3. Methodik

3.1. Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an mannlichen Mauserthiedener Mauspopulationen

durchgefuhrt.Folgende Mausstamme wurden untersucht

1) 19 human Endothelin-1 Gberexpremierende Mause ider856 (35,59 £ 6 g),

2) 12 Wildtypmause (Kontrollméause zu den ET-1 Gberemperenden Mausen) (35,59 +
7,59),

3) 17 eNOS Knock-Out Mause (31,59 +12,59),

4) 5 C57BI6 Mause (30 g = 3 g), die als Kontrollgruplee eNOS Knock-Out Mause
fungierten und

5) 4 NMRI-Mause (44 g +4 q).

Es handelte sich bei allen untersuchten Mausen wsgeavachsene Tiere. Die Endothelin-1
Uberexpremierenden Mause waren zwischen 3 bis maMaalt. Das Alter der anderen Mause

schwankte zwischen 3 und 13 Monaten.

3.1.1. Human Endothelin-1 (ET-1) Gbererexpremiegnde Mause

3.1.1.1. Transgene Konstruktion und Generierung deMause

Die verwendeten transgenen ET-1 Uberexpremierehtizrse wurden in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. med. Franz Theuring (Schering Researdjotatories, Deutschland, 14195 Berlin) aus
einem NMRI-Mausstamm hergestellt [52]. Die Genemgy der ET-1 Méause erfolgte durch
Isolierung humaner ET-1 DNA aus einer Genomsammlwog Blutlymphozyten und

anschlieBender Veranderung des NMRI-MausgenomStanimzellebene [52].
3.1.1.2. Bestimmung der Endohelin-1 Uberexpriemeraten Mause
Die Gentypisierung der transgenen ET-1 Mausspezfefgte im Labor des Herstellers aus einer

Probebiopsie des Schwanzteils der Tiere. Aus dieagde die DNA isoliert und durch
spezifische Primer fur das humane ET-1 Protein @RRpolymerasechain reaction) und
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Southern Blot Analyseverfahren nachgewiesen. Dantjtative Bestimmung des humanen ET-1
Peptids erfolgte mittels eines fiir humanes EnditHebpezifischen 1% ] Radioimmunoasssay
(Endothelin 1,2 :high sensitivity{1 ] assay; Amersham International, Little Chalfobi).

Um die Qualitat der experimentell gewonnenen Daten maximieren und um mdgliche
Fehlerquellen in der Versuchstierauslieferung aligsen, wurden vom Herstellerlabor die
Versuchstiere vor der Ubergabe an das Versuchshadschliisselt, dass heil’t, es war nicht
bekannt, ob es sich bei den gelieferten Versualstieum Wildtypmause oder ET-1
Uberexpremierende Mause handelte. Nach Abschluss/eiesuchsreihen fand ein Vergleich
anhand von Versuchsprotokollen unsererseits undoddeingsprotokollen seitens des
Herstellerlabors statt, um die Tieridentitat vonnioll- und ET-1-Versuchsméausen zu erfahren.
Weiterhin wurden nach Beendigung jedes Versuchgaiiopsien, bei Mausen der ET-1 und
der entsprechenden Kontrolltiergruppe, von der Leb®ie rechter Niere entnommen und diese
kryokonserviert. Aus den gewonnenen Biopsien wundermdomisiert 4 Kontroll- und 4 ET-1
Mausbiopsien ausgewahlt, nach den Versuchsprotakolnern verschlisselt und zur Analyse
an das institutseigene Labor gesandt. Anschliefamdi ein Vergleich der eingesandten Proben
mit den Analyseergebnissen des Herstellerlabotts. & eingesandten Proben wurden vom
Labor fehlerfrei den richtigen Versuchtiergruppkontroll- oder ET-1 Mausstamm, zugeordnet.

3.1.2. NMRI-,C57BIl6-, eNOS Knock-Out Mause

Als Kontrolltiere der eNOS Knock-Out Mause dient€s7BI6 Mause, die von der Firma
Tierzucht Schonwalde GmbH (Hauptstrasse 62,1635206r%ealde, Deutschland) geliefert
wurden. Die eNOS Knock-Out Méause stammten aus dehtZvon Herrn Dr. H.M. Stauss
(Johannes Miller Institut der Charité, Berlin, Bsmiland). Die NMRI-M&use wurden vom
Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschmd Veterindrmedizin (Postfach 330013,
14191 Berlin, Deutschland) geliefert. Der Nachwelisr Identitat der Mausestamme und
Spezifitat bezlglich ihres Merkmals erfolgte anhafaboreigener bzw. mitgelieferter

Laborprotokolle.
3.2. Haltung und Ernahrung der Mause

Alle Mause wurden vor den Versuchen unter standenden Umweltbedingungen gehalten und
ernahrt. Die Mause lebten in einem Nacht-Tag-Zykhiseiner Lichtperiode von 6 Uhr bis 18

Uhr und einer Raumtemperatur von 20 °C. Sie ednedtine standardisierte Diatfestnahrung in
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Form von Pellets nach den internationalen Riclgfinvon Altromin International (Gesellschaft

fur Tierernahrung mbH, Lage, Deutschland) und Agddibitum.

