Versuchsphase
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war eine signifikanter Unterschied nur zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe,

die Losartan zusammen mit L-NMMA erhalten hatte, nachweisbar (p=0,0357).

In der letzten Messung war der RPF der Kontrollgruppe auf 0,185 ml/min angestiegen.
Sie unterschied sich damit signifikant von Losartan mit L-Arg (p=0,0357). Eine
Signifikanz zu L-NMMA konnte am Ende nicht mehr nachgewiesen werden. Die Tiere,
denen Losartan zusammen mit L-Arg infundiert wurde, zeigten nach Absetzen der
Versuchsmedikation einen Anstieg um 15% (auf 0,360 ml/min); sie unterschieden sich
signifikant von der Losartan-Gruppe (p=0,047). Auch bei der L-NMMA-Gruppe setzte
sich im Run-Out die steigende Tendenz fort, hier sogar um 25%. Im Vergleich zu den
vorangegangenen Messungen war nach dem Clamping insgesamt ein relativ

konstanter Zuwachs des RPF zu verzeichnen.

Die Ergebnisse sind in folgender Graphik zusammengestellt:
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Abb. 10: Renaler Plasmafluf} aller Versuchsgruppen
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3.6. Renal vaskularer Widerstand

Den renal vaskularen Widerstand (RVR) berechneten wir aus bereits bestimmten

Parametern nach folgender Formel:

(1—Hkt)-RR[kPa]
RPF [cm3/ min]

RVR[kPa-min/cm3] =

Tabelle 8 gibt einen Uberblick auf die fiir die definierten Zeitpunkte berechneten Werte

des renalen vaskularen Widerstandes:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min
Kontrolle 2 51 77 105 133
SEM 1 30 39 109 109
Losartan 1 56 114 169 280 &
SEM 0 57 121 140 150
Losartan + L-Arginin 1 53 50 57 58
SEM 1 66 45 58 62
Losartan + L-NMMA 1 54 115 71 54 o
SEM 1 40 258 152 105

Tab. 8: Renal vaskuldre Widerstande aller Versuchsgruppen in kPaemin/cm?®
+ signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Zu Versuchsbeginn starteten alle Gruppen mit nahezu identischem Ausgangswert.
Durch das Clamping kam es zu einem Anstieg des renal vaskularen Widerstandes auf
etwa das 50fache des Ausgangswertes. Diese Veranderung war ebenfalls noch bei

allen Gruppen gleichermalien zu verzeichnen.

Erst mit Beginn der Infusionsphase, verhielten sich einzelne Gruppen unterschiedlich.
So zeigte sich bei den Tieren, die neben Losartan auch L-NMMA erhalten, eine
deutlicher Anstieg von 54 kPa min/cm® auf 115 kPa min/cm?® (entspricht 112%) um
dann am Ende der Infusionsperiode wieder deutlich zu fallen (Wert bei 260 Min.: 71
kPa min/cm?®). Damit lag der RVR am Ende der Infusionsperiode héher als direkt nach

dem Clamping.

Auch bei der Kontrollgruppe stieg der RVR weiter an, jedoch nicht so ausgepragt. Die

Losartan-Gruppe stieg in etwa gleichem Mal an, wie die L-NMMA-Tiere, allerdings
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setzte sich hier der Anstieg bis zum Ende des Versuches fort. Auch die Tiere der
Kontrollgruppe stiegen bis Versuchsende, jedoch nur etwa halb so hoch. Der Anstieg
lag insgesamt bei etwa 40%, wobei unter Losartan die Kurve am Ende auf das 5-fache
des Wertes nach Clamping anstieg. Hier bestand ein signifikanter Unterschied zu den

L-NMMA-Tieren, die zum Versuchsende deutlich abfielen.

Die geringste Veranderung im Vergleich zur zweiten Messung zeigte die L-Arg-Gruppe:
Hier blieb der RVR unverandert. Erst mit fortschreitender Infusion der Testsubstanz
kam es zu einem minimalen Anstieg, der jedoch so gering war, das eine Konstanz
postuliert werden darf. Der Mittelwert blieb schliellich bis lGber das Run-Out hinaus

nahezu unverandert.

450

400 - |—®— Kontrolle
—&— |osartan
350 | |—2— Losartan + L-Arg

300 - —O— Losartan + L-NMMA

250 |
200
150 |
100 ~

kPa x min/ml

| Infusionsphase |

min

0 50 100 150 200 250 300 350

Abb. 11: Renal vaskularer Widerstand aller Versuchsgruppen
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3.7. Filtrationsfraktion

Die Filtrationsfraktion ist definiert als Quotient aus der glomerularen Filtrationsrate und
dem renaler Plasmaflul. Sie gibt an, wieviel Prozent des Plasmavolumens, welches
durch das Glomerulum fliet, abfiltriert wird und im Primarharn erscheint.
Untenstehende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die zu definierten Zeiten berechneten

Filtrationsfraktionen:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min

Kontrolle 29 74 87 86 80

SEM 12 31 21 22 28
Losartan 25 81 75 81 82

SEM 6 23 26 27 17
Losartan + L-Arginin 22 78 72 70 63
SEM 14 25 34 30 30
Losartan + L-NMMA 23 63 74 83 79
SEM 8 31 21 21 25

Tab. 9: Filtrationsfraktionen aller Versuchsgruppen in %
+ signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Wahrend der Run-in Phase lagen die Filtrationsfraktionen aller Versuchsgruppen
zwischen 20 und 30 %. Nach der Ischamiephase stieg die Filtrationsrate in allen
Gruppen eindeutig an. Der Mittelwert der L-NMMA-Gruppe lag hier etwas unterhalb
des Bereiches, in dem sich die anderen Gruppen bewegten. Dies darf wohl auf die
Tatsache zuruckgefuhrt werden, daR sich die Filtrationsrate aus zwei gemessenen
Werten ergibt und sich so die Streuung infolge von MeRungenauigkeiten bei den
Einzelwerten potenziert. Da keine signifikanten Unterschiede bestehen und der Anstieg
der Werte in einem ahnlichen GréRenbereich lag, darf postuliert werden, dafl® durch

das Clamping allein kein Unterschied zwischen den Gruppen besteht.

