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HOCFDSTUEK I

INLEIDING

Hypertensie is een veel voorkomende afwijking, waarvoor in
het merendeel der gevallen geen oorzaak wordt gevonden. Men
spreekt dan van essentile hypertensie. Gezien de betekenis
van het hypertensieprobleem voor het ontstaan van cardiovascu=-
laire complicaties is het niet verwenderliik dat in de afge-
lopen decennia veel onderzoek op d4it gebied 1s wverricht.
Hoewel de oocrzaak van essentiéle hypertensie nog niet gevonden
is, nemen vele onderzoekers aan dat de nier een centrale rol
speelt. Daardoor 1is ook de grote belangstelling wvoor het

renine—angiotensine systeem te verklaren.

In 1898 wvonden Tigerstedt en Bergman bloeddrukstijging na het
inspuiten wvan een extract van konijnenieren bij een ander
konijn. De veronderstelde werkzame stof ncocemden zij renine.
De laatste decennia is de belangstelling vocr de rol wvan het
renine bij de regulatie wvan de bloeddruk sterk tcegenomen, De
ontwikkeling van een gevbelige en specifieke bepalingsmethode
was hier mede debet aan.

De rol van het renine bkij de regulatie van de bloeddruk is bij
voorkeur bii de mens in vivo te bestuderen. Wanneer men echter
geInteresseerd is in processen die de secretie wvan het renine
beInvlceden, wordt dit bemoeilijkt door een complexiteit wan
factoren als zoutbalans, bleoeddruk, activiteit van het adre-
nerge zenuwstelsel en andere humcrale factoren zoals prosta-
glandine en kallikreine-kinine systeem. Veoor het bestuderen
van de reninesecretie waarbij men de diverse andere mechanis-
men grotendeels kan beheersen wordt vanaf het begin van de
zeventiger jaren gebruik gemaakt van geisoleerde niermodellen.
Hiervoor wordt de nier van een proefdier (meestal een rat)
gebruikt. In een dergelijke opstelling wordt de nier doocr-
stroomd met een perfusievloeistof en wordt renine in de

uitstroomvlceistof bepaald.



Dit proefschrift betreft een onderzoek naar de invloed wvan
farmaca, die wegens hun vaatverwijdende werking gebruikt wor-—
den voor de bestrijding wvan hypertensie, op vaattonus en
reninesecretie in een dergelijk geisoleerd (ratte-) niermodel,
De invlced wvan temperatuur werd bestudeerd, alsmede de gevol-
gen van infusie van de farmaca tijdens remming van de renine-

secretie door hypothermie.

In het eerste deel van dit proefschrift t(hcofdstuk II t/m IV)
wordt ingegaan op de literatuurgegevens betreffende de geisc-
leerde nier, het renine-angiotensine systeem en de invloed
van temperatuur op de nier, het vaatgedrag en de reninesecre-
tie. In hoofdstuk V wordt de vraagstelling omschreven. De
volgende hoofdstukken handelen over de resgultaten van het ei-

gen onderzoek.



HOCFDSTUHK Il

DE GEISOLEERDE NIER

Inleiding

Hoewel de functie van de nier inzake de homecstase van de
circulatie in het intacte organisme grotendeels goed te
onderkennen is, heeft zich tech de noodzaak doen voelen
sommige aspecten meer in detail te bestuderen. Hiertce
dient de nier uit het circuit te worden verwijderd en of-
wel in ziin totaliteit, ofwel in onderdelen te worden
onderzocht, Men kan hierbij de ingaande prikkels en
andere invloeden reguleren en een inzicht in de netto
prestatie van de nier, respectievelijk zijn onderdelen
verkrijgen.

Tegenover deze winst staat een offer, namelijk het nadeel
dat men het fysiologisch milieu nimmer volledig kan na-
bootgen. In dit kader zijn de volgende meodellen ontwik-
keld:

Isclatie van de nier:

De nier wordt geiscleerd voor onderzoekingen omtrent het
gehele orgaan; hierop wordt in hoofdstuk 2.2 verder inge-
gaan.

be nier wordt geprepareerd voor onderzoek van afzonder-
lijke nephronen waarbij gebruik gemaakt wordt van micro-
punctietechnieken (De Mello en Maack, 1976}.

De "non-filtering" gelscleerde nier. Hierbij wordt de on-
cotische druk van de perfusievlceistof dermate verhoogd,
dat deze de netto hydrostatische druk in de glomerulaire
capillairen neutraliseert. Het gevolg is dat de filtratie
stopt. Lit model wordt gebruikt voor het onderzoek naar
processen op ({peri)tubulair niveau (Johnson en Maack,
1977).

GeIsoleerde niercoupes van ca. 0,5 mm dikte, afkomstig



van de cortex. Deze coupes worden gedurende enige tijd

in een medium geincubeerd waarna de hoeveelheid renine
welke in het medium wordt gesecerneerd, kan worden geme-
ten (Aci e.a. 1974, Capponi en Vallecton, 1976; Park en
Malvin, 1978, Park e.a., 1981; Naftilan en Oparil, 1982).
Bij deze proefopstelling wordt uitgegaan van de veronder-
stelling dat rechtstreeks, d.w.z., zonder tussenkomst van
een vaatreactie, kan worden beinvlced. Beinvloeding via
de macula densa is niet uitgesloten (Khavat e.a., 1981)
en passieve lekkage uit de snijvlakken kan optreden.
Geisoleerde glomeruli (Blendstrup e.a., 1%75; Baumbach
e.a., 1976). Hierbij wordt verondersteld dat beInvlioeding
via de macula densa afwezig is. De resultaten worden ech-
ter mede beiInvloced decor de aanwezigheid en de lengte van
de afferente arteriolen verbonden aan deglomeruli {(Morris
e,a., 1976).

Gelscleerde juxtaglomerulaire celsuspensies. Bij deze
techniek worden de juxtaglomerulaire cellen decor inwerking
van enzymen {(collagenase, trypsine) geiscleerd. Beinvloe-
ding van de reninesecretie door een vaatrespons of de ma-
cula densa is uitgesloten (Khayat e.a., 1981}).
Gelscleerde reninehoudende korrels uit juxtaglomerulaire
cellen., Het effect van farmacologische en niet farmacolo-
gische {(bijvoorbeeld thermische)} heinvloeding op de reni=-
nesecretie is hiermee te bestuderen (Funakawa e.a., 1978;

Sagnella en Peart, 1979%).

Geschiedenis

Ter bestudering van de nierfunctie ontstond de behoefte
aan een model waarin wisselende factoren als bloeddruk,
circulerend volume, zuurstofspanning, neurogene en humo-
rale stimuli, grotendeels konden worden beheerst. De ge-
schiedenis van de nierperfusie gaat terug tot de 19%e
eeuw, In 1888 onderzocht Rosenheim de eigenschappen van
kwikdiuretica met dit model. Begin 20e eeuw werden de

pogingen tot perfusie hervat, waarbij sterk optredende



vascconstrictie de interpretatie van de resultaten be-
moeilijkte (Bainbridge en Evans, 1914). Dit werd ver-
oorzaakt door het gebruik wvan bloed als perfusieviocei-
stof, Wanneer het bleced vddr perfusie van de nier de
long passeerde, werd g&&n vasoconstrictie waargenomen
{(Bainbridge en Evans, 1914). De studies bleven toen be-
perkt tot meting van blceddoocrstroming, urineproductie
en zuurstofconsumptie.

Klaringsstudies werden vecor het eerst verricht decr
Shannon en Winton in 1240. In 1959 introduceerden Weiss
e,a. de gelsoleerde (ratte-) nier voor het onderzcek naar
de regulatie van de nierdcorbloeding. Daarna volgden de
toepassingen elkaar in snel tempo op: onderzoeken naar
het metabolisme wvan de nier (Nishiitsutsuji-Uwo e.a.,
1967}, natriumexcretie {Ralovanides e.a., 1971), renine-
secretis {Vandongen e.a., 1973), het effect van diuretica
op nierfunctie en metabolisme (Bowman e.a., 1973). Inmid-
dels neemt het model een belangrijke plaats in bij de
studie nzar metabolisme en nefrotoxiciteit van farmaca
{Ross e.a., 1980).

Naast bovenstaande toepassingen werd de gelsoleerde nier
gebruikt wvoor onderzoek naar de problematiek rond con-
servering van donornieren zoals keuze van de perfusie-
viceistof, effecten van langdurige perfusie e.d..

In de verschillende modellen wordt de nier van de rat
het meest als experimenteel model gebruikt. De redenen
hiervoor ziin voor de hand liggend: de grootte van de
nier, de lage prijs, de genetische uniformiteit en de

parallellen die naar de nier van de mens te trekken zijn.
De verschillende geisoleerde niermodellen die tot nu toe

ontwikkeld zijn, onderscheiden zich vooral door de tech-

niek van isclatie en de keuze van de perfusievloeistof.

Techniek van isclatie

1. De meest gebruikte techniek is voor het eerst beschre-

ven door Weiss {(19598) en later gemodificeerd door Bauman



e.a., (1963}). Hierbij wordt de rechter arteria renalis
gecannuleerd na retrograde cannulatie van de arteria me-
senterica superior. Na starten van de perfusie wordt de
nier bij stromende perfusievloeistof uit de rat verwij-
derd en 1in een specilale kamer gelnstalleerd. Veneuze
cannulatie ig niet nodig en het veneuze effluens kan on-
der in de kamer worden verzameld. VO63r de isclatie wordt
de ureter gecannuleerd en via deze canule kan de urine-
productie worden gemeten. Op zich ig dit een uitstekende
techniek.

Bezwaar 1is echter dat door de chirurgische manipulatie
de nier beschadigd kan worden, hetgeen de waarnemingen
kan beiInvlceden. Daarnaast vraagt dit uitgebreide labo-
ratoriumfaciliteiten, 1is de preocedure bewerkelijk en
daarom vanwege practische redenen niet geschikt wvoor

waarnemingen op grote schaal,

2. In 1973 ontwikkelden Vandongen e.a. een eenvoudiger
model, Hierbij wordt de nier in situ gelaten. Kort weer-
gegeven (voor een uitgebreide beschrijving zie hoofdstuk
6) wordt de linker nier geperfundeerd via een canule in
de acrta; via een canule in de vena cava wordt het ve-
neuze effluens verzameld. Door een overdosis anaestheti-
cum wordt de rat opgeofferd waarna een gelsoleerd model
is ontstaan waarbij de nier in situ is. Dit model passen
wij toe bij ons cnderzoek. De techniek is relatief een-

voudig en de manipulatie van de nier is gering.

De perfusiev]iceistof

Aanvankelijk werden gelsoleerde nieren geperfundeerd met
bloed. Thans 1is de perfusievloeistcf voor experimentele
nierperfusie over het algemeen een gemodificeerde Krebs
Ringer oplossing waaraan een oncotische stof en metabole
substraten toegevoegd zijn. Als oncotische stoffen wor-
den gebruikt albumine, plasmavervangingsmiddelen als

haemaccel of dextran en combinaties van beiden.



2.4.1. Perfusie met bloed

Bij de eerste experimenten met geIscleerde niermodellen
werd gedefibrineerd bloed gebruikt. Hierbij was een be-
langrijk probleem het ocoptreden van vaseoconstrictie tij-
dens het begin van de perfusie (Bainbridge en Evans,
1214; Hemmingway, 1931).

Ook bij gebruik van gehepariniseerd bloed werd dit waar-
genomen (Brull en Louis-Bar, 1957). Verondersteld wordt
dat een vasoactieve stof in het plasma vrijkomt door me-
chanische beschadiging van de erythrocyten (Nizet e.a.,
1959). Deze stof onderscheidt =zich wvan serotonine
{Cuypers e.a., 1959}, De vasoconstrictie Xxan voorkomen
worden doocr een long in het circuit op te nemen (Bain-
bridge en Evans, 1914; Torelli e.a., 1973).

In een later stadium van de perfusie is het optreden wvan
vetembolisatie een probleem (Belgzer e.a., 1968). Door
het nemen van maatregelen als het gebruik van oxygenato-
ren die een geringe traumatische erythrocytenbeschadiging
veroorzaken, perfusie met vers bloed rechtstreeks aan een
donerdier onttrokken en het gebruik wvan een beperkte
hoeveelheid bloed, 1is een succesvolle perfusie mogelijk
(Nizet, 1975).

be meest fysiclogische benadering is de perfusie met
blced. Bovenstaande problemen en de daarult resulterende
complexiteit van de opstelling beperken de toepassing.
Recirculatie treedt in dit model op, wat een beperkende
factor met zich meebrengt., Voor de bestudering van se-
cretieprocessen is recirculatie minder gewenst., Enerziijds
kunnen veranderingen van moment tot moment niet worden
gesignaleerd, anderzijds kan het secretieproces theore-
tisch dcor een negatieve feedback worden belnvloed,
Docrdat bloed velerlei bestanddelen bevat, kunnen deze
de niercirculatie belInvloeden.

Daarnaast 15 het model weinig stabiel en treden onvoor-
spelbare verschillen tussen de resultaten van individuele

experimenten op (Nizet, 1975},



2.4.2. Perfusie met albumine

De problemen bij perfusie met bloed leidden tot het zoce-
ken naar een alternatieve oncotische stof voor de perfu-
sie van een ¢gelIscleerde nier.