3.3. Vorbereitung der Mause zum Versuch

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurden die TiereruNghrungskarenz gehalten, um eine
gleiche Ausgangssituation zu schaffen. Die Narlasfalgte durch intraperitoneale Injektion von
0,09 ml/100g Korpergewicht (KG) einer korpertempeen Kombinationsnarkoseldsung,
bestehend aus 5 mg/ml Ketaminhydrochlorid [Ketaheé460 mg/ml), Parke-Davis, Freiburg,
Deutschland] und 0,032 mg/ml XylazinhydrochloricofRpund 2 %, Bayer, Bayer Leverkusen,
Deutschland]. Um das Injektionsvolumen genaueretesi zu kdnnen, wurden gleiche Anteile
physiologischer Natriumchloridlésung sowie Narkdseihg in einer 1 ml Spritze aufgezogen.
Zehn Minuten nach Narkotisierung und Erléschen Abwehreflexe wurden die Mause in
Ruckenlage auf einem thermostatierbaren Operaischs{Eigenbau Arbeitsgruppe Dr. med.
Bert Flemming, Johannes Muller Institut fir Physge, Charité, Berlin, Deutschland) gelagert.
Intraoperativ erfolgte die Nachgabe des Narkotikyidis—- 50 Minuten nach Operationsbeginn
oder wenn die Barthaare der Mause anfingen zu vmclkds Hinweis auf ein zu flaches
Narkosestadium. Das Nachgabevolumen des Narkotikimesug 0,05 ml und wurde

intraperitoneal injiziert oder auf den Darm gettopf

3.4. Operatives Vorgehen

Die Méause wurden in Rickenlage gelagert und dieelExtaten in Spreizstellung fixiert. Die
Mause atmeten spontan. Die abdominale Cutis sowaeddrunter befindliche Muskulatur
wurden unter mikroskopischer Sicht (Mikroskop MdddlZ 6, Leicdl, Heerbrugg, Schweiz)
durchtrennt. Bei paramedianer Schnittflihrung etéglyon kaudal in Hohe des Ansatzes der
unteren Extremitaten, nach kranial, bis circa 5 rproximal des Angulus sternalis, die
Er6ffnung des Abdomens. Nach Eréffnung der Caatadominalis fihrten wir eine Spilung der
Bauchhohle mit kdrpertemperierter physiologischeatridmchloridlosung durch. Um das
Operationsfeld besser einsehen zu kdnnen, wurd8ldsenurin mit einer 1 ml Einwegspritze
abpunktiert. Unter Verwendung von zwei mit 0,9% rNsichloridlésung benetzten Tupfern

wurden stumpf die Jejunum- und lleumschlingen teseitig auf einem benetzten Mullstiick
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gelagert sowie mit einer weiteren benetzten Multdth abgedeckt. Dadurch wurden die
Darmabschnitte in physiologischem Milieu gelagerd wor Austrocknung geschitzt.

Anschlie3end wurde die Aorta abdominalis von suépisch bis in Hohe der Bifurcatio aortae
freiprapariert. Als nachstes wurden die Arteria) (&nalis sinister, die Vena (V.) renalis sinister
und die A. testicularis dargestellt. Eine geringdiggMobilisation der linken Niere aus ihrem
Nierenlager wurde unter Schonung der sichtbaremaler Innervationstrukturen stumpf mit
Tupfern vorgenommen. Die Mobilisierung der linkenetd aus dem Nierenlager war vor
Justierung der Messgerate no6tig, um anatomischeal¥afiationen und potentielle

Blutungsquellen friihzeitig zu erkennen.

Anschlie3end erfolgte die Mobilisierung und Fregaéation der subphrenisch gelegenen Aorta
abdominalis auf einer Distanz von circa 5 mm naidtal um an dieser Stelle eine Drossel
(Drossel, Eigenbau der Arbeitsgruppe Dr. med. Bnfrhing, Johannes Muller Institut, Charite,
Berlin, Deutschland) mittels eines chirurgisched amehrerer einfacher Knoten zu fixieren. Die
Entwicklung und Herstellung erfolgte nach eigenemwiirf der Arbeitsgruppe. Die Drossel
bestand aus einem druckstabilen 1,5 - 2 mm dickeg &it eingearbeitetem Nahtmaterial und
lie sich zu einem Ring schliel3en. Mittig auf detegSwurde ein elastischer Silikonballon
befestigt, der von auf3en Uber einen Katheter ddtgabe isotoner Kochsalzlésung suffliert
oder desuffliert werden konnte. Dadurch war es mbgten umschlossenen Aortendurchmesser
an dieser Stelle zu andern und somit den renalefudkensdruck (RPP) zu regulieren. Die
Drossel wurde an eine computergesteuerte Regeiemdlappelt, die eine prazise Einstellung