Erst nach Beginn der Infusionsphase zeigen sich deutlich auseinanderweichende
Mittelwerte: Die Kontrollgruppe erreicht beim dritten MeRpunkt den héchsten Mittelwert,
namlich 87% und bleibt bis zur Messung konstant. Auch die Tiere, die Losartan mit L-
NMMA erhalten haben steigen wahrend der Infusionsphase an, und zwar in gleichem
Male wie die Filtrationsfraktion der Kontrollgruppe. Bei der dritten Messung liegt der

Wert bei 74%, zum Ende der Infusionsphase bei 83%. Berlcksichtigt man die leicht
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unterschiedlichen Ausgangsmittelwerte nach dem Clamping, darf man annehmen, dal}
unter L-NMMA bis zum Ende der Infusionsperiode der gleiche Wert wie bei der

Kontrollgruppe erreicht wird.

Bei Gabe von Losartan fallen die Werte, die nach dem Clamping bestanden haben, um
8 % ab. Im weiteren Verlauf der Medikamentenphase steigt dann die Filtrationsfraktion
bei alleiniger Gabe von Losartan von 75 % auf 81 % an. Auf diesem Level stagnieren

die Werte dann schlief8lich bis zum Ende des Versuches.

Ein kontinuierlicher Abfall der Filtrationsrate zeigt sich nur bei der Applikation von
Losartan mit L-Arg. Hier fallt der Mittelwert wahrend der Infusion der Testsubstanz
zunachst auf 72% ab und bleibt bis zum Ende der Infusion zunachst stabil (70%). Erst

am Ende des Versuchs zeichnet sich ein weiterer Abfall auf 63% ab.

Wahrend des Run-Outs fallt auch die Filtrationsfraktion bei der Kontrollgruppe und bei
Losartan mit L-NMMA ab. In diesem Bereich verlaufen diese beiden Kurven nahezu
parallel. Die Endwerte sind in allen Gruppen nahzeu identisch, mit Ausnahme der
Werte von Losartan + L-NMMA
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Abb. 12: Filtrationsfraktionen aller Versuchsgruppen
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3.8. Fraktionelle Natriumexkretion

Zur Bestimmung der fraktionellen  Natriumexkretion (FeNa) wird die
Natriumkonzentration in Serum und Urin flammenphotometrisch bestimmt und die
fraktionelle Exkretion nach obenstehender Formel (siehe Kapitel Methodik) berechnet.
Die FeNa stellt ein Mal} fir die intrarenalen Tubulusschadigung dar und die dadurch
bedingte gestorte Salzriickresorption im Tubulussystem. Sie wird als dimensionslose

Prozentzahl angegeben. Die folgende Tabelle gibt die Ergebnisse wieder:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min

Kontrolle 0,28 29,98 27,02 17,58 23,32

SEM 0,30 13,85 8,51 4,43 10,52
Losartan 0,21 25,62 43,70 36,39 4 30,40

SEM 0,13 14,16 31,26 18,27 21,98
Losartan + L-Arginin 0,28 27,76 33,96 20,69 14,77
SEM 0,28 12,09 32,45 7,99 7,50
Losartan + L-NMMA 0,28 27,29 20,83 16,09 + 13,23
SEM 0,23 13,58 12,94 13,38 9,05

Tab. 10: Fraktionelle Natriumexkretion aller Versuchsgruppen in %
+ signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan
v signifikant gegen Losartan + L-Arg
a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Der Ausgangswert der fraktionellen Natriumexkretion liegt bei allen Tieren zu Beginn
des Versuchs bei etwa 0,3 %. Durch die Abklemmung der Nierenarterie kommt es zu

einem Anstieg auf etwa das Hundertfache des Ausgangswertes.

Geht man von einem fur alle Gruppen gultigen 120-Minuten-Wert von etwa 27 % aus,
kommt es unter Zufuhr der Versuchsmedikation bei der Losartan-Gruppe und unter
Zusatz von L-Arg zunachst zu einem Anstieg. Bei den anderen Gruppen fallt die FeNa
in etwa gleichem Ausmal ab. Der héchste Wert in der 205-Minuten-Messung ist in der
Losartangruppe zu verzeichnen. Bei 260 Minuten zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Losartan und der L-NMMA-Gruppe (p=0,049).

Bis zum Ende der Infusionsperiode kommt es dann allerdings bei allen Gruppen zu
einem Abfall. Die niedrigsten Werte zeigen die Kontrollgruppe und die L-Arg-Gruppe.
Die Tiere, die nur Losartan erhalten hatten, zeigen einen vergleichbaren Rickgang,
allerdings auf einem deutlich héheren Niveau.
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Diese fallende Tendenz setzt sich dann bis zum Ende des Versuches in allen Gruppen
fort. Dabei bleibt die Steilheit der Kurvenverlaufe bei Losartan und L-NMMA in etwa
gleich, wahrend bei Losartan mit L-Arg mit Ende der Infusionsphase ein langsamerer
Ruckgang der FeNa eintritt. Auffallig tritt hier die Kontrollgruppe hervor: Hier steigt die

fraktionelle Natriumexkretion zum Ende des Versuches sogar noch einmal leicht an.
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Abb. 13: Fraktionelle Natriumexkretion aller Versuchsgruppen
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3.9. Mittlerer arterieller Blutdruck

Uber einen Katheter in der Arteria femoralis wurde wahrend des gesamten Versuches

der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) gemessen. Zuséatzlich zu jedem der finf

definierten Abnahmezeitpunkte erfolgte eine Eichung des Gerates. Tabelle 11 gibt

einen Uberblick Uber die gemessenen Werte:

50 min 120 min 205 min 260 min 320 min

Kontrolle 91 104 96 86 79

SEM 10 12 14 15 17
Losartan 84 99 83 71 68

SEM 13 10 19 17 11
Losartan + L-Arginin 91 101 91 85 77
SEM 14 22 21 19 14
Losartan + L-NMMA 88 94 92 85 80
SEM 18 16 19 16 14

Tab. 11: Mittlerer arterieller Blutdruck aller Versuchsgruppen in mmHg
+ signifikant gegen Kontrolle
+ signifikant gegen Losartan

v signifikant gegen Losartan + L-Arg

a signifikant gegen Losartan + L-NMMA

Der Ruhewert des arteriellen Mitteldruckes lag bei 90 mmHg, ohne statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Wahrend und nach der Clamping-Phase stieg in allen Gruppen der mittlere arterielle

Blutdruck auf Werte um 100 mmHg an. Unter Applikation der Medikamente fiel der

Blutdruck bei allen Gruppen leicht ab, bei der Losartan -Gruppe war dieser Abfall am

deutlichsten ausgepragt, bei L-NMMA am geringsten. Im restlichen Versuch fielen die

Dricke kontinuierlich weiter, wobei der Kurvenverlauf von der Steigung bei allen

Gruppen dann in etwa gleich war. Mit Ausnahme der Losartan-Tiere lagen die Werte

nach dem Run-Out bei ca. 80 mmHg. Bei der Losartan-Gruppe lag der Wert,

entsprechend dem deutlicheren Druckverlust zu Beginn der Infusionsphase, um 10

mmHg tiefer.
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Abb. 14: Mittlerer arterieller Blutdruck aller Versuchsgruppen
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4. Diskussion

4.1. Akutes ischamisches Nierenversagen durch Clamping

Das Nierenversagen wurde durch beidseitiges Abklemmen der Aa. renales (Clamping)
fur 40 Minuten erreicht. Als Folge der fehlenden Durchblutung kommt es zu einer

ischamischen Schadigung des Nierengewebes.

Wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben, tritt in der Frihphase des akuten
Nierenversagens ein rapider Abfall der GFR und des RPF bei einem gleichzeitigen
Anstieg des RVR auf 122 3138 68]

Entsprechend konnte 50 Minuten nach Beendigung der Clampingphase bei allen vier
Versuchsgruppen ein Abfall der GFR auf durchschnittlich 13,5 % des Basalwertes
gemessen werden. Der renale Plasmaflul} fiel auf etwa 5 % des Basalwertes ab.
Gleichzeitig stieg der RVR bei allen Gruppen um das 20-50-fache des Ausganswertes

an.

Diese charakteristische Konstellation kann durch eine ausgepragte Vasokonstriktion
der renalen Gefalle erklart werden. Physiologischerweise wird die Nierendurchblutung
autoregulatorisch konstant gehalten. NO, das in der Niere v.a. auf die Vasa afferentia

[24]

und die Mesangiumzellen wirkt , spielt hierbei eine wesentliche Rolle in der

Regulation der Nierendurchblutung B

. Die vasodilatierende Wirkung halt einen
ausreichenden RPF aufrecht, die Wirkung von NO auf die Mesangiumzellen beeinfluf3t
den Ultrafiltrationskoeffizienten Ky, beides zusammen dient der Aufrechterhaltung der

GFR 032,

Als Folge einer ischdmischen Nierenschadigung wird eine sog. ,paradoxe
Vasokonstriktion“ beobachtet. Darunter versteht man eine reaktive Vasokonstriktion bei
auftretender Ischamie, wodurch es zu dem oben beschriebenen massiven Anstieg des
RVR kommt. Diese Reaktion erklart man sich durch eine Imbalance zwischen
gefallerweiternden und  gefdlverengenden Einflissen. Als Folge einer
ischamiebedingten Schadigung der Tubuluszellen wird die NO-Synthese reduziert und
die vasodilatierende Wirkung von NO eliminiert. Gleichzeitig wird im akuten
ischamischen Nierenversagen eine verstarkte Freisetzung von vasokonstriktorischen
Substanzen (Endothelin, Angiotensin 1) beobachtet B> 3¢ so daR nun
vasokonstriktorische Einflisse Uberwiegen. Andere Arbeitsgruppen postulieren

aullerdem eine verminderte Ansprechbarkeit des Gewebes auf NO. So konnten u.a.
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Peer et al. 60 Minuten nach Clamping eine signifikant gesteigerte Ausscheidung von
Metaboliten des NO-Stoffwechsels nachweisen 2. Daraus folgert er eine gesteigerte
NO-Synthese. Eine genauere Differenzierung zeigt eine tatsachlich gesteigerte
Aktivitat der INOS bei gleichzeitig verminderter Aktivitat der cNOS 2. Peer schliet im
Einklang mit der vorliegenden Vasokonstriktion auf eine NO-Resistenz des Gewebes.
Auch andere Arbeiten wiesen eine erhéhte Aktivitat der NOS nach. Conger geht davon
aus, dal} diese Aktivitdtserhdhung eine Reaktion auf die Vasokonstriktion ist und als

Gegenregulation zu werten sei %,

Man kann davon ausgehen, dal} es initial als Folge der Ischamie zu einer verminderten
NO-Synthese kommt und daf} im weiteren Verlauf dann eine verstarkte NOS-Aktivitat
im Sinne einer Gegenregulation auftritt. Die fehlende NO-Wirkung flihrt letztendlich zu
einer ausgepragten Vasokonstriktion (v.a. im Bereich der Vasa afferentia) und damit
zum Anstieg des RVR. Dadurch kommt es zu einer Abnahme des RPF. Diese
verminderte Perfusion der Glomerulums zusammen mit Verminderung des

Ultrafiltrationskoeffizienten fuhrt dann zur Abnahme der GFR.