Als colleid-deel wordt dierlijk albumine ((BSA factor V)
het meest gebruikt, wveelal in de opstelling ontwikkeld
door Weiss e.a., {1959) en Bauman e.a., (1963}.

Dialyse van de perfusievloeistof is noodzakelijk om deze
te reinigen. Perfusie met albumine resulteert in een
doorstroming tot 43 ml/min. die boven de normale nier=-
doorbloeding ligt (Schurek en Alt, 198l1). Dit wordt ver-
corzaakt door de lage viscositeit van de perfusievloei-
stof, Perfusie zonder albumine veroorzaakt een lagere
doorstroming. Ook wordt de hogere collold~ osmotische
druk van albumine als reden voor de toegenomen doocrstro=
ming gezien, waardcor zich minder vocht naar het inter-
stitium verplaatst (Pegg, 1970; ILittle en Cohen, 1974;
Schurek en Alt, 1981).

Volgens de theorie wvan Starling doet daling van de albu-
mineconcentratie de glomerulaire filtratiesnelheid toe-
nemen. Experimenten van Bowman en HMaack (1974) konden
dit echter niet bevestigen. Recente waarnemingen van
Schurek en 2lt (1981) toonden daarentegen wel een omge-
keerde relatie tussen glomerulaire filtratiesnelheid en
albumineconcentratie van de perfusievlioceistof.

Wanneer geen albumine aan de perfusievlceistof wordt
toegevoegd, stijgt het gewicht van de geperfundeerde
nier met ca. 30% (Schurek en alt, 1981) en neemt de na-
triumreabsorptie af {Little en Cchen, 1974; Schurek en
Alt, 1981). De optimale albumineconcentratie is tussen
75 en 80 gram/liter (Little en Cohen, 1974). Goede re-
sultaten wat betreft vitaliteit en stabiliteit worden
verkregen bii perfusie met albumine. Perfusies tot een
duur wvan twee uur {(Schurek en Alt, 1981} kunnen worden
verricht.

Albumine is een goede colloid-basis van de perfusievliocei-
stof. Door de relatief hoge kosten wordt albumine echter
alleen in een recirculatiemodel toegepast, hetgeen we-

derom beperkingen met betrekking tot de vraagstelling



inhoudt, Daarnaast Xunnen bij recirculatie potentieel
schadelijke stoffen uit de nier afkomstig cumuleren en
bijdragen tot een verminderde functie wvan het model;
hierover zijn geen goede onderzoekingen bekend {Maack,
1980} .

Als alternatief voor perfusie met albuminehcudende op-
lossingen worden synthetische colloiden gebruikt =zoals
dextran en haemaccel. De voordelen van deze colloiden
zijn de eenvoudige bereiding wvan de perfusievloeistof en
de relatief lage prijs, waardoor "single pass" perfusie
mogelijk is.

Dextran en haemaccel zijn geschikt voor perfusie zonder
recirculatie (Ross, 1978). Perfusievlceistoffen met dex-
tran of haemaccel hebben een hogere viscositeit dan al-
bumine bevattende vlceistoffen, waardocr de doorstroming
lager ligt {Pegg, 1970). Wanneer men gedurende een lan-
gere tijd de nier perfundeert met dextran, stijgt het
gewicht van de nier meer dan bij perfusie met albumine
{Pegg, 1970}. Dit wordt veroorzaakt door de vorming van
oedeem in de nier. Weiss e.a. deden reeds in 1959 expe-
rimenten waarbij rattenieren met een dextran bevattende
perfusieviceistef werden doocrstroomd. Zij kwamen tot de
conclusie dat na een perfusieduur van dertig minuten het
preparaat niet meer stabiel was en een daling van dJde
doorstroming (en stijging van de vaatweerstand) optrad.
Perfusie met dextran bevattende vloeistoffen dient der-
halve glechts kortdurend plaats te vinden.

Men kan zich afvragen in hoeverre bovengenoemde gewichts-—
stijging, inherent aan de dextran-dcorstroming, het
vaatgedrag tijdens een kortdurende perfusie beInvloedt.
In experimenten waarbij korte perfusies met dextran be-
vattende perfusievliceistoffen werden toegepast zijn geen
aanwijzingen te vinden dat de vaatweerstand daardoor
stijgt (Vandongen e.a. 1973; Vandongen en Peart, 1%74a,
1974b; Vandongen 1975a, 1975b, 1976, 1377; Vandongen en
Greenwood, 1975a, 1875b; Strang, 1978; Vandongen en
Tunney, 1980; Logan en Chatzilias, 1980). Vandcngen e.a.
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(1873) vonden na een maximale perfusieduur wvan 25 minu-
ten dat de geperfundeerde nier 1.87 £ 0.03 gram woog,
t.o.v. het gewicht van 1.62 * 0.08 gram van de niet ge-
perfundeerde nier. Uit de experimenten wvan Schurek en
Alt (198l) blijkt dat bij gewichtstoename wvan de nier
met 30% (bij perifusie zonder celloid toevoeging) hst
vaatgedrag niet beinvloed wordt.

Bij kortdurende perfusie zijn er geen aanwijzingen voor
vitaliteitsverlies van het model. Strang (1978) vond geen
geen patholoog-anatomische afwijkingen, geen aanwijzingen
vooxr celafbraak in de uitstromende perfusievloeistof en
behoud van een goede reactiviteit op farmacologische be-
Invloeding,

Met dextran geperfundeerde nieren zijn in staat om thy-
roxine in triiodothyronine te metaboliseren (Adlkofer
e.a,, 1977).

De fracticonele natrium reabsorptie ligt bij toepassing
van zowel dextran als haemaccel lager dan bij albumine
(Franke e.a., 1971). Ook neemt de kaliumuitscheiding toe
(Schurek e.a., 1975).

Samenvattend kunnen wij vaststellen dat dextran een
bruikbaar colloId is bij perfusie tot maximaal dertig
minuten zonder recirculatie. Bij een perfusie van lange-
re duur en het optreden van recirculatie heeft albumine

de voorkeur.

D-glucose wordt het meest als substraat gebruikt; dit
zorgt voor een optimale glomerulaire filtratiesnelheid
(Ross e.a., 1973) en fractionele natriumreabsorptie
{(Trimble en Bowman, 1973). Pyruvaat wordt gebruikt om
via de mitochondri&n de cellulaire ademhaling te stimule-~
ren (Huland e.a., 1972). Acetaat, pyruvaat, lactaat en
glutamaat verbeteren de natriuvmreabscrptie (Schurek
e.a., 1975).



HCOFrDSTUK ITT

HET RENINE-ANGIOTENSINE SYSTEEM

3.1. Inleiding

In dit hoofdstuk wordt ingegaan op de literatuurgegevens
betreffende localisatie en werking van het renine, waar-
onder het inactief renine. De mogelijke betekenis wan
renine-achtige enzymen die buiten de nier zijn gevonden
zoals in speekselklieren, uterus, placenta en hersenen,
alsmede van het renine in de vaatwand, wordt buiten be-

schouwing gelaten.

3.1.1. Lgcalisatie van het renine

Bet renine wordt geproduceerd in de Jjuxtaglomerulaire
cellen van de nier. Ruyter beschreef reeds in 192% een
celstructuur gelocaliseerd in de wand van de afferente
arteriole van de glomerulus, maar aan de betekenis van
deze ontdekking werd aanvankelijk wvoorbijgegaan. Goor-
maghtigh (1939) veronderstelde dat het renine in deze
Juxtaglomerulaire cellen wordt geproduceerd. Juxtaglome-—
rulaire cellen ziijn gemodificeerde gladde spiercellen en
bevatten keorrels die lichtmicroscopisch zichtbaar zijn
{Goormaghtigh, 1939; Edélman en Hartroft, 1961; Hartroft
en Hartroft, 1961; Barajas, 1981). Immunochemisch onder-
zoek bevestigde de aanwezigheid wvan renine in de juxta-
glomerulaire cellen {Edelman en Hartroft, 1961; Faarup,
1968; Cock, 1971:; Celic en Inagami, 1981; Taugner en
Hackenthal, 1981; Taugner e.a., 1882}. De juxtaglomeru-
laire cellen zijn een deel van het zogenaamde juxtaglo=-

merulaire apparaat (fig. 3.1}, dat verder bestaat uit:

1. de afferente en efferente arterioclae van de glomeru-
laire vaatpool

2, de macula densa

3. de Goormaghtigh cellen, die ook wel het

extragiomerulaire mesangium genocemd worden.
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goormaghtigh cells

glomerulus

adrenergic

fibers

macula densa

\, { distal tubule )

efferent vessel

juxtaglomerular cells

afferent vessel

Fig. 3.1 Het juxtaglomerulaire apparaat.

De juxtaglomerulaire cellen bevinden zich vocrnameliik
in de media wvan de afferente arteriole (Goormaghtigh,
1939; Edelman en Hartroft, 1%61; Hartreft en EHartroft,
1961; Barajas en Latta, 1963; Cock, 1971; Faraggiana
e.,a., 1981; Taugner en Hackenthal, 1981) maar cok in de
wand van de efferente artericle is renine aangetoond
{(Barajas en Latta, 1963; Faarup, 1968; BRarajas, 1981;
Celic en Inagami, 1981; Taugner e.a., 1982). De macula
densa is een deel wvan de distale tubulus dat in npauw
contact staat met het juxtaglomerulaire apparaat bij de
hilus wvan de glomerulus (Barajas en Latta, 1963, 1967).
Lichtmicroscopisch zijn deze cellen hoger dan die in het
overige deel van de tubulus, liggen de kernen dicht bij
elkaar (wazaraan deze structuur zijn naam ontleend) en is
het Golgi apparaat excentrisch gelocaliseerd (Barajas en
Latta, 1963; Barajas, 198l). Tussen afferente en effe-
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rente arteriole bevinden zich de Goormaghtigh cellen
{het extraglomerulaire mesangium). Bij electronenmicros-
copie bestaat dit gebied uit een netwerk van door een
basaalmembraam van elkaar gescheiden cellen met weinig
cytoplasma en dunne uitlopers die met elkaar verbonden
zijn (Barajas, 1981). De functie van het extraglomeru-
laire mesangium is onduideliik.

De sympathische zenuwen van de nier maken contact met de
juxtaglomerulaire cellen (Barajas, 1964; Hartroft, 1966;
Wagemark e.a., 1968). Hartroft (1966) vond ook aanwij-
zingen voor een sympathische innervatie van de macula
densa. Wagemark e.a. (1968) konden echter met een fluo-
rescentie—techniek g&&n zenuwvezels in de nabijheid van
deze cellen azantonen.

De renineconcentratie is in het buitenste deel wvan de
cortex het hoogst en neemt in medullaire richting af. In
de subcapsulaire buitenste cortex is het reninegehalte
laag (Brown e.a., 1963a, Horiuchi e.a., 1971). Micro-
puncties tonen aan dat de renineactiviteit in het vas
afferens lager is dan in de aorta (Morgan en Davies,
1975). Op grond hiervan wordt verondersteld dat renine
ook in het interstitium wordt uitgescheiden. De waarne-
ming dat de renineconcentratie in nierlymfe 10 x hoger
is dan in wveneus bloed (Lever en Peart, 1962; Horky
e.a., 1971) leidde tot de veronderstelling dat naast een
effect van renine op de circulatie in het algemeen, er
ook sprake is van een locale werking van het renine-an-
giotensine systeem in de nier. Hierop wordt in hoofdstuk
3.3, nader ingegaan.

Renine is een proteolytisch enzym dat in twee vormen in
het plasma van de mens wordt gevonden: het actief renine
en het inactief renine (zie 3.1.3.).

Het moleculair gewicht wvan het actief renine in het
plasma is 51.000 dalton. Bij isoelectrisch onderzoek
blijkt dat het actief renine uit een wviertal verschil-
lende componenten hestaat (Chang e.,a,, 1981). Het actief

renine in de nier van de mens heeft een moleculair ge-
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wicht van 44.000 dalton (Chang e.a., 1981; Kawamura e.,a.
1982). De structuur van het reninemolecuul is nog niet
geheel bekend., De halfwaarde-tijd van renine is kort,
slechts 15 tot 20 minuten (Ziegler en Gross, 1963).
Aanvankelijk werd verondersteld dat de nier een rol
speelt bij het metabclisme van renine (Houssay e.a.,
1942}. Later onderzoek spreekt dit tegen, Na nephrecto-
mie is de halfwaarde-tijd van renine niet veranderd
(Schaechtelin e.a., 19%64). Ook de pressor respons na
injectie van renine in de arteria renalis of vena femo-
ralis is identiek (Blaguier e.a., 1962). De afbraak wvan
renine wvindt voornamelijk plaats in de lever, dit is
dierexperimenteel (Haecox e.a., 1967) en bij de mens
aangetoond (Christlieb e.a., 1968). Echter ook na hepa-
tectomie daalt de renineconcentratie, zodat elders in
het 1lichaam renine wordt afgebroken. In anhepatische,
anephrische honden werd geen extractie wvan renine ge-
vonden door long, splanchnicusvasculatuur, milt, onder-
ste extremiteiten of kop. Hieruit concludeerden Fagard
e.a,, (1973) dat extractie of inactivatie wvan xrenine
door het weefsel in het algmeen plaatsvindt, Renine
werkt in op zijn substraat, het angiotensinogeen, eesn
az—globuline, dat gesynthetigeerd wordt in de lever.
Door de inwerking op het reninesubstraat (zie figuur
3.2.) treedt splitsing op wan 2 leucine eenheden op de
plaatsen 10 en 11, waardoor de decapeptide angiotensine

I wordt gevormd.
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Angiotensinogeen NHZ—Asp—Arg—Ual—TyraIle—His—Pro—Phe—His-Leu—Leu—P
RENINE
Angiotensine I NHZ—Asp—Arg—Ual—Tyr—lle~His«PrG-PhewHis—Leu—CDDH

"CONVERTING ENZYME"

Angiotensine II NHznAsp—Arg_Ual—Tyr—I1e-His—Pro-Phe-CODH

AMINOPEPTIDASE

Angiotensine III NHZ—Arg—Val~Tyr-Ile«Hiswpro—Phe—CODH

Fig. 3.2 Het renine-angiotensine systeem.