der vorgegebenen RPP Sollwertkurven vornahm

Nach Fixierung der Drossel wurde die Aorta abdorisneter Gebrauch einer sehr feinen, spitz
zulaufenden Pinzette (Modell FD 281 R, Aesculap@®itlihgen, Deutschland) von ca. 3 mm
proximal der Bifurcatio aortae bis ca. 3 mm digtals Abganges der Arteriae (Aa.) renalis
mobilisiert. Es folgte eine kurzzeitige aortale ierxng von zwei GefalRklemmen (Modell FD
560 R, 0.30 x 0.40 mm Biemer-Clip, Aesculap®, Tinggen, Deutschland) mit einer Biemer-
Clip Pinzette (Modell FD 568 R, Aesculap®, Tuttlerg Deutschland). Dadurch war es mdglich
die Aorta abdominalis auf einer Distanz von ca.mf mechanisch zu okkludieren und in
diesem Bereich mit einer Gefalischere translamiiséinibdas GefalZlumen hinein zu inzidieren.
Im Anschluss fiihrten wir eine intraaortale Einbring, eines im heiRen Olbad ausgezogenen
Polyurethan-Katheters durch (Modell MRE-400 Micreriathane (MRE) Tubing, Braintree

Inc., Braintree, ME , USA), der von infrarenal bism Abgang der Aa. renalis vorgeschoben und
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mit Gewebekleber (HistoacrtylBraun, Melsungen, Deutschland) extern fixiert veur@iehe
Abbildung 6). Um Thrombenbildung im Lumen des Ka¢he vorzubeugen wurde dieser mit 0,2
ml einer 2% Heparinlésung (25.000 I.E.-Heparin-Nat, Ratiopharm®©, Ulm, Deutschland)
gespult und danach an einen Druckmesswandler (gimesswandler Typ DT-XX mit
intergrierten Critiflex Spulsystem, Pfrimmer-Vigon®H & Co. KG, Erlangen, Deutschland)
angeschlossen.

Als nachstes erfolgte die Positionierung von zwberoptische Lichtleiterkabeln mit einem
Durchmesser von 500 um (Modell PF500, Fiberware@li® Deutschland) im Nierengewebe.
Das cortikale fiberoptische Lichtleiterkabel wurde mm und das medullare fiberoptische
Lichtleiterkabel 2 mm subkapsular mittels Feinmaraporen (Modell M3301R, World
Precision Instruments®©, Sarasota, Florida, USA) ventral, in Hohe des oberen Nierenpols,
plaziert. Im Anschluss wurden die A. und V. rendisister unter mikroskopischer Sicht mit
einer Feinpinzette voneinander separiert. Ein séinallflussmesskopf (Modell .5 V-Serie fur T-
106, Transonic  Systems Inc., Ithaca, New  York, USAwurde zur
Ultraschalllaufzeitdifferenzmessung an der A. renainistra bzw. bei glunstigerer anatomischer
Lage an der V. renalis sinister unter Verwendunge®izweiten Mikromanipulators (Modell
M3301R, World Precision Instruments©, Sarasota,riép USA) positioniert. Der Raum
zwischen dem gewahlten GefaR und dem Ultraschadkopé wurde, um ein besseres
Messsignal ableiten zu kénnen, mit Ultraschallget bmit isotoner Kochsalzlésung aufgefulit.
Die gesamte Operationsdauer betrug maximal 30 BisMdnuten (siehe Abbildung 6 -
schematischer Versuchsaufbau).

3.5. Versuchsanordnung

Die rektal gemessene Korperkerntemperatur der MawseBeginn der Operation betrug
durchschnittlich 37,2 — 38 °C. Die Temperatur degi@tionstisches wurde auf 40 °C eingestellt
und konnte Uber eine LCD-Temperaturschaltstufe @MddCD-Temperaturschaltstufe, Conrad
Electronics, Hirschau, Deutschland) reguliert wardEntstandene Warmeverluste der Tiere
konnten somit ausgeglichen und die Korpertemperdaur Tiere annahernd gleich gehalten

werden.

Die Manschette (Drossel), die die Aorta extern komgrte, wurde wahrend der

Versuchsphasen mit einem Druck-Perfusions-Servoamesimus gekoppelt, um den anliegenden
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Abbildung 6 schematisierter Versuchsaufbau
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renalen Perfusionsdruck (RPP) als Regelgrof3e stsfem den Versuchsphasen regulieren und

konstant halten zu kdnnen.