Weiterhin fiel auf, dal® es nach der Reperfusion der Nieren zu einer ausgepragten
Polyurie der Tiere kam. Wahrend der Dauer des Clampings war keine Urinproduktion
zu beobachten. Dies ist Folge der fehlenden arteriellen Durchblutung der Nieren und
diente als Kontrolle flr eine vollstandige Ischamie der Nieren. Nach Reperfusion
beobachtete man in allen Gruppen einen Zuwachs des Urinzeitvolumens auf das acht-
bis neunfache des Ausgangswertes. Im weiteren Verlauf des Versuches war das
Urinzeitvolumen dann wieder ricklaufig, aber im Vergleich zu Beginn immer noch
deutlich héher. Gleichzeitig kann bei allen Gruppen ein postischamischer Anstieg der
fraktionellen Natriumexkretion von durchschnittlich 0,3 % auf 27 % (Ausnahme
Kontrollgruppe: 46 %) verzeichnet werden. Die Ursache fir die verstarkte
Natriumausscheidung ist auf eine ischamische Schadigung der lonentransporter in der
Niere zurlckzufihren. Als Folge dessen kann Natrium nicht mehr in gewohntem
Ausmald rickresorbiert werden und wird vermehrt ausgeschieden. Die hohen
Natriumkonzentrationen im Harn fihren letztendlich auch zu einem erhdhten
Urinzeitvolumen. Dieser Zusammenhang wird durch die Tatsache unterstrichen, daf}
auch die FENa nach dem Clamping massiv erhéht und dann im weiteren Verlauf

rucklaufig ist.

Als weiterer Me3parameter steht die Filtrationsfraktion zur Verfugung. Auch hier kommt

es nach der Ischamie zu einem deutlichen Zuwachs. Dies weist auf eine Zunahme des
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GefalRwiderstandes der efferenten Arteriolen im Rahmen der Uberwiegenden

vasokonstriktorischen Einflisse hin.

Der systemische mittlere arterielle Blutdruck, der wahrend des Versuches kontinuierlich
gemessen wurde, stieg Uber die Clampingphase von durchschnittlich 90 mmHg auf
etwa 100 mmHg an. Dies ist am ehesten eine sympathische Reaktion auf die
Stref3situation. Im weiteren Versuchverlauf kam es zu einem kontinuierlichen Abfall des
Blutdruckes auf etwa 75 mmHg bei Versuchsende. Dieser Verlauf ist am ehesten auf

die lange Versuchsdauer mit entsprechenden Flissigkeitsverlusten zurlickzuflihren.

4.2. Effekte von Losartan im akuten ischamischen Nierenversagen

Die erste Versuchsgruppe erhielt die Substanz Losartan, einen selektiven AT;-
Antagonisten ohne intrinsische Wirkung, in einer Dosierung von 0,01 mg/Kg KG/h.

Festgelegt wurde die Dosierung anhand einer Vorversuchsreihe zur Dosisfindung.

In einer Reihe unterschiedlicher Arbeiten konnte die Beteiligung von AT-Rezeptoren
bei verschiedenen renalen Funktionen nachgewiesen werden. Als Zielstruktur von
Angiotensin-Il vermitteln sie die Effekte, die Uber das RAAS verursacht werden.
Lokalisiert sind die AT-Rezeptoren v.a. im Bereich der kortikalen Arteriolen, den Vasa
afferentia und efferentia, der glomeruldren Mesangiumzellen und in den GefalRen des
auReren Marks " 7 " Sje vermitteln in erster Linie eine Vasokonstriktion und eine

70, 72

Kontraktion der Mesangiumzellen ©" . Die AT-Rezeptoren sind auferdem

mitbeteiligt an der Regulation exkretorischer Funktionen der Niere % 73 74,

Welche Rolle spielt nun eine Blockade der AT;-Rezeptoren im akuten ischamischen
Nierenversagen? Wie bereits erlautert, kommt es im ANV zu einem Uberwiegen
vasokonstriktorischer Einflisse, die zum einem aus einer verminderten NO-Wirkung

bei gleichzeitig postischamisch gesteigerten Angiotensin-Il-Spiegeln resultieren ",

Bei den mit Losartan behandelten Tiere fiel die GFR in der Infusionsphase zunachst
um 40 %, im weiteren Verlauf um weitere 60 % ab. Damit lag die Versuchsgruppe
unter den Werten der Kontrollgruppe. Dies widerspricht zunachst Beobachtungen, bei
denen die GFR unter Losartan anstieg > *¢ ! Allerdings konnte gezeigt werden, daR
die GFR unter LosartaneinfluR unterschiedliche Reaktionen aufweisen kann ' 72 76l
Es ist bekannt, dall die Wirkung von Angiotensin in den Vasa efferentia wesentlich
starker ist als in den Vasa afferentia ['°!. Eine AT4-Blockade wiirde sich daher in den
efferenten Arteriolen deutlicher bemerkbar machen als in den praglomerularen

Gefallen. Die Folge ware ein verminderter glomerularer Filtrationsdruck und damit ein
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Abfall der GFR. Diese Annahme wird gestitzt durch die Werte der Filtrationsfraktion
(FF). Auch hier beobachtet man unter Losartan einen deutlichen Abfall, wahrend die
FF in der Kontrollgruppe ansteigt. Der Anstieg kann analog durch eine in den
postglomeruldren GefaRen manifeste Vasokonstriktion infolge der postischamisch

gesteigerten Angiotensin-Spiegel erklart werden.