Door inwerking van het converting enzyme wordt angiloten-
sine I omgezet in angiotensine II. Angioctensine II is
voor zover bekend de krachtigste vasoconstrictoir werken-
de stof die in het lichaam voorkomt, tevens stimuleert
het de aldosteronsecretie (Genest e.a., 1960; Laragh
e.a. 1960; Peart e.a., 1975; Skeggs e.a., 1976). Angio-
tensine II heeft ook een modulerende invloed op de neu-
rotransmissie ({(Zimmerman, 1981}, mogelijk op zowel pre-
als postsynaptisch niveau (De Jonge e.a., 1981l; 198%Z;
Antonnacio en Kerwin, 1981).

Via specifieke peptide receptoren die aanwezig zijn op
het oppervlak wvan het Juxtaglomerulaire apparaat werkt
angiotensine II remmend op de renine afgifte {negatieve
feedback) (Genest e.a., 1965; Bunag e.a., 1967; Shade
e.a., 1973; Vandongen e.a., 1974a; Park e.a., 1981).

Docr inwerking van aminopeptidasen wordt uit angiotensi-
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ne II de heptapeptide angiotensine III gevormd. Angioten—
sine IITI heeft een stimulerende invleced op de aldosteron-—
secretie (Blair- West e.a., 1971), hoewel de betekenis
hiervan in vivo onzeker is, Angiotensine III wordt door

aminopeptidasen afgebroken tot inactieve metabolieten.

De omzetting van angiotensine I in angiotensine IT dcor
het converting enzyme verloopt snel. Injectie van angio-
tensine I in een dier waaruit de nieren verﬁijderd ziin,
veroecrzaakt een snelle drukstijging, wvergelijkbaar met
injectie van sen eguimoclaire hoeveelheid angiotensine IT
(Skeggs e.a., 1967}.

De long beschikt over een hoge concentratie converting
enzyme activiteit (Caldwell e.a., 1970; Oparil e.a.,
1970; ). Ook in geisoleerde zoogdierlongen die door mid-
del wvan een perfusievloelstof doorstroomd werden was
converting enzyme activiteit aanwezig (Ryan e.a., 1970).
De omzetting van angiotensine I in angiotensine II wvindt
dan ook vermecedelijk in de long plaats (Ng en Vane,
1967). Infusie van reninesubstraat in de geisoleerde
rattenier veroorzaakt vasoconstrictie. Gelijktijdige in-
fusie van een remmer van het converting enzyme voorkomt
deze respons. Dit bewijst de aanwezigheid wvan het con-
verting enzyme in de nier (Davalos e.a., 1978; Casellas
e.a., 19%80; Chiba e,a., 1982). 0ok anderen vinden een
bewijs voor converting enzyme activiteit in de nier
(Disalvo e.a., 1971; Granger e.a., 1972; Ward e.a.,
1975; Caldwell e.a., 1976). Verder is converting enzyme
activiteit aangetoond in de lever (Disalvo e.a., 1973;
Caldwell e.a., 1976) en in de vaatwand (Kreye en Gross,
1971). ©Cok in plasma is het converting enzyme aanwezig
(Yang en Erdds, 1967). Naast de omzetting van angiotensi-
ne I in angiotensine II speelt het converting enzyme een
rol bij de afbraak van kininen. EHet bradykinine, een
peptide met een vaatverwijdende werking, wordt afgebroken
door kininase I en kininase II (Erdds en Sloane, 1962;
Yang en Erdds, 1967). Bewezen is dat het enzym kininase

IT identiek is aan het converting enzyme (Erdds, 1877).
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3.1.3. Het_inactief renine

In de circulatie wordt ock een inactieve vorm van renine
gevonden, decor verschillende groepen aangeduid als inac-
tief renine of prorenine. Het inactief renine kan op
verschillende manieren worden geactiveerd. Lumbers
{1971) toonde als eerste de activering van renine aan.
Dialyse van amnionvloeistcf bij een pH van 3.3 en daarna
bkij een pH van 7.4 tocnde een hogere renineconcentratie
dan amnionvloeistof gedialyseerd bij een pH boven 4.0,
Activatie wvan een inactieve reninevorm werd veronder-—
steld, Daarna hebben diverse groepen een toename van de
renineconcentratie in amnionvloeistof en menselijk plas-
ma aangetoond na bklootstelling aan een pH tussen 3.0 en
3.3, gevolgd door dialyse bij een neutrale pH of hoger
(Derkx e.a., 1976, 1979z, 1979b; Boyd, 1977; Shulkes
e,a., 1978).

Andere manieren van renine-activatie ziin: temperatuur-
verlaging tot =-5°C gedurende drie tot vier dagen bij een
pH van 7.4 (Sealey e.a., 1976) en de inwerking van prote-
olytische enzymen o.a. trypsine (Cooper e.a., 1974; Derkx
e,a., 1979%), pepsine (Shulkes e.a., 1978), kallikreine
{(Derkx e.a., 1979%9a,- 197%k) en plasmine (Derkx e.a.,
1979a, 1979b).

Het moleculairgewicht wvan het inactief renine is lager
in de nier (51.000 dalton}) dan in het perifere bloced
(56.000 dalton). Zowel het inactief renine in het plasma
als in de nier bestaat bij iscelectrisch onderzoek uit
vijf componenten {Chang e.a., 1981},

Derkx e.a., (1976} vonden bij patidnten met renovasculai-
re hypertensie in de vena renalis (aan de zijde van de
stenose) een hogere concentratie inactief renine dan in
het perifere bloed. Zij concludeerden dan ook dat inac=~
tief renine door de nier in de bloedbaan wordt uitge-
scheiden. Wanneer men de concentratie inactief renine in
arteria en vena renalis bepaalt bij patiénten met reno-
vasculaire Thypertensie, is het volgens Sealey e.a.
(1982) wvaker uitzondering dan regel dat een verschil
wordt aangetroffen.
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Atlas e.a. (1980} vonden bij perfusie wvan menselijke
nieren inactief renine in de uitstroomvloceistof. Bij
deze onderzoekingen werd tevens de lymfe opgevangen,
Sealey e.a. {1982) veronderstelden dat het inactief
renine niet rechtstreeks door de nier in de bloedbaan
wordt uitgescheiden, maar in het interstitjum en via de
iymfe in de circulatie komt.

Onderzeoekingen in gelIsoleerde rattenieren steunen de
veronderstelling dat het inactief renine niet recht-
streeks uit de nier in de bloedbaan vrijkomt, aangezien

inactief renine niet in de perfusievloeistof wordt aan-

getroffen (Vandongen e.a., 1977; WNakane e.a., 1979,
1980b}) .
In de nier van de rat (Morris e.a., 1976; Gillies e.a.,

1980) wordt =zoals bij de mens (Atlas e.a., 1980; Chang
e,a,, 1981; Kawamura e.a., 1982) inactief renine gevon-
den,

In een dierexperiment vonden De Senarclens e.a. (1977}
door acidificatie te activeren renine in de juxtaglome-
rulaire cel. 2ij stimuleerden het renine angictensine
systeem door bilaterale adrenalectomie en zoutdepletie.
Wanneer in deze toestand de juxtagliomerulaire cellen e-
lectronen-microscopisch werden onderzocht, bevatten zij
weinig korrels, hetgeen verklaard werd door een versneld
vrijkomen van renine. Toediening van desoxycorticosteron-
acetaat (DOCA} en zoutbelasting deed nieuwe korrels ver-
schijnen. Deze korrels bleken een reninevorm te bevatten
die door acidificatie kon worden geactiveerd. De Senar-
clens c.s. veronderstelden met een voorloper van het re-
nine te maken te hebben of een aan eiwit gebonden vorm.
Inactief renine wordt ook in het plasma van de rat aan-
getroffen en kan door acidificatie (Vandongen e.a.,
1977} of trypsine (Morris e.a., 1976; Barrett e.a.,
1982; Glorisoso e.a., 1983) worden geactiveerd. De
Keyzer e.a., {1982) vonden geen inactief renine in het
plasma van de rat. Bij dit onderzoek werden de ratten
gedood door decapitatie, in tegenstelling tot bij het
onderzoek van Vandongen en Morris c.s.. Bchter, zowel

Barrett c.s. als Gloricso c¢.s. pasten decapitatie toe,
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maar troffen wel inactief renine in het plasma van de
rat aan.

De rol van het inactief renine is nog onduidelijk. Alle
beschikbare gegevens overziende, concludeert Leckie
{1981) dat er geen bewijs bestaat dat circulerend inac-
tief renine een belangrijke voorloper is van circulerend
actief renine. Activatie op locaal niveau deor inwerking
van kallikreine of plasmine {(zcals in vitro) is een hy=-
pothetische mogelijkheid.

Sealey e.a. (1982) zien als mogelijkheden:

~ het inactief renine heeft na secretie in de
circulatie geen specifieke functie

- het inactief renine is een transpeortvorm van
{actief) renine en kan gemakkelijker de cel-

nenbraam passeren dan de actieve vorm.

De secretie van het renine

Verondersteld wordt dat een drietzl intrarenale recepto-
ren de reninesecretie beInvloeden.
Dit zijn: &a. barcreceptor

b. macula densa

c. adrenerge receptoren

Tobian e.a. (1959) veronderstelden een roil voor de per-—
fusiedruk bij de regulatie van de reninesecretie, Na
stiiging van de perfusiedruk werd een afname van de gra-
nulatie van juxtaglomerulaire cellen gevonden. 2Zij ver-
klaaréen dit door aan te nemen dat deze cellen als rek-
receptor fungeren die de reninesecretle reguleren afhan-
kelijk van de rek. De afname in juxtaglomerulaire cel
granulatie kon echter mede verklaard worden door tevens
optredende veranderingen in nierdocrbleoeding en glomeru-
laire filtratiesnelheid. Skinner e.a. (1963, 1964) deden
experimenten waarbij aortaconstrictie werd toegepast.

Bij verlaging van de arterié&le druk steeg de reninesecre-



-20-

tie. De polisdruk had overigens geen invloed op de secre-
tie van het renine. BAangezien aortaconstrictie ook de
uitscheiding van natrium beinvloedt, valt niet uit te
gluiten dat deze resultaten gedeeltelijk docr een effect
op de macula densa worden bepaald. Om dit te vermijden,
pasten Blaine e.a. (1971) een zcgenaamd "non-filtering
kidney" model toe. In een dergelijk model is de macula
densa niet functioneel. Tevens had in deze experimenten
denervatie van de nier en adrenalectomie plaats gevonden.

Zowel bij wverbloeden als na suprarenale aortaconsirictie

vonden zij een stijging van de reninesecretie. De stij-

ging wvan de reninesecretie kon worden geblokkeerd door
uitschakelen van de vaatrespons door papaverine (Witty

e.a., 1971).

Hoewel in de literatuur de rol van de baroreceptor op de

reninesecretie algemeen wordt onderkend, 1is de aard wvan

het signaal dcor deze receptor ontvangen niet geheel
duidelijk.

Vander {19%67) veronderstelde als mogelijkheden:

1. De arterié&le bloeddruk.

Een verandering in de arteriéle bloeddruk zal paral-
lelle veranderingen in de intra-vasculaire druk wvan
de afferente arteriole, transmurale druk en wandspan-
ning vercorzaken. Dit is echter niet altijd het geval
omdat veranderingen in de arteri&le druk kunnen wor-
den versterkt of gedempt ter plaatse van de granu-—
laire cellen door actieve veranderingen in de tonus
van de afferente arteriole.

2, De actieve afferente arteriolaire vaattonus. De druk
ter hoogte wvan de granulaire cellen wordt voor een
groot deel beinvloed door de activitelt van de gladde
spieren in de wand van de afferente arteriole.
Wanneer (bijvoorbeeld bhij zoutonthouding) een toegeno-
men reninesecretie niet wordt vergezeld van een ver-
laagde arteriéle druk is dit niet in tegenspraak met
de baroreceptortheorie, omdat het de mogelijke veran-
deringen in afferente arteriolaire tonus negeert, De
vaattonus kan beinvlced worden door sympathische sti-

muli, zngiotensine en vasodilatoren.
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3. De renale interstiti&le druk.
Onder fysiologische omstandigheden is de renale in-
terstiti&le druk relatief constant en zal de transmu-
rale drukgradiént direct varigren met de intravascu=-
laire druk. Bij vele experimentele modellen die wvoor
de bestudering wvan de reninesecretie gebruikt worden
(zoazls osmotische diurese, ureter-afsluiting, nier-
vene-afsluiting e.d.) stijgt de interstiti&le druk en

wordt daardoor de transmurale druk verlaagd.