Uber den in der Aorta abdominalis fixierten Kathatdt angeschlossenem Druckmesswandler
wurde kontinuierlich der anliegende RPP (Istwesmgssen und Uber einen Analog-Digital-
Wandler einem angeschlossenen Computer UbermiHedt. erfolgte der Vergleich mit dem
vorgegebenen Drucksollwert. Bei Abweichung des R®Rnte durch die Servoeinheit Uber
Anderung des Drosselvolumens der RPP genauestengestllt werden. Fur die
Versuchsphasen dienten vorgegebene Drucksollwedkuals Vergleichssignal. Der Druck—
Perfusions—Servomechanismus (Eigenbau der Arbefipgr Dr. med. B. Flemming, Johannes
Muller Institut, Charité, Berlin, Deutschland) bestl aus einem 12-Volt Getriebemotor, der eine
Gewindespindel antrieb, die mit einer Spritze ggedpwar. Durch diese Vorrichtung konnte
physiologische Kochsalzlésung aus einer 1 ml Sprifrimares Flussigkeitsreservoir) in oder
aus der angeschlossenen Drossel verlagert werdan. p&ralleles Flissigkeitsreservoir
(sekundares Flussigkeitsreservoir) befand sichinene elastischen Silikonschlauch, der durch

eine Magnetklemme schnell komprimiert oder enttaserden konnte.

Bei Differenzen von Ist- und Sollwert wurde Ubees#n Servomechanismus durch Grob- und
Feineinstellung der renale Perfusionsdruck (RPBlliert. Bei Uberschreitung des RPP (iber
den gemessenen Sollwert erhielten der 12-Volt Matnd die Magnetklemme Uber einen
Analog-Digital-Wandler sowie Transistorenverstarkein elektrisches Signal. Da sich
Flissigkeiten nicht komprimieren lassen, fand dierlagerung eines grof3en Volumens mit
geringer Geschwindigkeit aus der Spritze in dieguetale Manschette und eines geringen Vo-
lumens mit hoher Geschwindigkeit aus dem durch Magnetklemme komprimierten
Silikonschlauch statt.

Der Vortrieb der Spritze bzw. Schluss der Magnetkiee erfolgte solange bis der vorgegebene
Sollwert des RPP erreicht wurde. Bei Unterschrgitdes Sollwertes konnte Volumen unter
Verwendung der erlauterten Prinzipien aus der Maetse zurtick in die Flissigkeitsreservoire
verlagert werden, die Aorta wurde somit dekompritnignd der renale Perfusionsdruck (RPP)

kontrolliert erhoht.
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Durch Abstimmung der Motorleistung (Geschwindigkeitd Startpunkt) und des Hubes der
Magnetklemme war eine Regulation innerhalb eindn&mkung von etwa 1 mmHg zwischen

der Sollwertkurve und der mittleren renalen Druakieumdglich.

3.6. Zeitliches Vorgehen

Eine Kalibrierung und Funktionsprifung aller Messge fand vor Beginn der Versuchsreihen
statt. Dies erfolgte bei den Lasern mit einer L@sudes Firmenherstellers. Der

Ultraschallmesskopf wurde 1 Stunde lang in eindéisstae Fllssigkeit (Wasser) getaucht und
dann kalibriert, wahrend der Druckmesskopf mit gindanometer Gberpruft wurde. Vor Beginn
eines jeden Versuches fand nach Implantation deét&en vivo eine circa 10 min dauernde
Stabilisierungsphase der abgeleiteten Fluxe staig, sich die durch die Implantation

entstandenen Schwankungen auf ein stabiles Sigrgg@@egelt hatten.

Die Versuchsgruppe der ET-1 Uberexpremierenden &lausd der korrespondierenden

Kontrollgruppe (Wildtypméause) wurden folgendem \lefssprotokoll unterzogen:

Zehn Minuten nach intraperitonealer Injektion demkdtikums, Lagerung der Versuchstiere in
Ruckenlage begann die 30 bis 40 Minuten dauernagafipn und Implantation der Messgerate.
Wahrend der Operation traten, bedingt durch dag&ten, leichte Blutverluste auf. Die Tiere
erhielten nach der Aufnahme des intraaortalen Ketheliber den gesamten Versuchsverlauf
durch einen zeitvolumenkonstanten Infusiomat (Lmaty MLW, Deutschland), intraarteriell
eine 4% Albuminlésung (Humanalbumin, Baxter©, Ustéeillheim, Deutschland) mit 0,5 %
des KG/h.

Nach Stabilisierung der Parameter wurde unterdifigrenten Ausgangsbedingungen folgendes
Versuchsprotokoll durchgefiihrt, das aus 2 Versutasgn bestand (siehe Abbildung 7).