Die Werte des renalen vaskularen Widerstandes stiegen bei den Losartan-Tieren
starker an als in der Kontrollgruppe. Entsprechend fand man in beiden Gruppen einen
geringfligig verminderten RPF. Der renale Plasmaflu@ war unter Losartan etwas
deutlicher vermindert als in der Kontrolle, was den Veranderungen des RVR entspricht.
Dies widerspricht den Ergebnissen anderer Untersuchungen, bei denen unter ATq-
Blockade eine Abnahme des RVR mit gleichzeitiger Zunahme des RPF auftrat .
Allerdings wurde bei diesen Versuchen Losartan 20 mal héher dosiert und es lag keine
ischamische Schadigung der Nieren vor. So ware es denkbar, dal® bei den hohen
Konzentrationen von Angiotensin, die unter ischamischer Schadigung in der Niere
nachweisbar sind " die hier verwendete Dosierung von 0,01 mg/Kg KG nicht
ausreicht, um die beschriebenen Effekte zu erzielen. Berucksichtigt man die hohen
Fehler des Mittelwertes im Losartan-Kollektiv, ist von heterogenen Werten
auszugehen, die eine ,Unruhe im System® dieses Tiermodells wiederspiegeln. Ein
direkter Vergleich mit der Kontrollgruppe ist deshalb nicht mdglich. Deshalb ist die
Annahme gerechtfertigt, von einem vergleichbaren Anstieg auszugehen. Ein fehlender
Abfall des RVR unter AT -Blockade kann auch durch die Tatsache erklart werden, dafl}
neben Angiotensin-ll auch andere vasokonstriktorische Substanzen (z. B. Endothelin)

postischamisch erhéht sind °®l, die den vaskularen Widerstand steigern.

Die fraktionelle Natriumausscheidung steigt in allen Gruppen (siehe Tabelle 10)
postischamisch auf etwa das 10fache des Ausgangswertes an. Diese Veranderungen
gehen im ischamischen Nierenversagen auf verschiedene Faktoren zuriick: Zum einen
kommt es zu einer Schadigung der lonentransporter, wodurch die
Natriumrickresorption reduziert wird. Weiterhin weil3 man, daf} ber die Stimulation
sowohl von AT;- als auch von AT,-Rezeptoren durch Angiotensin-ll eine direkte
Beeinflussung der Natriumexkretion statt findet. Diese ist abhangig von der
vorherrschenden Angiotensin-lI-Konzentration: Hohe Konzentrationen steigern die

e B5 7073 7 D3 im ischamischen

FeNa, geringe Konzentrationen reduzieren si
Nierenversagen von hohen Angiotensin-lI-Spiegeln ausgegangen werden kann, kommt
es durch die Angiotensinwirkung zu einer gesteigerten Na-Exkretion. Zu guter Letzt

bewirken die hohen Angiotensinspiegel Uber die Veradnderungen des
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GefaRwiderstandes, der v.a. im Bereich der efferenten Arteriolen auftritt %, eine
erhohten Filtrationsdruck und damit eine gesteigerte Filtrationsfraktion. Ein
entsprechender Anstieg kann bei der Kontrollgruppe beobachtet werden. Im Rahmen
dieser gesteigerten Filtrationsfraktion wird letztendlich auch verstarkt Natrium

ausgeschieden.

Die Versuchsergebnisse zeigen bei allen Gruppen den zu erwartenden Anstieg der
FeNa nach der Ischamie an. Im Rahmen der Reperfusion sind die Werte bei den
Kontrolltieren ricklaufig. Eine Verabreichung von Losartan flihrt entgegen den
Erwartungen zunachst zu einem deutlichen Anstieg der FeNa um 70 % und
anschlie®end zu einem kontinuierlichen Abfall auf Werte, die dann Uber denen der
Kontrollgruppe liegen. Ein Anstieg der FeNa unter Losartan wurde aber bereits in
anderen Arbeiten beschrieben 1*> %6 7l Es st bekannt, daR die exkretorische Wirkung
unter Angiotensin-Il neben AT4- auch Uber AT,-Rezeptoren gesteuert wird. Deshalb
geht man davon aus, dal eine selektive Blockade der AT-Rezeptoren den Effekt nicht

aufheben kann.

Betrachtet man in diesem Zusammenhang die Filtrationsfraktion, so stellt man fest,
dal} es zunachst zu einem Abfall und dann zu einem leichten Wiederanstieg kommt.
Der Abfall kann aus der Tatsache erklart werden, dal® eine AT1-Blockade v. a. die
efferente Arteriole betrifft ™ und (iber eine Vasodilatation zu einem verminderten
Filtrationsdruck fihrt. Aus diesem Verlauf mite man eher einen Anstieg als einen
Abfall der FeNa erwarten. Dieser scheinbare Widerspruch legt nahe, dal® die Natrium-
Exkretion v. a. Uber die direkten Effekte von Ang-ll am Tubulus selbst beeinflu®t wird

und so die FF in diesem Zusammenspiel eher eine untergeordnete Rolle spielt [* 7",

Im Gegensatz zu den Unterschieden der Natriumausscheidung zwischen der Losartan-

und Kontrollgruppe unterscheiden sich die Urinzeitvolumina bei beiden Gruppen nicht.

Der systemische Blutdruck lag bei den Tieren, die Losartan erhielten, wahrend und
nach der Infusionsphase am niedrigsten. Dies entspricht der Tatsache, dal} Losartan
als selektiver ATq-Antagonist die blutdrucksteigernde Wirkung von Angiotensin-I|

verhindert.
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4.3. Effekte von Losartan und L-Arginin _im akuten ischamischen

Nierenversagen

L-Arginin ist die Ausgangssubstanz, aus der durch die NO-Synthase NO abgespalten
wird. Da man davon ausgeht, dal} im akuten Nierenversagen ein relativer Mangel von
NO vorherrscht, wurde in verschiedenen Arbeiten der EinfluR von NO in
Nierenversagen untersucht. Dabei zeigte sich eine Verbesserung der Nierenfunktion
unter Zufuhr von L-Arginin 23" €8 |n der zweiten Versuchsgruppe wurde Losartan mit
L-Arginin kombiniert, um zu sehen, ob und in wie weit synergistische Effekte auf die

Nierenfunktion nachweisbar sind.