Wanneer het bovenstaande vertaald wordt in veranderingen
in de niervaatweerstand, kan worden gesteld dat volgens
de literatuur zowel vasodilatatie als vasoconstrictie de
reninesecretie kan stimuleren.

Skinner e.a. (1964} vonden een stijging van de reninese-
cretie bij suprarenale acrtaconstrictie zonder verande-
ringen in totale nierdoorbloeding; afferente artericlai=
re dilatatie was dus aanwezig in combinatie met een toe-
genomen reninesecretie. Ook Gutmann e.a. (1973) komen na
onderzoek wvan honden met een nierarteriestenose en hy-
pertensie tot de conclusie dat wvasodilatatie gepaard
gaat met een gestegen reninesecretie, hetgeen in over-
eenstemming is met de resultaten van Gotshall e.a.

{1973} in een gedenerveerde "non-filtering kidney".

Anderen menen dat vasoconstrictie de stimulus veor de
reninesecretie is. Witty e.a. (1972} pasten constrictie
van de vena .cava inferior tce om de reninesecretie bij
honden te stimuleren. Bij normale en "non-filtering
kidneys"” deed papaverine infusie de reninesecretie af-
nemen in combinatie met een toegenomen doorstroming.
Wanneer in de geisoleerde rattenier de perfusiedruk
constant wordt gehouden, wverocrzaakt vasodilatiatie een
suppressie van de reninesecretie (Fray, 1976). Waar-~
schijnlijk is de reninesecretie meer afhankelijk wvan de
wandspanning in het was afferens dan van de diameter
{Davis, 1973}).

Fray (1976) veronderstelde dat vasodilatatie, tesamen

met een hoge perfusiedruk, de rek wvan de wand van de
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afferente arteriole doet toenemen en zo de reninesecre-—
tie supprimeert. Daartegencver zou door vasoconstrictie
en lage perfusiedruk de rek afnemen, gevolgd door stij-
ging van de reninesecretie. De reninesecretie zou gevoe-
lig zijn voor veranderingen in de verhouding tussen
binnenste en buitenste omtrek van de afferente arterio-
le. Fray veronderstelde dat bij het stimulerende effect
van een verlaagde perfusiedruk op de reninesecretie,
hyperpolarisatie van de juxtaglomerulaire celmembraam en
een veranderde calciumconcentratie in het cytoplasma be-
trokken zijn. Een depolariserende kaliumconcentratie van
de perfusievloeistof ging het stimulerende effect wvan
hypotensie en renale vasoconstrictie tegen (Fray, 1978).

Een verlaagde perfusiedruk stimuleerde de reninesecretie
alleen dan, wanneer calcium aanwezig was in de perfusie-
viceistof en was bij een hogere calcium concentratie
minder effectief (Fray en Park, 1979). Daarentegen had
een hoge perfusiedruk slechts dan een remmend effect
wanneer calcium in de extracellulaire vloceistof aanwezig
was, maar stimuleerde de reninesecretie als calcium af-
wezig was {Pray en Park, 1979). Fray concludeert hieruit
dat er een sleutelrol is weggelegd wveoor het calciumion
bij de bemiddeling van de reninesecretie door de barore-

ceptor.

3.2.2. Dg macula densa en de reninesecretie

Gezien de anatomische ligging wvan de macula densa ten
opzichte van de juxtaglomerulaire cellen, ligt het voor
de hand te veronderstellen dat er een fuctionele relatie
kan bestaan. In de macula densa wordt over het algemeen
geen {(Faarup, 1968, 1971; Celio en ZInagami, 1981;
Tzugner en Hackenthal, 1981; Taugner e.a., 1982} of een

geringe hoeveelheid renine gevonden (Murlow, 1876).

Over het mechanisme waarlangs de macula densa de renine-
secretie beinvlcedt, bestaat geen eenstemmigheid. In de
literatuur staan een tweetal theorie&n tegenover elkaar.

vVander en Miller {(1964) menen dat een afgenomen natrium-

concentratie ter plaatse van de macula densa de renine-
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secretie stimuleert. Anatomische steun voor deze hypothe-
se komt van Barajas (1962, 1971) die aantoonde dat bij
de rat de macula densa nauwer verbonden is met de mesan-
giale cellen van de efferente artericle dan met de affe-
rente arteriole, Hij veronderstelde dat de mate van con-
tact tussen macula densa en afferente artericle bepaald
wordt door de natriumconcentratie in de macula en het
velume van de tubulus. Een verminderde natriumconcentra-
tie ter plaatse zou het contact tussen macula densa en
juxtaglomerulaire cellen doen verminderen met als gevelg

een stiiging van de reninesecretie.

Lijnrecht hiertegenover staat de theorie opgesteld door
Thurau en medewerkers (1967). Deze veronderstellen dat
de reninesecretie gestimuleerd wordt door een toegenomen
natriumconcentratie. Deze hypothese berust op onderzcek
op basis wvan micropuncties, waarbij retrograad zout in-
gebracht werd in de distale tubulus., Injectie van hyper-
tone en isotone zoutoplossing verocrzaakte een afname
van de diameter van de proximale tubulus, waarschijnliijk
door een daling van de glomerulaire filtratiesnelheid.
Retrograde injectie wvan een hypotcne zoutoplossing ver-
oorzaakte deze verandering niet. Ock was de reactie ge-
ring of afwezig wanneer de nier weinig renine bevatte.
Thurau en medewerkers veronderstelden dat de gebeurtenis-
sen als volgt zoudern verlopen:

Tengevolge wvan een toegenomen natriumconcentratie ter
plaatse van de macula densa stijgt de secretie van reni-
ne; hierdoor vindt vorming wvan angiotensine II plaats;
gevolgd door afferente vasoconstrictie, wverminderde glo-
merulaire filtratiesnelheid waardoor de proximale tubu-
lus ccllabeert,

Thurau e.a. (1%82) herhaalden deze experimenten waarbij
de renine activiteit wvan de Jjuxtaglomerulaire cellen
werd gemeten. Een toename van de natriumconcentratie ter
plaatse.van de macula densa (door zcutinfusie) deed de
renine— activiteit stijgen. Toevoeging van amiloride aan
de zcutoplossing ging deze stijging tegen. Een zoutloze

oplossing beiInvloedde de renine-activiteit niet. De re-
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nine-activiteit nam niet toe wanneer de zoutcplossing
werd geinfundeerd in tubuli van dieren voorbehandeld met
een natriumrijk dieet. Deze resultaten zijn in overeen-

stemming met de oorspronkelijke hypothese.

Deze hypothese leek aanvankelijk te worden gesteund door
onderzoekingen waarbij diuretica werden toegediend.
Meyer e.a. {1968) gaven konijnen furcsemide waardoor een
stijging van de plasma renine-activiteit optrad. Wanneer
de geprcduceerde urine opnieuw werd geinfundeerd werd de
toegenocmen reninesecretie niet belnvleced, ondanks ge-
lijkblijven wvan bloeddruk, natriumconcentratie wvan het
plasma en plasmavolume. 2Zi3j concludeerden dat een intra-
renaal mechanisme verantwoordelijk was voor de gestegen
reninesecretie, mogelijk vercorzaakt door een verhoging
van de intratubulaire natriumconcentratie. Ook Cocke
e.a. (1970) wveronderstelden dat een toegenomen natrium-
concentratie in de tubulus de reninesecretie stimuleert.
Etacrynezuur, een remmer van de natriumreabsorptie in
het ascenderende deel van de lus van EHenle, vercorzaakte
binnen vijf minuten na intraveneuze tcediening een ver-
hoogde reninesecretie, terwijl door reinfusie wvan urine
in de vena femoralis het velume op peil werd gehouden.
Wanneer tijdens ureterafsluiting {wat een toename van de
reninesecretie veroorzaakt) etacrynezuur werd toegediend,
vond geen reactieve stijging van de reninesecretie
plaats. Na opheffen wvan de afsluiting steeg de renine-
secretie binnen vijf minuten.

Contrdlewaarnemingen, waarbij geen etacrynezuur wexrd
toegediend, lieten een snelle daling zien van de renine-
secretie na opheffen van de afsluiting.

Chlorothiazide werkt op het distale deel van het nephron
en weinig op de lus van Henle en is daardoor minder ef-
fectief proximaal ter plaatse wvan de macula densa.
Toediening van chlorothigzide met gelijktijdige reilnfu-
sie van de urine beinvloedde de reninesecretie niet.

De uitkomsten wvan de onderzoekingen van Meyer e.a.
(1968) en Cooke e.a. (1970} kunnen niet als steun voor

de hypothese van Thurau worden beschouwd, aangezien zij
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verklaard worden door een directe stimulerende invloed
van de diuretica. Etacrynezuur stimuleert de reninesecre-
tie van niercoupes {Baumbach e.a., 1976). In de geiso-
leerde rattenier vond Vandongen (1977) aanwijzingen voor
een rechtstreeks effect van furosemide op de juxtaglome-—

rulaire cel.

Gottschalk en Leyssac (1968) opperden de gedachte dat de
door Thurau c.s. waargenomen collaps (corspronkelijke
verklaard door de toegenomen renineproductie} verklaard
zou kunnen worden door lekkage van tubulusvloeistof uit
proximale punctieplaatsen waar dJde gebruikte kleurstof

was ingebracht.

Bij het overzien van de literatuurgegevens kan men vast-
stellen dat er veel aanwijzingen bestaan voor ondersteu-
ning wvan de oorspronkelijke theorie wvan Vander en
Miller, Freeman e.a. (1974) klemden bij honden de ureter
af in combinatie met toediening van diuretica. Ureter-
afklemming veroorzaakte stijging van de reninesecretie
en van de renine-activiteit in het veneuze bloed. Dit
werd ock door andere: auteurs gevonden (Cooke e.a., 1%70;
Kaloyanides e.a., 1973). Wanneer etacrynezuur in deze
gituatie werd tocegediend, stegen de reninesecretie en de
veneuze renine-—activiteit niet wverder. Werd de stop in
de ureter opgeheven na toediening van etacrynezuur dan
bleef de reninesecretie aanvankelijk onveranderd en nam
daarna af. De renine-activiteit wvan het veneuze bleoed
veranderde niet na opheffen van de obstructie. De daling
van de reninesecretie ging gepaard met een sterke toene-
ming van de natriumconcentratie in de urine. De auteurs
veronderstelden dat de natriumrijke tubulusvloeistof ook
de macula densa passeerde en dat deze bevindingen in
overeenstemming zijn met de hypothese van Vander en
Miller. Ock Di Bona (1971) meent hiervoor steun te vin-
den. Onderzocht werd het effect van ureterafklemming na
infusie van mannitol. Een daling van de natriumconcentra-
tie van de distale tubulusvlceistof ging gepaard met een

stiiging van de reninesecretie. Nash e.a. (1968} veron-
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derstellen dat veranderingen in het natriumtransport

over de macula densa de reninesecretie reguleren.

3.2.3. Het autonome zenuwstelsel en de renine-

De anatomie wvan het Juxtaglomerulaire apparaat wiist op
een functicnele relatie tussen sympathisch zenuwstelsel
en reninesecretie. Een aantal onderzoekers toonden aan
dat de sympathische zenuwen in de nier contact maken met
juxtaglomerulaire cellen (Barajas, 19264; Hartroft, 1966;
Wagemark e.a., 1968). Hartroft (1966) vond ook aanwij-
zingen voor een sympathische innervatie van de macula
densa. Wagemark e.a. (1968) troffen echter geen fluores-
cerende zenuwvezels in de nabijheid van deze cellen aan.
Directe electrische prikkeling van de zenuwvezels ter
plaatse van de wvaatpool van de nier vercorzaakt een
stijging van de reninesecretie. Afhankelijk van de ge-
bruikte frequentie treedt tevens ecen vaatreactie op
{Ammons e.a., 1982). Wanneer men zulk een prikkel toe-
dient bij een "non-filtering® niermodel, met remming van
de wvaatreactie door middel van papaverine, wordt tevens
een stijging van de reninesecretie waargenomen (Jeohnson
e.a., 1971). Dit wijst erop dat adrenerge prikkels zonder
tussgenkomst van macula densa en vaattonus de reninesecre-
tie kunnen doen stijgen.

Infusie van noradrenaline, adrenaline en isoprenzaline in
een niet vasocactieve dosering, stimuleert de reninesecre-
tie in de gelsoleerde rattenier (Vandongen, 19753).
Wanneer men niercoupes incubeert in aanwezigheid van
adrenaline of noradrenaline wordt een stijging wvan de
reninesecretie waargenomen (Aoi e.a., 1974; Johns e.a.,
1975; Lopez e.a., 1978; Park en Malvin, 1978; EKhayat
e.a., 198l). Bij de mens vonden Gordon e.a. {(1967) na
infusie wvan noradrenaline en adrenaline een toename van
de plasma renine-activiteit. Ook de "cold pressor test";
opstaan en zoutdepletie deden het renine stijgen.
Daarnaast steeg zowel na opstaan als na zoutdepletie de

catecholamine excretie in de urine.
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Chronische denervatie wvan de nier leidt tot een vermin-
derde intrarenale renineconcentratie (Taguini e.a.,
1964; Tobian, 1964). Door zoutdepletie laat de renine-
sacretie zich in deze situatie slechts weinig {(Brubacher
en Vander, 1968) of in het geheel niet (Mogil e.a.,
196%9) stimuleren.