1. Der erste Versuchszyklus wurde unter Ausgangsbedgen und unter der oben
genannten zeitvolumenkonstanten Infusion durchgefih

2. Nach Beendigung des ersten Versuchszykluses erfalgt Volumenexpansion durch
Bolusinfusion von 2% des Kérpergewichtes einer @ Natriumchloridldsung in den
intraaortal liegenden Katheter und eine Erhdhung zatvolumenkonstanten Infusion
von 0,5% des KG/h auf 5% des KG/h.
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3. Zu Beginn des dritten Versuchszykluses wurden O0,Boltkg*KG Nitrit-Oxid-
Syntethase-Hemmer-Losung (L-NAME®©, NG-Nitro-L-Argie-methylesterhydro-
chlorid, Alexis® Biochemicals, Deutschland) Ubendiegenden intraarteriellen Katheter
injiziert und 0,2 ml einer physiologischen Koch$ddzing, das dem doppelten

Totraumvolumen des Katheters entsprach, nachgegeben

Vor Beginn jeder dieser Versuchsphasen wurde ei® ¥ bis 200 s dauernde
Stabilisierungsphase aller Flussparameter durchgefiin der ersten Versuchsphase jedes
Versuchszykluses wurde eine manuelle 30-Sekundddefimung (Sprungreiz) durchgefihrt,
welcher ein 100 s bis 200 s dauerndes Beobachniegsll folgte. Der linke Teil der
Abbildung 7 zeigt den schematischen Ablauf.
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Abbildung 7 Versuchszyklus

Nach Anschluss der Drossel an den Druck-PerfusBersomechanismus wurde ein
Steuerprogramm mit Drucksollwertkurven in Form v&ampen initiiert, dass Uber den
Servomechanismus den RPP regulierte. Der RPP wardd00 s (negativer Anstieg: —0,071
mmHg/s) von 120 mmHg auf 20 mmHg reduziert und lalnsl@end in der gleichen Zeit von 20
mmHg auf 120 mmHg wieder erhéht mit einem Anstieg 9,071 mmHg/s (langsame Rampe).

Ein vollstandiger Versuchszyklus ist in der Abbitdu7 dargestellt.

Die Untersuchungen des renalen Blutdruck—BlutfMeshaltens bei rampenformiger Anderung
des RPP unter Ausgangsbedingungen, Volumenexpanstame L-NAME Gabe nach

Volumenexpansion wurden bei den transgenen ET-Xedpeemierenden Mausen und der
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korrespondierenden Kontrollgruppe (Wildtypmausejctgefihrt, wahrend die eNOS Knock-
Out Mause den Versuchszyklus unter Ausgangsbedgeyunund Volumenexpansion
durchliefen. Bei den C57BI6-M&ausen sowie NMRI-Mauseirde keine Volumenexpansion und
L-NAME Applikation durchgefiihrt. Die 30 s dauern@éklemmung erfolgte bei allen Tieren

bis auf den C57BI6 Mausestamm.

Nach Beendigung aller Versuchszyklen wurden diesWehnstiere durch eine intrakardialen
Scherenschnitt getétet und anschlielend obduZieet.Lage des intraaortalen Katheters, des
Ultraschallmesskopfes wurde dberpruft und Organimgu erhoben. Wéahrend der Sektion
erfolgte die Entnahme des Herzens, TeilresektiorLdber und der linken Niere. Die Mal3e des
Herzens und der Niere wurden ermittelt. Die Lage 8@itzen der Lichtleiterkabel im

Nierenparenchym wurde tberprift und nachgemessen.

3.7. Messungen und Registrierungen
3.7.1. Messungen

Wahrend des gesamten Versuches wurden der rendlsiBesdruck (RPP), der renale Blutfluss

(RBF) sowie die Laserdopplersignale im Cortex (LEGY Medulla (LFM) der Niere gemessen.

Die um das renale Gefal3 der linken Niere liegentteasthallmesssonde wurde Uber einen
Adapter an das Ultraschallmessgeréat (Modell T1G&n3onic Systems Inc., Ithaca, New York,

USA) angeschlossen.

Die cortikalen und medullaren Laserdopplersignaleurden Uber fiberoptische
Kunststoffleiterkabel im Nierenparenchym abgeleiteé¢ Uber Kupplungen mit dem Messgerat
(MBF 3D, Moor Instruments Limited, England, Groffannien) verbunden waren. In die
Kupplungen wurde, um Lichtverluste zu vermeiden G6lptica Matching Gel, Moor
Instruments Limited, England, GroRRbritannien) ebrgeht. Mit Hilfe dieses Geréates erfolgte die
Messung des cortikalen und medullaren Gehaltes &threzyten und deren mittlere
Geschwindigkeit durch Streulichterfassung in eingsewebevolumen von etwa einem
Kubikmillimeter. Uber die Anderung der Frequenz deffektierten Lichtes (Doppler-Effekt)
konnten Aussagen Uber die Geschwindigkeit der [Evyiten gemacht werden. Aus der
Verrechnung dieser beiden Gréf3en wurde ein flussaiges Signal gebildet und angezeigt.
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Uber den intraaortal liegenden Katheter mit angessen Druckabnehmer wurde der

anliegende renale Perfusionsdruck (RPP) kontinaregemessen.

Die Rektaltemperatur der Tiere wurde wahrend dessihes alle 30 min mit einem
Digitalthermometer (Modell GTH 1160, Griesinger &lenics, Deutschland) gemessen.