Betrachtet man zunachst die GFR als Hauptmarker der Nierenfunktion, so stellt man
fest, dal3 die GFR im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Losartangruppe hdéher ist.
Gegenuber alleiniger Losartangabe besteht sogar ein signifikanter Unterschied
(p=0,025). Dies entspricht den Beobachtungen anderer Untersucher 2% 3,
Zuruckzufuihren ist dieser Effekt wahrscheinlich auf eine Vasodilatation durch die
vermehrte NO-Bildung bei gleichzeitiger Blockade vasokonstriktorischer Einflisse. Zum
anderen beeinflult NO Uber den Tonus der Mesangialzellen auch den
Ultrafiltrationskoeffizienten K:; ¥ wodurch ebenso die GFR verbessert wird.
Entsprechend dieser Annahmen zeigt sich auch bei der Kombination von Losartan mit
L-Arg im Vergleich zu den anderen Gruppen der geringste RVR. Der RPF liegt
oberhalb der Werte der Kontroll- und Losartan-Gruppe und zeigt im Vergleich zum RPF
nach dem Clampen tendenziell eine leichte Zunahme. Diese ist zwar nur sehr schwach
ausgepragt, aber es wird in jedem Fall ein konstantes Niveau gehalten, wahrend bei

den Kontroll- und Losartan-Tieren ein tendenzieller Abfall zu verzeichnen ist.

Die Filtrationsfraktion fallt unter der Kombination Losartan und L-Arginin mit Beginn der
Infusionsphase kontinuierlich ab und erreicht die niedrigsten Werte aller Gruppen.
Eigentlich mifte man bei héheren GFR-Werten und geringem RVR eher einen Anstieg
der FF erwarten, aber durch die vasodilatierende Wirkung von Losartan in den Vasa

efferentia wird der Filtrationsdruck reduziert.

Unter zuséatzlicher Verabreichung von L-Arginin kommt es zu einer Aufhebung der
Losartanwirkung allein auf die Natrium-Exkretion. Zwar beobachtet man auch einen
Anstieg nach Beginn der Infusionsperiode, der allerdings nicht sehr ausgepragt ist.
Analog zur Losartangruppe kommt es dann im weiteren Verlauf zu einem Abfall. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe ist die FeNa unter Losartan und L-Arginin héher. Diese

Beobachtung legt nahe, dal3 durch L-Arginin die Losartanwirkung in bezug auf die
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FeNa vermindert wird. Diese Annahme wird bestarkt durch Untersuchungen, die

gezeigt haben, daR L-Arginin postischamisch die FeNa reduziert 16 81,

Entsprechend der vermehrten Salzauscheidung nimmt auch das Urinzeitvolumen zu.
Unter Gabe von L-Arginin werden héhere Werte als bei den Kontrolltieren und den

Tieren, die nur Losartan erhalten haben, gemessen.

4.4. Effekte von Losartan und L-NMMA im akuten ischamischen

Nierenversagen

Zahlreiche Arbeiten belegen, dall eine Hemmung der NOS durch L-NMMA zu einem
Uberwiegen vasokonstriktorischer Einfliisse auf die Nierenfunktion fihrt. Da eine dieser
gefallverengenden Substanzen Angiotensin-Il ist, darf vermutet werden, dal ein Tell
dieser Effekte von L-NMMA in der Niere wahrscheinlich durch Ang-Il vermittelt wird B>
2 Mit dieser Uberlegung stellt sich die Frage, welche Auswirkungen eine kombinierte

Hemmung der NOS und der AT,-Rezeptoren hat.

Paradoxerweise steigt die GFR unter dieser Kombination bis auf das 2,5-fache des
Wertes nach Clamping an. Hier besteht gegentber der Kontrollgruppe sogar ein
signifikanter Unterschied (p=0,010). Der RPF steigt ebenfalls tendenziell an und
erreicht die héchsten Werte aller Gruppen, wobei der Anstieg hier nur auf das 1,5-
fache erfolgt. Auch hier besteht ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe
(p=0,026 und p=0,010). Der renal-vaskulare Widerstand steigt unter Losartan und L-
NMMA zunachst deutlich an, fallt dann aber im Laufe der Infusionsphase auf Werte ab,
die denen von Losartan und L-Arginin entsprechen. Wie kann dieser Widerspruch zu
den bekannten Untersuchungen, wonach GFR, RPF und RVR durch L-NMMA negativ
beeinflult werden, erklart werden?

Wie bereits erwahnt, wird der vasokonstriktorische Effekt der NOS-Blockade Uber eine

Angiotensin-II-Wirkung vermittelt *° 42

. Blockt man die Zielrezeptoren von Ang-ll
gleichzeitig mit Losartan, so mufld man wohl, angesichts der Ergebnisse dieser Arbeit,
annehmen, daR damit der Effekt von L-NMMA aufgehoben werden kann. Ahnliche
Abschwachungen der L-NMMA-Effekte wurden bereits von anderen Autoren

beschrieben [24 35 42,46, 78]

Warum aber kommt es in diesem Versuchsmodell nicht nur zu einer Abschwachung,
sondern sogar zu einer Verbesserung der Parameter im Vergleich zur Kontrollgruppe,

wahrend die alleinige Gabe von Losartan zu keinen wesentlichen Unterschied fihrte?
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Als einzige sinnvolle Erklarung kommt wohl eine Umverteilung der renalen
Durchblutung in Frage. Die Regulation der kortikalen Perfusion hangt vom
Gleichgewicht zwischen NO und Angiotensin-ll ab ¥ und zeigt somit die Merkmale
einer effizienten Autoregulation. ATi-Rezeptoren sind vor allem in den kortikalen
Bereichen nachgewiesen worden, weniger jedoch im Nierenmarkbereich ©' 7% 7,
Andererseits ist im Nierenmark eine hohe Dichte der iINOS, der besonders aktiven
Form der NO-Synthetasen, gefunden worden % %2 2% so daR sich hier der wichtigste

Produktionsort von NO vermuten 13t 22 23],

Die Wirkung auf die Hamodynamik der Nierenrinde wird vor allem uber AT;-
Rezeptoren vermittelt "% ™ " wahrend die Durchblutung des Markes in erster Linie
vom Perfusionsdruck abhangt *°!. Die Gabe von Losartan fiihrt zu einer Zunahme der
kortikalen Durchblutung ** "®; da hier auch die Glomerula lokalisiert sind, muR im Zuge
der ansteigenden Perfusion auch die GFR zunehmen. Die Hemmung der NOS-Aktivitat
im Mark durch L-NMMA fuhrt dagegen zu einer ErhOhung des regionalen

GefalRwiderstandes, wodurch die kortikale Perfusion zunimmt.