Na niertransplantatie (en daardoor onderbreking van de
sympathische innervatie) is de reninesecretie, geprovo-
ceerd door kiepproeven, verminderd {(Cunningham e.a.,
1981).

Bovenstaande resultaten tonen een functionele relatie
aan tussen sympathisch zenuwstelsel en reninesecretie.
In de literatuur wordt de stimulerende rol wvan de
B-receptor op de reninesecretle algemeen erkend. Omtrent
de rol wvan de o-receptor bestaat een grote mate wvan

onzekerheid.

3.2.3.1. De B-receptor en de reninesecretie

De literatuur wijst eenstemmig in de richting wvan een
stimuilerende invloed van f-agonisten op de reninesecre-—
tie. fZowel bij de mens (Winer e.a., 196%; Leenen e.a.,
1975; Jchnson e.a., 1976 a, b; Kopp e.a., 1881} als in
geisoleerde rattenieren {Vandongen e.a., 1973; Vandongen
en Peart, 1974a, 1974b; Vandongen, 1975a; Strang, 1978;
Nakane e.a., 1980a} en niercelsuspensies wordt dit ge-
vonden {(Johns e.,a., 18%75).

Controversen bestaan nog steeds rond de vraag welke
B-receptoren veoor dit effect verantwoordelijk ziin.
Johnsens e.a. (1976a) vonden na toediening van salbuta-
mol en isoprenaline bi) vrijwilligers dat de stijging
van de reninesecretie door practolol werd geremd. Zij
concludeerden tot het bestaan van een rol van de Bl-re-
ceptor bij de regulatie van de reninesecretie. Infusie
van de Bl-agonist prenalterol stimuleert de reninesecre-
tie {(Kopp e.a., 1981b). Desaulles e.a. {1978) komen in
niercoupes tot eenzelfde conclusie. Amery e.a. meldden
in 1974, dat na toediening van een selectieve Bl-blokke-

rende stof (atenolel}, stimulatie door een kiepproef
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geen verandering in de basale reninesecretie tot gevolg
had. Zij meenden aanvankelijk dan ook dat de R2~receptor
de reninesecretie bemiddelde. In 1976 (Amery e.a., 1976)
werd dit teruggetrokken, daar bij verandering van de re-
ninebepaling (bepaling van het actieve renine in plaats
van de totale concentratie), wel degelijk een daling
werd waargencmen onder Bl-blokkade. Weber e.a. (1974)
kwamen na het bestuderen van de effecten van verschillen-
de B-blokkerende stoffen op de reninesecretie in combina-—
tie met isoproterencl infusie tot een voorkeur voor de
B2~receptor. Biihler e.,a. (197%) %komen na toediening van
verschillende B~blokkerende stoffen onder basale omstan-
digheden en na ergometrisch onderzoek tot de conclusie
dat geen onderscheid kan worden gemaakt tussen de rol
van respectievelijk de gl- en R2-receptor, een mening
die door Salvetti e.a. (1978) wordt gedeeld.

Voor deze controversen zijn wverschillende ocrzaken aan
te wijzen. De meeste onderzoekers bestudeerden de in-
vlced van selectieve B-blokkerende stoffen na het geven
van non-selectieve stimuli, waarbij geen inzicht ont-
staat in de reactie op toediening van selectieve R-stimu-
li. Paarnaast ziin bij in vivo onderzosk de algemene en
renale effecten wvan B-blckkerende farmaca niet goed te
onderscheiden.

Derkx e.a. (1976} vonden tijdens behandeling met propra-
nolol sen daling van het actieve renine en een toeneming
van de inactieve vorm, Wanneer men bij] de dialyse een pH
lager dan 4,0 gebruikt wordt de totale renine-activiteit
gemeten. Dit geeft verkeerde resultaten zcals bij het
onderzoek wvan Amery c.s. (1974, 1976) werd aangetoond.
Rij onderzoek naar de effecten wvan B-blokkers op de re=
ninesecretie mag daarom bij de bepaling geen renine-acti-

vatie optreden.

De geisoleerde nier Lijkt bij uiltstek het model te zijn
om antwoord te vinden op de vraag hoe de B-receptor die
zich op de juxtaglomerulaire cel bevindt, te classifice-
ren is, Nakane e.a. (1980a) infundeerden in de geisoleer-

de rattenier isoproterenol en salbutamcl. Dit leidde tot
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een stijging van de reninesecretiedie.noch door propranc-
lol (Bl- en B2-blockkade), noch door acebutolol {Bl-blok-
kade) te onderdrukken viel. Zij concludeerden hieruit dat
de renale B-receptoren, voor zover zij betrokken zijn bij
de reninesecretie, op een farmacclogische basis tot nog
toe niet verder te differentidren zijn. Men kan zich bij
dit onderzoek afvragen in hoeverre de intrinsieke sympa-
ticomimetische activiteit wvan acebutolecl het resultaat

heeft belInvloed.

3.2.3.2. De g-receptor en de reninesecretie

Iin de literatuur zijn de meningen over de rol wvan de
a~receptor bij de reninesecretie verdeeld. Men kent er
zowel een stimulerende, een supprimerende als een ont-

brekende rol aan toe.

Michelakis en McAllister (1972) onderzochten bij de mens
de invloed van chronische a-receptor blokkade decor mid-
del wvan phenoxybenzamine op de door kiepproeven gestimu-
leerde reninesecretie. Zowel onder basale omstandigheden
als na kiepen werd geen effect van phenoxybenzamine op
het renine gevonden. 2ij veronderstelden daarom dat de
au—receptor geen rol heeft bij de modulatie van de reni-
nesecretie. GCok Johnson e.a. (1976b) zien geen rol voor
de a-receptor, aangezien infusie van phentolamine en phe-
noxybenzamine in een "non-filtering” hondenier de reni-
nesecretie niet beiInvloedde (wel nam de nierdoorbloeding

toe) .

Winer e.a. (196%) stimuleerden de reninesecretie door
toediening van respectievelijk diazoxide, etacrynezuur,
theophyline en doecr houdingsveranderingen. De stijging
van de reninesecretie kon worden voorkomen door zowel
a-blckkade (phentolamine), als B-blokkade (propranolol}.
Derhalve werd een gemeenschappelijke invlced wvan zowel
a- als B-receptoren aangencmen. Deze mening wordt ge-
steund door Leenen e.a. (1975) op ¢grond van de reactie

op toediening van isoproterenol respectievelijk methoxa-
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mine in combinatie met f-blokkade. Fray (1976} verkreeg
soortgelijke uitkomsten in een geisoleerd ratteniermo-
del.

Intraveneuze tcediening wvan propranolcl of intrarenale
a~receptor blckkade kan de door zenuwprikkeling gestimu-
leerde reninesecretie supprimeren {Coote e.a., 1972},
Osborn e.a., (1982) vonden geen effect van prazosine en
phentclamine op de decor laagfrequente zenuwprikkeling
{(waarbii geen vaatreactie optreedt) gestimuleerde reni-
nesecretie door hondenieren. Bij prikkeling met eén ho-
gere freguentie trad vasoconstrictie op met stijging van
de reninesecretie, Zowel de vaatreactie als de toename
van de reninesecretie werd door tcediening van prazosine
of phentolamine voorkomen.

Een niet vasoactieve dosering van de al-agonist methoxa-
mine had geen invlced op de reninesecretie. Een vasoac-
tieve dosis deed de reninesecretie stijgen. Osborn c.s.
concludeerden hieruit dat de toename van de reninesecre-
tie door a-receptor stimulatie niet veroorzaakt wordt
door de aanwezigheid van een dergeliike receptor op de
juxtaglomerulaire cel.

Blair e.a. (1979} vonden bij honden onder narcose dat na
intraveneuze A-blokkade door propranolcl, een intrave-
neus toegediende o-blokkerende stof (phenoxybenzaminej,
de stimulatie van de reninesecretie met ca. 50% deed da-
len. Door middel van een klem op de acrta werd de perfu-
siedruk van de nier constant gehcuden. In een aanvullend
onderzoek met hetzelfde model, werd opnisuw waargencmen
dat el-blokkade (phencxybenzamine en prazosine) de reni-
nesecretie deed dalen wanneer de dieren voorbehandeld
waren met een B-blokkerende stof (Blair, 1281). Aangete-
kend dient te worden dat a-blokkade bij deze experimen-
ten wel een tecegenomen nierdoorbloeding verocorzaakte.
Zonder de voorbehandeling door propranclel had a-blokka-
de (phenoxybenzamine) geen effect op de reninesecretie.
Na denervatie van de nier werd geen supprimerend effect
gevonden van a-blokkade na voorafgaande B-blokkade.
Blair veronderstelde, dat wanneer B-receptoren door

propranolel geblokkeerd worden, de tonische neurale sti-
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mulatie van de reninesecretie door a-receptoren wordt be-

paald.

Naast deze waarnemingen omtrent een verhoogde reninese-
cretie onder invlced van o-adrenerge stimulatie staan
ock onderzoeken die tot een tegencovergestelde conclusie
leiden. Vandongen en Psart (1974b) wvonden in de in situ
geIsoleerde rattenier zanwijzingen voor een remmende rol
van de ua-receptor op de reninesecretie. MNoradrenaline
stimuleerde de reninesecretie alleen dan wanneer gelijk-
tijdig de a-antagonist phenoxybenzamine werd toegediend.
De stimulerende inviced wvan noradrenaline werd groten-
deels vocrkomen door de gelijktijdige infusie wvan pro-
pranolol. Methoxamine {een al-agcnist) deed de reninese-
cretie niet stijgen. De toeneming van de reninesecretie
na f-stimulatie (iscproterenol) werd geremd door methoxa-
mine, De uitkomsten bevestigen de stimulerende invloed
van de B~receptor op de reninesecretie en wijzen op een
remming dcoor al-receptor stimulatie. Het kon niet worden
uitgesloten of de uitkomsten mede door de vaatreactie
{tengevolge van de infusie van de verschillende farmaca)
werd bepaald.

Strang (1978) deed in hetzelfde model onderzoek naar de
rol van de oa-receptor. Een probleem in deze opstelling
was de interindividuele variatie in reninesecretie en de
sterke spontane stijging in het verloop van de perfusie.
De oa-agonist phenylephrine had geen stimulerend of rem-
mend effect op de reninesecretie. Wel had phenylephrine=
een remmende werking op de door isoproterencl gestimu-
leerde reninesecretie, mits de o-agonist tevoren werd
gegeven. Dit werd toegeschreven aan een grotere affini-
teit wvan de juxtaglomerulaire cel voor de #-agonist.
Wanneer door gelijktijdige toediening van dihydralazine
vasoconstrictie werd voorkomen, werd eenzelfde respons
gezien. Het aangrijpingspunt van de oa-agonist werd der-
halve gedefinieerd als een remmende werking van de
a-receptor op de juxtaglomerulaire cel. Pettinger e.a.
{1976) gaven ratten intraperitoneazal clonidine. Zowel de

basale als de gestimuleerde reninesecretie werden ge-
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remd. Op grond van de resultaten van cholinerge blcokkade,
ganglion blokkade en perifere sympathische blokkade werd
vercndersteld dat een perifeer mechanisme in het spel
was. Aangezien oa-blokkade door middel van phentclamine
de suppressie kon verminderen, verconderstelden Pettinger
c.s. dat deze door middel van een intrarenale u-receptor
werd veroorzaakt. In een aanvullend onderzoek {(Graham en
Pettinger, 1979} werd het effect van prazosine en phen-
tolamine onderzocht. Beide farmaca veroorzaakten een van
de dosis afhankelijke daling van de gemiddelde arteriéle
druk, alsmede toename van de hartfrequentie en de plasma
renine—activiteit. Na toediening wvan phentclamine werd
bij een bepaalde mate van bloeddrukdaling, een sterkere
stijging wvan hartfrequentie en plasma renine-activiteit
waargenomen dan na infusie van prazosine het geval was.
Prazosine is een selectieve postsynaptische al-blokkeren-
de stof. Docr phentolamine wordt tevens de remmende in-
vloed wvan de presynaptische oZ-receptor op de neurotrans-
missie opgeheven, hetgeen de sterkere toename wvan hart-
freguentie en reninesecretie (in vergelijking met prazo-
sine infusie) verklaart. Dit onderzoek steunt de veron-
derstelling dat de waZ-receptor een belangrijke invieced
heeft op de secretie van het renine.