3.7.2. Registrierungen

Samtliche Messgeréate waren an einen 12-Bit-Analagté)-Wandler und dieser an einen PC
(Intel ® 486 DX 33 ) angeschlossen. Die Abtastfesgu der Parameter betrug 100 Hz. Die
Datenmengen des renalen Perfusiondrucks (RPP in ghmiter cortikalen und medullaren
fieberoptischen Kunststofflichtleiter (LFC/LFM inW und des renalen Blutflusses (RBF in
ml/min) wurden Uber den gesamten Versuch von ei@emputerprogramm (Labtech Notebook,
Laboratory Technologies Corporation, Wilmington, rtcarolina, USA) in 4 verschiedenen
Bildschirmfenstern mit Momentan- und Mittelwerteraghisch dargestellt (siehe Abbildung 6).
Nach Beendigung der Versuches wurden die Datensditeeinem externen Datentrager
gespeichert und zusatzlich auf CD-ROM gesichert.

3.8. Auswertung, Berechnung und statistische Bezeitung

3.8.1. Datensatzerstellung

Die gewonnenen primaren Versuchsdaten wurden zsh&doit einem selbst entwickelten
Computerprogramm Uberarbeitet. Dazu wurde der ketigpDatensatz eines Versuchstieres mit
allen Versuchszyklen in den Speicher des Compugtegien. Die experimentellen Bezugswerte,
die einzelnen Versuchsphasenabschnitte sowie Ateefaurden markiert, nach einem Syntax
deklariert und abgespeichert. Fur die spatere Berewy der Relativwerte der einzelnen
Parameter wurde der 0 Werg)zinter totaler Abklemmung bzw. nach Ende des \Wdres und
der jeweilige Ausgangswert als 1 vor dem jeweiligengriff definiert. Wahrend des Versuches
entstandene Artefakte, zum Beispiel Druckspitzesrdaalen Perfusionsdrucks (RPP), die beim
Freispilen des Katheters nach Verschluss durch eiieombus entstanden, wurden markiert
und eliminiert. Die markierten und deklarierten SMarhsphasen wurden anschlie3end auf der

Festplatte und zusatzlich auf CD-ROM gespeichert.
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3.8.2. Auswertung und statistische Bearbeitung der Rampe
3.8.2.1. Bestimmung der absoluten und relativen lisverte

Mit einem weiteren Computerprogramm wurden die &liierte sowie der mittlere Fehler des
Mittelwertes der Absolutwerte fur die einzelnen Merhsparameter berechnet, das heil3t, es
entstanden fur jeden Parameter die Graphen deeraiit Absolutwerte und der dazugehdrige
mittlere Fehler. Analog erfolgte die Bestimmung deittleren Relativwerte. Es entstanden
zweidimensionale Datensatze fir die Versuchspaempeden Tieres, die in 2 mmHg Schritten
fur jeden einzelnen Parameter (LFC, LFM, RBF, RRBYyespeichert wurden und bei der

spateren Verarbeitung als Abszisse dienten.

Im Anschluss erfolgte die Berechnung der absolutewie relativen Leitwerte fir jede
Versuchsphase und alle Versuchsparameter jedenighestseres nach der Formel:

LFC = LFGapsolu{AU) - LFC apsoiit(AU) bei

LFM = LFMapsoifAU) - LFM apsoie(AU) bei 2

rel. LFC = LFC / LFC Ausgangswert

rel. LFM = LFM / LFM Ausgangswert

Leitwert RBF = RBF / RPP

rel. Leitwert = Leitwert / Ausgangsleitwert

rel. RPP = RPP/ Ausgangswert RPP

rel. Leitwert LFM = rel. LFM / rel. RPP

rel. Leitwert LFC =rel. LFC / rel. RPP

rel. Leitwert RBF = Leitwert RBF / Ausgangsleitw&BF

RBF: renaler Blutfluss [ml/min]; RPP: renaler Parinsdruck [mmHg];
LFC und LFM : Laserfluss cortikal und medullar [Atarbitrary units]
Zo. Werte von LFC u. LFM bei lokaler Abklemmung; reenal; rel.: relativ ; abs.: absolut

Die berechneten Leitwerte wurden zusammengefasdt gemittelt, die mittlere Streuung

berechnet und graphisch tber den mittleren Perfadinick dargestellt.

3.8.2.2. Charakterisierung der RBF-Autoregulation Uber die Maximalwertbestimmung des

relativen renalen Leitwertes
Eine Autoregulation eines elastischen Gefal3systegsmit Sicherheit dann vor, wenn es bei

einem Abfall des renalen Blutfusses (RBF) zu eiaratieg des renalen Leitwertes kommt. Ein

starres Rohrsystem hat unter gleichen Bedingunggyegen immer einen relativen Leitwert von
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1. Bei einem passiv elastischen Rohr wirde derwlesit mit dem Druck sinken. Renale

Mechanismen, wie z.B. der myogene Mechanismus, T@& der metabolisch gesteuerte
Mechanismus [64] sind daran erkennbar, dass bkesdem Perfusionsdruck (RPP) der relative
Leitwert grofRer als 1 ist.