Es ist bekannt, dall beim akuten ischamischen Nierenversagen eine Verminderung der
kortikalen Durchblutung zu Lasten der medulldren Perfusion eintritt ™. Wahrscheinlich
war die hier verwendete Losartandosis zu gering, um die Hamodynamik der
Nierenrinde zu beeinflussen. Auch die kombinierte Gabe von Losartan und L-Arginin
ergab keine Verbesserung der kortikalen Perfusion. Wahrscheinlich hat L-Arginin die
Markdurchblutung gesteigert und somit der Zunahme der Rindendurchblutung
entgegengewirkt. Dagegen hatte die kombinierte Applikation von Losartan und L-
NMMA den Effekt der Erhéhung der GFR und des RPF; erst durch diese Kombination
kam es zur Umverteilung der Perfusion in den kortikalen Bereich mit deutlicher

Zunahme der Nierenfunktionsparameter wie GFR und RPF.

Der Verlauf des RVR entspricht zunachst dem der Losartan-Gruppe. Im weiteren geht
der vaskulare Widerstand jedoch auf Werte, die geringer sind als in der Kontrollgruppe,
zuruck. Eigentlich wirde man unter L-NMMA eher einen Anstieg erwarten. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dall eine NOS-Hemmung unter einer ischamischen
Schadigung zu keinem RVR-Anstieg fiihrt 122 &,

Die Filtrationsfraktion zeigt Uber die Infusionsphase hinaus einen kontinuierlichen
Anstieg. Dies entspricht den Beobachtungen aus der Literatur ¥ 8", Zur{ickgefiihrt wird
dieser Effekt auf die Tatsache, dald bei alleiniger Gabe von L-NMMA die GFR

wesentlich schwacher abfallt als der RPF; aus der Beziehung zwischen GFR und RPF
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ergibt sich dann zwangslaufig ein Anstieg der FF B". Durch Blockade der NO-Synthese
kommt die Ang-lI-Wirkung im efferenten Bereich voll zum Tragen und bewirkt so eine
Zunahme des effektiven Filtrationsdruckes. Warum diese Erhdhung bei einer
Kombination mit Losartan erhalten bleibt, kann nur auf die vermehrte Kkortikale

Perfusion zurtickgefihrt werden.

Betrachtet man die fraktionelle Natrium-Exkretion, stellt man fest, dal} diese unter
Losartan und L-NMMA in etwa dem Verlauf der Kontrollgruppe entspricht. Die Literatur
beschreibt unter alleiniger Gabe von L-NMMA eine Zunahme der FeNa, die auf einen
direkten EinfluR von L-NMMA im Tubulusbereich zuriickgefiihrt wird ®* 83, Weiterhin
konnte gezeigt werden, dal® dieser Effekt durch die gleichzeitige Applikation von
Losartan vermindert werden kann 1> ** I Dies wiirde den Ergebnissen dieser Arbeit

entsprechen.

Das Urinzeitvolumen ist im Vergleich zu den anderen Gruppen am hochsten und zeigt
den geringsten Abfall. Diese Beobachtung kann durch die deutliche verbesserte GFR
ausreichend erklart werden und entspricht auch Ergebnissen anderer Untersuchungen,

die zeigen, daR es unter L-NMMA zu einer Zunahme des Urinflusses kommt '],

Im Hinblick auf den Blutdruck zeigen sich im Vergleich zu den anderen Gruppen keine
wesentlichen Unterschiede. Der kontinuierliche Abfall wahrend des Versuches kann bei

allen Tieren auf die Versuchsdauer zurtickgefuhrt werden.
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5. Zusammenfassung und SchluRfolgerungen

Die bekannten Veranderung im akuten ischamischen Nierenversagen konnten mit den
Versuchen bestatigt werden: Es kam zu einem Abfall der GFR und des RPF bei
gleichzeitigem Anstieg des RVR. Zurickzufuhren sind diese Veranderungen auf eine
Stérung des Gleichgewichts zwischen vasodilatierenden und vasokonstringierenden
Einflissen als Folge der Ischamie. Auch eine Stérung der exkretorischen Funktionen
der Niere konnte gezeigt werden. Der Anstieg der Filtrationsfraktion in der
Kontrollgruppe weist auf einen gesteigerten Gefallwiderstand in den efferenten
Arteriolen hin. Der im Verlauf des Versuches kontinuierlich abfallende systemische
Blutdruck, der sich bei allen Gruppen gleichermal’en zeigte, ist am ehesten auf die

Versuchsdauer und den Flissigkeitsverlust in dieser Zeit zurtickzufiihren.

Die alleinige Gabe von Losartan fihrte zu einem Abfall der GFR. Diese Reaktion wurde
bereits in der Literatur beschrieben und wird dadurch erklart, da} sich die selektive
AT, -Blockade v.a. im postglomerularen Bereich auswirkt und somit zu einer Abnahme
des effektiven Filtrationsdruckes fuhrt. Diese Annahme wird durch entsprechende
Veranderungen der Filtrationsfraktion gestitzt. Da in diesem Versuchsdesign die
Dosierung von Losartan zu gering war, blieb der erwartete Anstieg des RPF und der
Abfall des RVR aus.