Ayers e.a. (1981l) onderzochten het effect van acute en
chronische intrarenale o~ en PB-receptor stimulatie bij
niet genarcotiseerde honden. Tijdens chronische toedie-
ning van noradrenaline verocrzaakte da-blokkade {(phentclia-
mine) een stijging van de reninesecretie. Zij conclu-
deerden op grond daarvan een remmende functie van de
a-receptor met betrekking tot de reninesecretie. Phento-
lamine toediening ging echter gepaard met bloeddrukda-—
ling zodat het niet uitgesloten is dat de baroreceptor
aan dit effect heeft bijgedragen. Pedrinelli e.a. (1981)
vonden na phentolamine toediening in een dosering die
geen bloeddrukdaling of stijging wvan de hartfrequentie
veroorzaakte, een toename van de plasma renine-activi-
teit. Ook dit is in overeenstemming met een remmende

invliced van de a-receptor op de reninesecretie.
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Morganti e.a., (1981) wvonden na infusie van prazosine een
toename wvan de plasma renine-activiteit en een versterk-
te reactie op B-stimulatie., Zij concludeerden dat er een
juxtaglomerulaire al-receptor bestaat, door welke de re-

ninesecretie rechtstreeks weordt geremd,

Bovenstaande, soms tegenstrijdige gegevens maken het
moeilijk de rol van de go-receptor te defini&ren. De
techniek wvan het onderzoek mecet bij de afzonderlijke
uitkomsten kritisch worden beschouwd. Zo kan intraveneu-
ze toediening van a-antagonisten de bloeddruk doen da-
len, met als gevelg een stijging van de reninesecretie.
Daarbij kan tevens neurale stimulatie wvan de nier
plaatsvinden (Cunningham e.a., 1978). Het is ook voor-
stelbaar dat door systemische a-blokkade de leverdoor-
bloeding door vasodilatatie kan toenemen en aldus de
afbraak van het renine bevordert, echter Forsyth (1976}
vond geen toename van de leverdoorblcoeding na infusie
van phentoclamine. De sterke invlced van narcose op de
reninesecretie mag evenmin worden onderschat. Narcose en
chirurgische stress zijn krachtige stimuli van de reni-
nesecretie (Pettinger e.a., 1975a; Fray e.a., 1976).
Pentobarbitalanaesthesie vercorzaakt een twee tot drie=-
voudige stijging van de plasma renine-activiteit. Bij
dit reactiepatrocon speelt de B-receptor waarschijnlijk
mede een rol daar men door propranolol tcediening deze

stijging kan voorkomen (Carvalhc en Clerkes, 1982).

3.2.4. Humorale factoren en reninesecretie

3.2.4.1. Natrium

Het natriumicn belInvloedt de reninesecretie. Een natrium-—
tekort 1leidt tot een toegenomen korrelrijkdom wvan de
juxtaglomerulaire cel (Pitcock en Hartroft, 1958;
Hartroft en Hartroft, 1953, 1%61). De reninesecretie van
niercoupes afkomstig van ratten, gevoed met een natrium-
arm dieet, 1is hoger dan wanneer zij een natriumrijk

dieet gekregen hebben (Braverman e.a., 1971; Lopez e.a.,
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1978). Bij perfusie wvan nieren afkomstig wvan ratten die
DOCA kregen toegediend, wordt in het effluens een lagere
renineconcentratie gevonden (Vandongen en Tunney, 1980},
Bij de mens leidt natriumdepletie tot stijging wvan het
renine (Brown e.a., 1963b; Nielsen en Mgller, 1967;
Laragh e.a., 1972; Omvik e.a., 1976). Een omgckeerde re-
latie tussen plasma natriumconcentratie en renine wordt
beschreven (Nielsen en Méller, 19%67)}. De beiInvloeding
van de reninesecretie door de natriumconcentratie is
theoretisch langs verschiliende wegen mogelijk: een
rechtstreeks effect op de juxtaglomerulaire cel, expan-
sie wvan het plasmavolume, veranderde sympathische acti-
viteit of via de macula densa (zie hoofdstuk 3,2.2).

In niercoupes zijn tegenstrijdige invloeden van verande-
ring in natriumconcentratie wvan het incubatiemedium
waargenomen. Aol e.a. {1974) vonden geen relatie en
concludeerden dat het mechanisme waarlangs natrium de
reninesecretie belInvloedt afwezig 1s in een dergelijk
medel, Daarentegen vonden Braverman e.a. (1971} dat een
verlaagde natriumconcentratie de reninesecretie deed
dalen, terwijl de reninesecretie in de experimenten van
Naftilan en Oparil {(1982) niet veranderde wanneer in het
geheel geen natrium in het incubatiemedium aanwezig was.
Michelakis (1971) maakt melding van een negatieve rela-
tie tussen reninesecretie en natriumconcentratie wvan
niercoupes. Een lage natriumconcentratie (50 mmol/1)
vercorzaakte in vergelijking met een hoge concentratie
(300 mmol/l), een verdukbeling wan de reninesecretie.
Bij deze tegenstrijdige gegevens moet worden aangetekend
dat in niercoupes de macula densa de reninesecretie nog
kan beinvloeden (Khayat e.a., 198l). In de geIsoleerde
rattenier vond Fray (1976, 1978) geen relatie tussen de
natriumconcentratie wvan het perfusaat en de reninesecre-
tie.

Het bestaan van een belangrijke rol voor de macula densa
in dit mechanisme wordt gesuggereerd door de waarneming
van Shade e.a. {1972), dat hypertone zoutinfusie in een
"non-filtering® niermodel (waarin de macula densa niet

functioneel is) de reninesecretie niet belnvloedt.
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Natrium heeft een invliced op de reninesecretie welke on-
afhankelijk is wvan veranderingen in het plasmavolume
{(Nash e.a., 1968; Yamamoto e.a., 1969}, De invloed wvan
veranderingen in de natriumconcentratie wordt echter
overheerst door die van het plasmavolume. Gorden en
Pawsey {(1871) vonden bij patiénten met een hypervclemie

ondanks het bestaan van hyponatriaemie een laag renine,

3.2.4.2. Kalium

Kalium heeft een supprimerende werking cop de reninesecre-
tie bij de mens (Veyrat e.a., 19%67; Brunner e.a., 1970},
evenals bij proefdieren (Abbrecht en Vander, 1970;:
Sealey e.a., 1970). Chronische kaliumdepletie vercorzaakt
zowel bij de mens (Brunner e.a., 1%70) als de rat
(Sealey e.a., 1970} een verhoogde plasma renine-activi-
teit. Dit effect valt niet terug te voeren op veranderin-
gen 1in zoutbalans (Abbrecht en Vander, 1970; Brunner
e.d,, 1970; Sealey e,a., 1970) of aldosteronsecretie
(Brunner e.a., 1970; Sealey e.a., 1970). Het reninegehal-
te van nieren, afkomstig van proefdieren gevoed met een
kaliumarm dieet, is hoger (Luke e.a., 19%82).

Infusie wvan kaliumchloride in de arteria renalis doet
zowel bij normale honden, als bij honden die in een ne-
gatieve zoutbalans gebracht zi{n, de reninesecretie af-
nemen (Vander, 1970; Schneider e.,a., 1972; Shade e.a.,
1972). De remming van de reninesecretie door kaliumchlo-
ride wordt niet vercorzaakt door het chloride~ion
(Kirchner en Mueller, 1882).

De vraag doet zich voor langs welke weg kalium de reni-
nesecretie belnvloedt.

Wanneer bij honden door middel wvan vena cava constrictie
de reninesecretie wordt gestimuleerd, dost intrarenale
infusie met kaliumchloride de reninesecretie afnemen. In
een "non-filtering kidney” wverandert de reninesecretie
niet (8hade e.a., 1972). Daarom lijkt het aannemelijk dat
het effect wvan kalium los staat van een directe werking
op de juxtaglomerulaire cellen, of het niervaatstelsel.
Linas (1981) vond in gelIsoleerde nieren wvan konijnen

waaraan een kaliumarm dieet was verstrekt, een verhoogde
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reninesecretie. Door wverlaging van de albumineccncentra-
tie in de perfusievleceistcf kon de hoeveelheid glomeru-
lusfiltraat worden verhoogd. Bij gebruik wvan een lagere
albumineconcentratie werd geen verandering van de reni-
nesecretie waargenomen. Verondersteld werd dan ook dat
het mechanisme onafhankelijk is van de macula densa. De
(door het kalium-arms dieet) gestimuleerde reninesecre-
tie kon door infusie wvan papaverine worden geremd.
Infusie van papaverine in geIsoleerde nieren wvan konij-
nen gevoed met een normaal dieet, had geen invloed cop de
reninesecretie. Linas concludeert daarom dat de (door
een kaliumarm dieet) gestimuleerde reninesecretie bemid-
deld wordt deoor de baroreceptor en niet door de macula
densa.

Bij deze conclusie zijn echter enkele kanttekeningen te
plaatsen. Fray (1876, 1978) leidde uit zijn experimenten
met geiscleerde niersn af dat geen consistente relatie
tussen natriumconcentratie op het niveau van de macula
densa en reninesecretie kan worden aangetoond. Conclu-
sies omtrent de rol van de macula densa dienen daarom
ten aanzien van geiscleerde nieren met terughcudendheid
te worden getrokken. Infusie wvan papaverine had in de
contréle experimenten van Linas geen invloed op de reni-
nesecretie; volgens Davis en Freeman (1976} remt papave-
rine de reninesecretis.

Na infusie van kaliumchloride wordt niet alleen een toe=
genomen kalilurese waargenomen, maar ook een verhoogde
natriumuitscheiding (Vander, 1970; Schneider e.a., 1972Z;
Shade e.a., 1972;)}. Hierdoor zou volgens de thecrie wvan
Vander en Miller wvia de macula densa de reninesecretie
worden geremd. Ock Schneider e.a. (1972) vonden na infu-
sie van kaliumchloride in de arteria renalls remming wvan
de reninesecretie. Bij micropuncties in de proximale tu-
bulus nam de natriumexcretie niet toe. Zij concludeerden
dan ock dat kalium op een plaats verder distaal in het
nephron gelocaliseerd de natriumreabsorptie remt.

Luke e,a. {1982} veronderstellen dat kaliumdepletie via

een verminderde <c¢hloorreabsorptie in het ascenderende
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deel wvan de lus wvan Henle de reninesecretie stimuleert

ter plaatse van de macula densa.

3.2.4.3. Calcium

De waarneming dat juxtaglomerulaire cellen gemodificeer-
de gladde spiercellen zijn, leidde tot de veronderstel-
ling -dat calcium een rol zou kunnen spelen bij de regu-
latie van de reninesecretie.

Bij contractie van gladde spiercellen neemt de hoeveel-
heid intracellulair vrij calcium toe. Dit wordt vercor-
zaakt door het wvrijkomen wvan intracellulair gebonden
calcium of door een toegenomen calciuminflux {(Somlye en
Somlyo, 1968).

Vandongen en Peart (1974a) waren de eersten die wezen op
een rol wvan het calcium bij de reninesecretie in de gel=-
soleerde rattenier. Verlaging wvan de calciumconcentratie
van de perfusievloeistof vcorkwam de vascconstrictie
door angiotensine II infusie, Wel supprimeerde angioten-
sine II onder deze omstandigheid de reninesecretie,
Wanneer in het geheel geen calcium in de perfusievloei-
stof aanwezig was, vermocht angiotensine de reninesecre-
tie niet te supprimeren. De basale reninespiegels waren
bij afwezigheid wan calcium in de perfusievliceistof sig-
nificant hoger. Dit wijst er op dat een intrarenaal cal-
cium~afhankelijk mechanisme de reninesecretie reguleert.
Omdat het remmend effect van angioctensine II op de reni-
nesecretie afhankelijk was wvan het calciumion en juxta-
glomerulaire cellen gemodificeerde gladde spiercellen
zijn, veronderstelden zij dat bij deze remming contrac-
tie van de juxtaglomerulaire cellen optreedt.

De wvraag doet zich voor op welk niveau het calcium de
reninesecretie beiInvlicedt. Intrarenale calciuminfusie
onderdrukt de reninesecretie (Maull e.a., 1975; Watkins
e.a., 1976). Bij intrarenale calciuminfusie neemt de
natriumexcretie toe (Suki e.a., 1969; Maull e.a., 1975),
zodat suppressie wvan de reninesecretie door een macula
densa signaal vercorzaakt zou kunnen worden, Watkins
e.a. (1976) daarentegen vonden geen toename van de na-

triumexcretie terwijl in een “noan-filtering kidney"
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eveneans suppressie van de reninesecretie werd gevonden.
Op grond hiervan is een rechtsteeks effect op de juxta-
glomerulaire cel, dan wel beinvliceding van een plaatse-
lijk adrenerg mechanisme aannemelijk te achten.

Na verwijdering wvan calcium uit het incubatiemedium van
niercoupes vindt men verschillende resultaten. Zowel een
verlaging wvan de renineconcentratie in het medium
{Morimoto e.a., 1970; Michelakis, 1971) als een onveran-—
derde concentratie {Aci e.a., 1974; Saruta en Matsuki,
1975; Park en Malvin, 1978} als een stijging (Baumbach
en Leyssac, 1977; Churchill, 1981; Park e.a., 1981) zijn
gevonden.

Baumbach en Sk¢tt (1%81) bespeurden een seizoensafhanke-
lijkheid van de resultaten van incubatie in een calcium-
arm medium. Gedurende de zomermaanden werden namelijk
hogere renineconcentraties gevonden dan in de rest wvan
het jaar. Een verklaring voor dit merkwaardige fenomeen
was niet te geven. Verhoging van de calciumconcentratie
van het incubatiemedium beiInvloedde de reninesecretie
niet (Aoi e.a., 1974; Park en Malvin, 1978). Toevoeging
van calcium aan niercellen die geIncubeerd waren in een
calciumarm medium deed de reninesecretie stijgen (Chen
en Poisner, 1976).