Um eine Aussage Uber die Effektivitat der renaléofegulation treffen zu kénnen, wurden die
Maximalwerte der relativen renalen Leitwerte beu€ksenkung bzw. Erhéhung gewahlt. Dazu
wurden fir jeden Versuchsparameter, Versuchsphase Mersuchstier das Maximum des
relativen renalen Leitwertes und der dazugehérigependruck durch das Programm bestimmt,

markiert und abgespeichert.

3.8.3. Auswertung der Sprungantworten

Eine schnelle Erhdhung des renalen Perfusionsdsugi®PP), durch Desufflation der
periaortalen Manschette, fihrt zu einem Anstiegrdfliisse. Der Drucksprung fungiert hier als
Eingangssignal fur die Niere, wahrend der renaletfBlss das Ausgangssignal als eine
Resultierende darstellt. Aus der Literatur ist mekadass die Autoregulation der Niere durch
einen myogenen Mechanismus, den Tubuloglomerulestdback (TGF) und méglicherweise
einen metabolischen Mechanismus reguliert wird .[6¥]iIs diesem Grund wird die renale
Autoregulation als Gesamtsystem betrachtet, bestehas drei parallelen Teilsystemen (RBF-
Autoregulationsmechanismen), die das gleiche Eiggsignal (¥ erhalten und deren
Ausgangssignale {usich zu einer resultierenden Sprungantwort tberta Die gemessenen
Flusssignale steigen nach Desufflation des Manszka&potentiell an, bis sie sich einem stabilen
Endwert annéhern. Sie werden meist durch sichtBatevingungen Uberlagert. Aus diesem
Grund wurde, wie der Vergleich mit technischen &ysn zeigt, als Grundelement ein
Verzogerungsglied 2. Ordnung (BTur das Verhalten jedes einzelnen Mechanismusagiw

Die Sprungantwort des RGliedes folgt immer der Funktion :

Ua= U k (1-€e"%cos (@t +4)) 1)

Ua Ausgangssignal (RBF) o Dampfung

U.  Eingangssignal (RPP) W Kreisfrequenz
Ubertragungsfaktor b Phasenwinkel

t Zeit
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Diese Funktion hat zum Zeitpunkt Null den Wert Nufid geht expotentiell in einen stabilen
Endwert tiber, der dem Wert vor der Abklemmung aidBp Der Ubertragungsfaktor k ergibt
sich als Quotient Ju. nach Einstellung des stabilen Endzustandes. DiegéM@n w und o

bestimmen den Zeitverlauf dieses Ubergangs. Werm & ist, bedeutet dies, das zusatzlich
Schwingungen tberlagert sind, fir< & erfolgt der Ubergang aperiodisch. Im Falle voni dre
parallel arbeitenden RBF-Autoregulationsmechanismeegibt sich das Ausgangssignal als

Summe der Ausgangssignale der einzelnen Mechanismen

Ua= Uk E(1-Aeicosit+¢i) (2

i=1...2

U, und u liegen als Messgrof3en vor. Das Ziel besteht ddiemunbekannten Phasenwinkdel
Kreisfrequenzerwy, Dampfungswerted, und Amplituden A durch Naherungsprozeduren zu

bestimmen, so dass die Summe der Abweichungsqeadraimal wird.

Bei drei angenommenen Schwingungen sind zwolf Patermentsprechend der obigen
Gleichung zu bestimmen. Dies geschah mit Hilfe vdrei aufeinander folgenden

N&herungsprozeduren fir jeweils eine Schwingunge Differenz zwischen gemessener
Sprungantwort und berechneter Modellkurve, das dResn, war der Ausgangspunkt fur eine
erneute Approximation. Auf diese Weise liel3 sicimeeimmer bessere Annaherung der
berechneten an die gemessenen Kurven realisietdnlddng 8 zeigt dies an einem Beispiel.
Diese Sprungantwort stammt aus Untersuchungen #&erRaach Gabe von L-NAME. Diese

Messergebnisse waren der Ausgangspunkt fir diei€kltwg des Verfahrens zur Auswertung
der Sprungantworten. Der Zeitverlauf der Sprungarswn variiert von Tier zu Tier und bei

unterschiedlichen Versuchbedingungen. Es ist keiags so, dass die Schwingung mit der
hdchsten Frequenz bzw. kleinsten SchwingungsdatiesinnAbbildung 8 immer das Ergebnis

der ersten Naherung darstellt. Andererseits siedigebnisse von Fitverfahren von der Wahl
der Startwerte der unbekannten Parameter abhamgghalb wurde folgendes Verfahren
gewahlt. Fir die GroRe wurden sechs verschiedene Startwerteoasen0,03 & (T = 209 s) bis

w = 0,96 & (T = 6,5 s), drei verschiedene Dampfungswerte w10 (schwach gedampfte

Schwingung),® = w2 (stark gedampfte Schwingung) udd= w* 2 (aperiodischer Ubergang)
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gewahlt. Die Werte der Kreisfrequenzstartwerte sifpeichen den aus der Literatur bekannten

Schwingungsdauerbereich von 10 s bis 100 s [64].