Die zusatzliche Gabe von L-Arginin flihrte im Vergleich zur alleinigen Losartan-
Applikation jedoch zu einer signifikanten Verbesserung der GFR. Auch der RPF und
der RVR werden dadurch positiv beeinfluf3t. Diese Effekte sind Folge einer vermehrten

NO-Bildung, wodurch es zu Vasodilatation und Relxation der Mesangiumzellen kommt.

Die Blockade der NOS mit L-NMMA fuhrte zu einem signifikanten Zuwachs von GFR
und RPF. Ursache sind Umverteilungsvorgangen der renalen Perfusion: Die

Nierenrinde wird besser durchblutet und RPF sowie GFR steigen an.

Unter Losartan kam es trotz erniedrigter Filtrationsfraktion zu einem Anstieg der
fraktionellen Natrium-Extretion. Wie von anderen Untersuchern beschrieben, werden
die exkretorischen Funktionen des durch Angiotensin-Il beeonflult. Da diese Wirkung
sowohl Uber AT4- als auch AT,-Rezeptoren vermittelt, flihrt die alleinige AT -Blockade

nicht zu dem erwarteten Abfall der FeNa.

Durch gleichzeitige Gabe von L-Arginin wird der Anstieg der FeNa gedampft. Da die

zusatzlicher Gabe von L-Arginin eine Vasodilatation am Vas efferens bewirkt, nimmt
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die Filtrationsfraktion ab. Es kommt dadurch zu einer insgesamt verminderten Filtration
und verminderten Natriumausscheidung. Auch L-NMMA dampft den Anstieg, wenn
auch wesentlich starker, so dall hier Werte erreicht werden, die denen der

Kontrollgruppe entsprechen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dall die selektive AT;-Blockade durch
Losartan im akuten ischamischen Nierenversagen einen positiven Einflul® auf den die
Nierenfunktion zeigt. Diese Aussage konnte in anderen Untersuchungen bestatigt
werden "> %1 Die Ursache hierfiir liegt v.a. in der Blockade der Angiotensin-Il-Wirkung,
die eine der wichtigsten Rollen in der Pathophysiologie des akuten Nierenversagens

Uberhaupt spielt.

Die Kombination mit L-Arginin flihrte zu einer weiteren Verbesserung der
Nierenfunktion. Uberraschenderweise fiihrte die Kombination von Losartan mit L-
NMMA statt zu einer weiteren Verschlechterung eher zu einer Verbesserung. Dies
bedeutet, dal} durch die simultane AT;-Blockade die schadlichen Effekte von L-NMMA
gemindert werden konnen, und in der Kombination mit L-NMMA, wohl aufgrund von
Umverteilungsvorgangen der renalen Mikrozirkulation, sogar ein Vorteil fur die

Nierenfunktion gewonnen werden kann.
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6. Anhang Statistik

Folgende Tabelle gibt die Wahrscheinlichkeitswerte des t-Test nach Student flir normal
verteilte Werte, des U-Test nach Mann und Withney (fiir nicht normal verteilte Werte)
und die Signifikanzen im ANOVA Test wieder:

Para- Zeitpunkt Kontrolle Kontrolle Kontrolle Losartan Losartan Losartan

meter in min VS. VS. VS. VS. VS. + L-Arg
Losartan Losartan Losartan Losartan Losartan VS.
+ L-Arg + L-NMMA + L-Arg + L-NMMA  Losartan
+ L-NMMA
Urin 50 0,948 0,666 0,783 0,657 0,789 0,977
120 0,592 0,706 0,755 0,784 0,746 0,945
205 0,812 0,252 0,154 0,541 0,448 0,921
260 0,482 0,078 0,012 * 0,065 0,016 * 0,386
320 0,601 0,208 0,012 * 0,158 0,021 * 0,135
GFR 50 0,677 0,433 0,565 0,657 0,875 0,664
120 0,675 0,349 0,083 0,602 0,889 0,541
205 0,831 0,529 0,059 0,430 0,177 0,294
260 0,182 0,186 0,026 * 0,025 * 0,044 * 0,062
320 0,968 0,125 0,010 * 0,201 0,039 * 0,059
RPF 50 0,394 0,058 0,100 0,255 0,468 0,395
120 0,814 0,418 0,916 0,580 0,613 0,488
205 0,977 0,227 0,016 * 0,220 0,156 0,529
260 0,338 0,142 0,036 * 0,063 0,060 0,462
320 0,559 0,036 * 0,059 0,047 * 0,124 0,723
RVR 50 0,277 0,246 0,319 0,851 0,891 1,000
120 0,824 0,927 0,893 0,945 0,924 0,998
205 0,935 0,224 0,064 0,164 0,188 0,958
260 0,397 0,247 0,064 0,066 0,271 0,344
320 0,570 0,638 0,093 0,143 0,040 * 0,636
FF 50 0,481 0,271 0,237 0,649 0,651 0,841
120 0,668 0,755 0,484 0,869 0,287 0,305
205 0,362 0,307 0,214 0,888 0,929 0,923
260 0,460 0,113 0,342 0,507 0,825 0,461
320 0,507 0,224 0,711 0,306 0,884 0,371
FeNa 50 0,298 0,822 0,796 0,575 0,500 0,996
120 0,844 0,867 0,981 0,790 0,852 0,944
205 0,753 0,789 0,134 0,631 0,115 0,336
260 0,177 0,825 0,455 0,053 0,049 * 0,425
320 0,404 0,261 0,219 0,086 0,089 0,724
MAP 50 0,272 0,905 0,602 0,417 0,713 0,705
120 0,426 0,727 0,162 0,834 0,538 0,448
205 0,178 0,589 0,610 0,497 0,433 0,952
260 0,136 0,944 0,937 0,214 0,157 1,000
320 0,218 0,773 0,911 0,246 0,131 0,656

Tab. 12: Ubersicht tiber die p-Werte der statistischen Auswertung
* Signifikanz nach t- bzw. U-Test
grau unterlegt: Signifikanz nach ANOVA
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