Ock bij farmacoleogische beilnvloeding van niercoupes komt
een rol voor het calcjiumion tot uiting. In niercoupes is
de remmende invloed van angiotensine II op de reninese-
cretie afhankelijk wvan de aanwezigheid van calcium in
het incubatiemedium {Park e.a., 1981; Naftilan en
Oparil, 1982). Ock wvoor remming van de reninesecretie
door ouabaine is de aanwezigheid van calcium in het in-
cubatiemedium vereist (Park en Malvin, 1978),

De remming van de reninesecretie in geiscleerde niercou-
pes door angiotensine II, hoge concentraties kalium, ADH
en ouabaine is door de calciumantagonist verapamil te
voorkomen {(Park e.a., 1981). Ook de calciumantagonist
diltiazem heeft een dergelijke werking {Churchill e.a.,
1981}).
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In de gelIsoleerde rattenier doet A23187 (een stof die de
calciumopname in de cel bevordert) de reninesecretie af-
nemen (Fynn e.a., 1977}.

De door iscoproterencl gestimuleerde reninesecretie is
niet afhankelijk wvan calcium in het medium van niercoupes
(Naftilan en Oparil, 1982); noradrenaline stimuleert de
reninesecretie alleen wanneer calcium aanwezig is (Park
en Malwvin, 1978). Fray en Park (1979) onderzochten de rol
van het calcium bij de reninesecretie in de gelsoleerde
rattenier. Bij afwezigheid van calcium in het perfusieme-—
dium bleek de reninesecretie gestimuleerd te worden, het-
geen in overeenstemming is met de uitkomsten verkregen
door Vandongen en Peart (1974a). De remmende werking van
een hoge perfusiedruk op de reninesecretie was bi) afwe-
zigheid wvan calcium gering. De stimulerende invloed wvan
een lage perfusiedruk en iscprenaline infusie was bij af-
wezigheid van calcium in de perfusievlceisteof meer uitge-
sproken. Legan en Chatzilias (1980) onderzochten de in-
vliced wvan verapamil op de (door isoprcterenol en
glucagon) gestimuleerde reninesecretie, alsmede op de
door phenylephrine veroorzaakte vasoconstrictie in de ge-—
iscleerde rattenier. Het stimulerende effect van glucagon
en isoproterencl op de reninesecretie bleek niet wvan
calcium afhankelijk te 2zijn. Phenylephrine infusie ver-
oorzaakte vasoconstrictie zonder beinvliceding van de
reninesecretie, in overeenstemming met de waarnemingen
van Strang (1978)., Bij gebruik van een perfusievlceistof
waaraan geen calcium was toegevoegd trad geen vasocon=
strictie op, daarbij toonde de reninesecretie een signi-
ficante stijging. Door verapamil infusie (bij een normale
calciumconcentratie in de perfusievloeistof) werd de wva-
soconstrictie tegengegaan en steeg de reninesecretie. Ge-
concludeerd werd dat extracellulair calcium gepaard gaan-
de met calciuminflux verelist 1s voor het vasoconstrictie-
ve effect wvan phenylephrine, alsmede voor het remmende
effect op de reninesecretie in de geisoleerde nier.
Wanneer men bovenstaande gegevens samenvat, kan men

vaststellen dat er voldoende aanwijzingen zijn voor een
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belangrijke reol wvan het calcium. Een inviced op het ni-
veau van de juxtaglomerulaire cel moet hier waarschijn-
lijk worden geacht wanneer men de aard van de door cal-

cium belnvloedbare factoren in aanmerking neemt.

3.2.4.4. Chloride

In hoofdstuk 3.2.2. werd ingegaan op de rol van de macu~
la densa bij de reninesecretie. CGver het algemeen wordt
aangenomen dat het natriumion de spil van het gebeuren
vormt. De laatste Jaren zijn er echter ook azanwijzingen
gevonden dat het chloride als zodanig een rol speelt bij
de reninesecretie. Kotchen e.a. {1976) vonden bij de rat
dat door zowel natriumchloride als kaliumchloride, de
plasma renine-activiteit en de renineconcentratie in de
nier werd onderdrukt, terwijl natriumbicarbonaat en ka-
liumbicarbonaat geen effect hadden, In een aanvullend
onderzoek konden Kotchen e.,a. (1978B) geen wverlaging wvan
de renine=-activiteit waarnemen bij precefdieren die na-
triumacetaat, natriumnitraat of natriumthiocyanaat toe-~
gediend Xregen, dit in tegenstelling teot de werking wvan
natriumchloride. Cholinechloride remde de renine-activi-
teit, cholinebicarbonaat echter niet. Bij de mens remt
natriumchloride de plasma renine~activiteit, natriumbi-
carbonaat daarentegen heeft geen invloed (Julian e.a.,
1982). Deze uitkomsten duiden exop dat het chloride-ion
bij de regulatie van de reninesecretie ten zeerste be-
trokken zouw kunnen zijn.

Gegteld kan echter worden dat de bewijsvoering ncg niet
sluitend is. Stephens e.a. (1978} pasten constrictie wan
de wvena cava toe als methode om de reninesecretie te
stimuleren.

Intrarenale infusie van natrium- en kaliumlactaat remde
de reninesecretie tot eenzelfde niveau als waargenomen
werd tijdens natriumchleoride infusie. Daar infusie wvan
natriumlactaat gepaard ging met een daling wvan de
chloorexcretie, concludeerden de onderzoekers dat de
daling van de reninesecretie niet primair door chloride

wordt verocrzaakt.
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Koletsky e.a. (1981) onderzochten bij de mens het effect
van veranderingen in de chlorideconsumptie in combinatie
met een natriumriik dieet, respectievelijk een natriumarm
dieet,. De door  houdingsveranderingen gestimuleerde
renine~activitelt was bij consumptie van een natrium- en
chloriderijk dieet duidelijk lager dat die welke gevonden
werd tijdens een natriumrijk en chloride-arm dieet. Bij
het natriumarme dieet kon onder bkasale omstandigheden of
tijdens stimulatie geen effect van chloride op de renine-
activiteit worden gevonden.

Op grond van deze experimenten lijkt een rol wvan het
chloride mogelijk te zijn, al is deze waarschijnlijk on=-

dergeschikt aan die van het natriumion,.

3.2.4.5. Angiotensine IXI

Angiotensine II heeft een remmend effect op de reninese-
cretie. Wanneer bij honden door zoutdepletie de reninese-
cretie wordt gestimuleerd, doet angiotensine II infusie
{in een dosis welke nog niet tot bloeddrukverhoging
leidt) het renine dalen (Genest e.a., 1965}). Bij honden
onderdrukte infusie wvan angiotensine de reninesecretie
wanneer deze door lage perfusiedruk was gestimuleerd
{Bunag e.a., 1967}. Dit effect kon niet worden herleid
tot haemcdynamische veranderingen.

Infusie van angiotensine in de arterie van een "non-fil-
tering kidney" remt het vrijkomen wvan het renine, ook
zonder dat =zich haemedynamische veranderingen voordoen
{Shade e.a., 1973}. Het ligt dan ook voor de hand om een
rechtstreeks effect op de juxtaglomerulaire cel te ver-
onderstellen.

Ook in de geiscleerde rattenier onderdrukte infusie wvan
angiotensine II de reninesecretie (Vandongen e.a.,
1974). Voor deze remming is de aanwezigheid van calcium
in de perfusievloeistof noodzakelijk (Vandongen en
Peart, 1974a). De Vito e.a. (1970} vonden in gelsoleerde
niercoupes geen effect van angiotensine op de reninese-
cretie.

In latere onderzoekingen wordt echter wel een remmend

effect van angiotensine II gevonden, zowel in geiscleerde
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niercoupes {Park e.a., 1981} als in een suspensie van
Juxtaglomerulaire <cellen (Khayat e.a., 198l). ©Ook in
niercoupes is het remmend effect afhankelijk van calcium:
toevoeging van verapamil voorkomt de remmende invleced van
angiotensine II {Park e.a., 1981). Gesteld kan worden dat
angictensine II de reninesecretie remt door een recht-
streeks effect op de juxtaglomerulaire cel. Bij wegvallen
van dit negatieve terugkoppelingsmechanisme (zcals bij
remming van het converting enzyme door captopril thera-
pie) stijgt de plasma renine-activiteit (o.a. Brunner
e.a., 1979, 1980; Johnston e.a., 1979; Schalekamp e.a.,
1979; Guillevin e.a., 1981; Lijnen e.a., 1981;).

3.2.4.6. Antidiuretisch hormoon

Intraveneuze toediening van ADH bij de mens onderdrukt de
reninesecretie (Hesse en Nielsen, 1977). Wanneer de reni-
nesecretie door aortaconstrictie (Bunag e.a., 1967},
natriuvmdepletie (Shade e.a., 1973} of ureterafklemming
(Vander, 1968) wordt gestimuleerd, heeft ADH een remmende
invliced, ook wanneer zich geen haemcdynamische verande-
ringen voordoern.

Vandongen {1975k} wvond in de geiscleerde rattenier dat
infusie van ADH de door isoproterenol gestimuleerde reni-
nesecretie onderdrukte; tegelijkertijd deed zich vasocon-
strictie voor. Wanneer geen calcium aan de perfusievlcei-
stof werd toegevoegd, bleef de wvasoconstrictie achter-
wege, al had ADH nog steeds enig remmend effect op de re-
ninesecretie. Een rechtstreeks effect op de nier 1lijkt
daarmee waarschijnlijk te zijn. Ock blijkt dat de mate
van remming gerelateerd is aan de calciumconcentratie in
de perfusievloeistof.

De macula densa lijkt hierbii niet betrckken te 2zijn
{Shade e.a., 1973).

Park e.a. {1981) vonden in niercoupes een remmende in-
vload van ADH op de reninesecretie, welke door verapamil
te wvoorkomen was. Daartegenover vonden Churchill en mede-
werkers {1981} in niercoupes dat ondanks de aanwezigheid
van calciumantagonisten (diltiazem en D600) ADH de reni-

nesecretie nog remt. 2ij concludeerden dat ADH de renine-
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secretie remt los van de voltage-gevoelige calciumkana-

len.

3.2.4.7. Parathormoon

Parathormoon heeft een stimulerende invloed op de renine-
secretie {Powell e.a., 1978). Aangezien parathormoon cal-
cium uit niercellen drijft (Borle, 1973} wordt veronder-
steld dat door calciumverlies uit de juxtaglomerulaire
cel de reninesecretie wordt gestimuleerd (Fray, 1980).
Mogelijk wordt dit effect mede vercorzaakt door de ver-

hoogde cyclisch AMP-productie (Davis en Freeman, 1976}).

3.2.4.8. Glucagon

Infusie van glucagon in de gelsoleerde rattenier doet de
reninesecretie toenemen, zonder veranderingen in perfu-
siedruk of doorstromingssnelheid (Vandongen e.a., 1973;
Logan en Chatzilias, 1980)}. Rangezien zowel glucagon zls
parathormoon de productie van cyclisch AMP bevordert, kan
het effect langs deze weg worden verklaard.

Cyclisch AMP stimuleert de reninesecretie (Davis en
Freeman, 19%76) waarschijnlijk door hyperpelarisatie van
de celmembraam en verplaatsing van calcium wvanuit het

cellulaire compartiment {(Dambach en Friedmann, 1974).

3.2.4.9. Prostaglandines en kallikreine kininesysteem

Er bestaat een complex samenspel tussen het prostaglandi-
ne, kallikreIne-kinine en renine-angiotensine systeem.
Enerzijds hebben prostaglandines een stimulerende invloced
op de reninesecretie, anderzijds kan angiotensine de
prostaglandine synthese stimuleren en het metabolisme van
prostaglandines veranderen {McGiff en Itskovitz, 1973).
Daarnaast beiInvloceden prostaglandine en kallikreTne-kini-
ne systeem elkaar. Infusie van prostaglandi-
nes in de nier heeft uitscheiding van kallikreIne in de
urine tot gevolyg (Nasjletti en Malik, 1%79). De kininen
doen de prostaglandine synthese toenemen door meer ara-
chidonzuur beschikbaar te maken uit phospholipiden. Ook

reguleren zij de synthese van de belangrijkste eindpro-
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ducten, het PGE2 en PGF

het PGE-9- ketoreductase (McGiff, 1980).

Sa’ door toegenomen activiteit van

Het kallikreine~kinine en renine-angiotensine systeem
zijn met elkaar verbonden door het converting enzyme
(kininase II}. Het samenspel %ussen het vaatvernauwende
renine-angiotensine systeem en de vaatverwijdende syste-
men (prostaglandine en kallikreIne-kinine) beinvliocedt de
(nier)circulatie en de uitscheiding van water en zout.
Voor een overzicht wordt verwezen naar McGiff (1980).

Het stimulerende effect van prostaglandines op de renine-
secretie blijkt uit de resultaten van arachidonzuur infu-
sie (de wveoorloper van de prostaglandines) in de arteria
renalis van een "non-filtering” gedenerveerde nier. Door
de infusie stijgt de reninesecretie zevenvoudig, gepaard
gaande met een toename van de nierdoorbloeding met 54%
{(Gerkens e.a., 1981}.