15 r2=0.830 —— Approximation der Flussantwort A
—— Sprungantwort Fluss
) Drucksprung
2 i ~
% 1,0 S =SS
T
S 05 ’\ /\/\"“”"—"’_M—
o
04 — w w w w w
0 20 40 60 80 100
0,0 I I I T T
1,5
r2=0.953 B
g
o 1.0+
§ 0,2
IS
6 075 — 0,0 — /\_
o
0,2 = w w w w w
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1.5 r2=0.978 C
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© 0,5
o
0 20 40 60 80 100
0,0 I I I I T T
0 20 40 60 80 100
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Abbildung 8

Originalregistrierung der Relativwerte des Druckgsine Kurve in A) und des renalen
Blutflusses (schwarze diinne Registrierung in ACBnach Aufhebung einer Abklemmung der
Aorta aus [142].
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Die Startwerte fur die Amplituden (Ai) wurden diteten Messkurven entnommen. Fir jede
Kurvenapproximation wurde das Fitverfahren mit l&sechiedenen Startwertkombinationen
durchlaufen. Die beste Annaherung, d.h. die mitktiinsten Summe der Abweichungsquadrate,
nach dem Ansatz aus Gleichung 2 wurde als verlinei Ergebnis gespeichert. Die

eingesetzten kleinen Diagramme zeigen die isolaguteh Naherung berechnete Schwingung.

Die roten Darstellungen sind das Ergebnis dreideiaander folgender Fitprozeduren. Die
berechneten Parameter wurden in Gleichung 2 eitijesed der Zeitverlauf berechnet. Dies
ergab die Approximationen der Sprungantwort, didlobildung 8 A, B, und C zu sehen sind.
Einsetzen der berechneten Parameter in den Schugegnteil (Ae ™ cos (it + ¢; )) von (2)

lieferte die in den Kkleinen Grafiken dargestelltegedampften Schwingungen. Das
Bestimmtheitsmalf3 r2 zwischen berechneter und gemes¥urve charakterisiert die Gute der

Naherung.

Die Amplituden sowie Schwingungsdauern wurden édeg einzelne Versuchstier berechnet. Es
wurde dabei von Relativkurven ausgegangen, wolbred aimplitude mit dem Wert von Null
keiner Amplitude entsprach. Anschliel3end erfolgte graphische Darstellung der Amplituden
der Relativwerte Uber der Schwingungsdauer. Alssjdel ist hier die Verteilung der
Schwingungsdauern des renalen Blutflusses dergemesn ET-1 Versuchsgruppe unter Aus-
gangsbedingungen mit entsprechender Amplitudenhaheler Abbildung 9 exemplarisch

dargestellt.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfaigteh dem unter 3.8.4. angefihrten Schema.

Zusatzlich zu der beschriebenen Analyse der Spningaten erfolgte eine Bestimmung der
Zeitkonstante der Sprungantworten. Die Zeitkonstaritspricht der Zeit die vergeht, bis nach
dem Einschalten eine GroRRe 63,2% des Endwerteschdrrevird. Die Bestimmung der

Zeitkonstante erlaubt eine grobe Einschatzung detvethaltens eines Systems. Die Existenz
oder der Wegfall eines Regulationsmechanismus fhessh die Zeitkonstante, dieser kann

jedoch nicht unmittelbar daraus abgelesen werden.
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Abbildung 9 Amplitudenverteilung in Abhangigkeit von der Schgimgsdauer des RBF
bei ET-1 Uberexpremierenden Mausen unter Ausgadgsinmgen (Mittelwerte + SEM).

3.8.4. Statistik

Die in den Abbildungen dargestellten Daten entdpraden Mittelwerten und deren mittlerer
Fehler (= Standardabweichung/ h ). Die Untersuchungen der Anderungen der absoluhd
relativen renalen Leitwerte der Versuchsparameteller a Versuchsphasen, die
Maximalwertanderungen sowie die Amplitudenanderangeter differenten Ausgangslagen der
Mausstamme untereinander und gegeneinander wurdeliid des Kruskall-Wallis-Tests flr
unabhangige Stichproben auf ihre Signifikanz gdprifBei mehreren zeitlich
zusammenhéngenden Beobachtungen wurde der FriedmBest benutzt. Fiar die
Signifikanzprufung wurde eine Irrtumswahrscheinkieth von p< 0,05 gefordert. Die Graphische
Darstellung aller Diagramme erfolgte mit dem Anwermuogramm Sigma Plot 7.0 (SPSS,
Chicaco, IL).
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