Indomethacine verlaagt de plasma renine—activiteit zowel
in het dierexperiment (Data e.a., 1978} als bij de mens
{(Fr&hlich e.a., 1972). Onderzoekingen met behulp van ge-
Isoleerde niercoupes tonen evenegens een stimulerende in-
vloed van prostaglandines op de reninesecretie (Lin
e.a., 1981l; Worthon e.a., 1981},

De vraag 1is welk(e} prostaglandine(s) hiervcor verant
woordelijk ziin. In de literatuur vindt men tegenstrijdi-
ge gegevens. Hiervoor zijn de volgende redenen aanwijs-
baar. Onderlinge wverschillen bij diersocorten spelen een
rol. Daarnaast gaat prostaglandine infusie gepaard met
rnatriurese en vasodilatatie, welke beide de reninesecre-
tie kunnen beInvloeden. Als kelangrijkste prostaglandines
met betrekking tot de reninesecretie worden het PG12
{prostacycline} en het PGE2 gezien (Gerber e.a., 198l}.
Er bestaan aanwijzingen dat prostaglandines een rol spe-
len bij de modulatie van de reninesecretie door de baro-
receptor (Gerber e.a., 1981; Henrich, 1981}, a-receptor
(Gerber e.a.. 1981; Kopp e.a., 1981la), f-receptor
(Gerber e.a., 1981; BHEenrich, 1981} en macula densa
{Garber e.a., 1981; Henrich, 1981).
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3.2.5.1. Hypoxie
Skinner e.a. {1964} wverlaagden bij honden onder narcose

de zuurstofverzadiging tot 70% en 50% gedurende maximaal
60 minuten. Veranderingen 1in de renlinesecretie werden
hierbij niet waargenomen.

Langdurige hypoxie waarbij tot 2 weken het zuurstocfgehal-
te van de inademingslucht verlaagd werd tot 7% doet de
granulatie wvan de Jjuxtaglomerulaire cellen toenemen
(Oliver en Brody, 19653). Wanneer ratten tot 15 dagen in
een decompressietank met een druk van 0,48 atmosfeer ver-
blijven, stijgt het plasmarenine 300% en het reninegehal-
te van de nier 200% (Geuld en Goodman, 1970). Ishikawa
e.a., {19%73) onderzochten het effect van hypoxie in een
opstelling waarbij de nieren van honden met eigen bloed
werden geperfundeerd via een extracerporaal circuit.
Door toediening wvan hexamethonium en dibenamine werd de
invloed wvan het autonome zenuwstelsel uitgeschakeld.
Wanneer de nier gedurende vijf minuten aan hypoxie werd
blootgesteld, trad significante suppressie van de reni-
nesecretie op. Deze guppressie was ook bij intacte sympa-
thische innervatie aanwezig, in dat geval deed zich te-
vens vasoconstrictie voor.

Anoxie gedurende 60 minuten stimuleert de reninesecretie

van de geisoleerde rattenier (Nakane e.a., 1979).

3.2.5.2. Remming van de celstofwisseling

Wanneer niercoupes geIncubeerd worden in aanwezigheid van
stoffen die de oxidatie en de glycolyse remmen of de oxi-
datieve fosfolysering ontkoppelen, verandert volgens De
Vitoc e.a. (1970) de reninesecretie niet. In deze experi-
menten was de zuurstofconsumptie echter niet geheel ge-
blokkeerd., Daarentegen vonden Braverman e.a. {(1971) in
niercoupes dat complete remming wvan het metabolisme de
reninesecretie wel degelijk doet afnemen. Deze remming
bleek reversibel te zijn; hernieuwde blootstelling aan 02
deed de reninesecretie sterk stijgen. De uitkomsten in

gelscleerde glomeruli =zijn echter anders. Blendstrup
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e.a, (1975) vonden na metabole blokkade door middel van
natriumcyanide en natriumjodoacetaat een wisselende
reactie; de reninesecretie bleef soms gelijk en nam soms
sterk toe, Wanneer de reninesecretie steeg, nam de reni-
neconcentratie van de glomeruli af. Zij concludesrden dat
er energie nodig was om het renine binnen de cel te hou-
den.

Intrarenale componenten van het renineangiotensine

systeem

3.3.1. Localisatie

Zoals aangegeven is in hoofdstuk 2.1.2, wordt door inwer-—
king wvan renine op angiotensincgeen angioctensine I en
middels converting enzyme angiotensine II geproduceerd.
Naast effecten op de algemene circulatie belInvloedt
angiotensine II ook de niercirculatie. Dit angictensine
IT is ten dele afkomstig wvanuit de bloedbaan, daarnaast
bestaan er ook sterke aanwijzingen voor plaatselijke
vorming van angiotensine II binnen de nier.

Horky e.a. {1971} vonden in de nierlymfe wvan ratten
zowel angiotensinogeen als renine en converting enzyme.
Andere onderzoekingen hebben dit bevestigd, aangevuld met
de waarneming dat ook angiotensine II in de nierlymfe
wordt gevonden (Lever en Peart, 1962; Bailie e.a., 1%71).
Theoretisch is het dan ook mogelijk dat dit angiotensine
I1 ter plaatse inwerkt, Bailie e.a. (1971) vonden in de
nierlvmfe een hogere concentratie aan angiotensine II dan
in veneus bloed en concludeerden dat angiotensine II in

het interstitium wordt geproduceerd.

De ontwikkeling van immunocytochemisch onderzoek leidde
tot meer inzicht in de locale concentraties van de ver-
schillende componenten van het renine-angiotensine sys-
teem,

Mendelsohn (1976, 1979) vond angictensine II-immunoreac-
tief materiaal in de nier. Deze substantie kwam ook wat

de fysisch chemische eigenschappen en chromatografische
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mobiliteit betreft overeen met angiotensine II. De con-
centratie ervan was 10 tot 20 maal hoger dan in het
bloed van de aorta. Wanneer de nier korte tijé door-
stroomd werd met een zoutoplessing bleef dit immunoreac-
tieve materiaal aanwezig. Onduidelijk is of er sprake is
van een plaatselijke synthese dan wel van opneming uit
de circulatie, Angiotensine II wordt bij} immunocytoche-
misch onderzoek van het Jjuxtaglomerulaire apparaat in
dezelfde granulae als het renine gevonden (Celic en
Inagami, 1981; Taugner en Hackenthal, 1981; Naruse e.a.,
1982; Taugner e.a., 1982). Angiotensine I wordt hierbij
niet aangetroffen. Naruse e.a. (1982) vonden na conver-
ting enzyme remming wél angiotensine I in de korrels van
de Jjuxtaglomerulaire cel, tezamen met het renine en
angiotensine II.

Over de localisatie van converting enzyme-activiteit
ziin de meningen verdeeld. Taugner e.a. {1982} wvonden
geen converting enzyme-activiteit ter plaatse van het
juxtaglomerulaire apparaat. Caldwell e.a. (1976} troffen
dit enzym aan in de renale artericlae, glomerulaire en
interglomerulaire capillairen, alsmede ter plaatse wvan
de proximale tubulus, In de proximale tubulus wordt een
hoge concentratie converting enzyme ter plaatse van de
borstelzoom gevonden (Ward e,a., 1975; Rix e.,a., 1981}.
Celio en Inagami (1981} wvinden het converting enzyme ter
plaatse van afferente en efferente arteriolae en in som-
mige capillairen.

Sutherland (19%70) wvond een o2-globuline ({(angictensino=-
geen?} ter hoogte van de juxtaglomerulaire cellen.
Taugner en Hackenthal (1981b, 1982} winden bij hun onder-
zoek geen aanwijzing veoor de aanwezigheid van dit peptide
ter plaatse.

Bovenstaande resultaten maken een aantal theorie&n moge-
lijk rondom de locale generatie wvan angiotensine II.
Celioc en Inagami (1981) veronderstellen dat er een intra-
cellulaire synthese van angiotensine II plaatsvindt. Op
grond van het onderzoek wvan Sutherland (1970) wordt de
aanwezigheid van angiotensinogeen verondersteld. De afwe-

zigheid van aantoonbaar angiotensine I verklaren zij door
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een snelle omzetting in angiotensine II. Hierbij worden
21} gesteund door onderzoekingen waarbij na remming van
het converting enzyme wel angiotensine I aantoonbaar
was [(Naruse e.a., 1982).

Taugner e.a. (1981, 1982} verwerpen echter op grend van
hun onderzoek de mogelijkheid van het bestaan wvan een
compleet renine-angioctensine-systeem in de juxtaglomeru-
laire cel. Zij veronderstellen dat endocytose de aanwe~
zigheid van angiotensine II kan verklaren.

Op basis van deze onderzoekingsen zijn er aanwijzingen
voor het bestaan van een intrarenaal functionerend reni-
ne-angiotensine systeem. Men kan zich dan ook voorstellen
dat dit de nierfunctie beinvloedt. ARangezien 20% van het
hartminutenvolume de nieren passeert, worden deze continu
blootgesteld aan een aanbod van angictensine I en angio=-
tensine II afkomstig uit de bloedbaan. De afzonderlijke
inviceden van het circulerende en het intrarenaal gevorm-
de angiotensine II zijn tot op heden onduidelijk. Dit
geldt uiteraard ock voor een eventuele onderlinge wissel-

werking.

3.2.2. De_invleced van het renine-angictensine

Zoals in hoofdstuk 3.2.2. reeds werd vermeld, veronder-
stelde Thurau {1867, 1980) dat een toegenomen natriumcon-
centratie ter plaatse van de macula densa de reninesecre-
tie stimuleert, gevolgd door constrictie van afferente
arteriole, waardoor de glomerulaire £filtratiesnelheid
daalt. Een toegenomen perfusiedruk zou eveneens via de
macula densa (door een toeneming van de natriumconcentra-
tie ter plaatse) de reninesecretie stimuleren; hierdoor
worden nierdoorbloeding en glomerulusfiltratie weer nor=-
maal (Thurau, 1964). In hcofdstuk 3.2 werden reeds een
aantal bezwaren tegen de theorie wvan Thurau uiteengezet.
Er zijn in het kader van deze beschouwing tegen deze
hypothese nog een aantal argumenten aan te voeren.
Bailie e.a. (1972} vonden bij daling van de perfusiedruk
een stijging van de angictensine II concentratie in de

nierlymfe. Daarnaast bleek dat verlaging van de perfusie-
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druk leidt tot vasodilatatie wvan de afferente arteriole
{Baer e£.a., 1970). Beide verschijnselen staan diametraal
tegenover Thurau's gegevens welke hij met micropuncties
verkreeg.

Guyton en medewerkers veronderstelden dat het renine-—
angictensine systeem vooral op de efferente arteriole in-
speelt; langs deze weg zou het systeem de glomerulusfil-
tratie kunnen reguleren en daardoor de zoutexcretie.

In een aantal experimenten voerden zij sterke bewijzen
aan voor deze copvatting. Bij honden die een natriumrijke
voeding geconsumeerd hadden in combinatie met toediening
van DOCA, was in de niervenen geen renine aantconbaar. In
deze situatie was na verlaging van de perfusiedruk nog
steeds autoregulatie wvan de nierdoorblceding waarneem-
baar, de autoregulatie van de glomerulaire filtratie was
daarentegen sterk verminderd en de filtratiefractie daal-
de.

Er bestond dus een dissociatie tussen autorequlatie van
de nierdoorbloeding en welke de glomerulusfiltratie, wel-
ke dcor Guyton c.s. werd toegeschreven aan interferentie
met een efferent artericlair mechnisme (Hall e.a.,
1977a). In een aanvullend onderzoek (Hall e.a., 19%977b)
werd bij honden onder verschillende condities de angio-
tensine II antagonist saralasine intrarenaal geinfundeerd
tijdens getrapte wverlaging wvan de perfusiedruk. Bij
honden op een normaal dieet gaf verlaging van de perfu
gsiedruk van 127 tot 85mmHg geen verandering te zien in
nierdcorbloeding en glomerulaire filtratiesnelheid.
Hetzelfde werd waargenomen bij honden met een geactiveerd
renine-angiotensine systeem +.g.v. een negatieve zout-
balans. Bij infusie wan de angiotensine Il-antagonist
ging bij de laatste groep de autoregulatie van de glome-
rulusfiltratie verloren, terwijl de autoregqulatie van de
nierdoorbloeding bleeft bestaan.

De filtratiefractie en de efferente artericlaire weer-
stand daalden onder invlced van de angioctensine II-anta-
gonist, zowel bij normale honden als bij degene met een
gestimuleerd renine-angiotensine systeem. De  vraag

blijft of het hypothetische intrarenale renine-angioten-—
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sine systeem hiervoor verantwoordelijk is of het circule-
rend angiotensine II. Hall e.a. (1981) infundeerden de
converting enzyme remmer SQ 14.225 (captopril) bij
honden met een (door een zoutarm dieet) gestimuleerd
renine-angictensine systeem. Er trad een daling op van
de bloeddruk tot rond 80mmHg; gepaard gaande met een da-
ling van de glomerulaire filtratie, de filtratiefractie
en de efferente arteriolaire weerstand; daarentegen nam
de nierdocrbloeding toe. Vervolgens werd decor het afklem-
men van de aorta boven de nier de perfusiedruk op 80 mmiHg
gebracht, Docr infusie van angiotensine II werden "de
nierdoorbloeding, de glomerulaire filtratie, de £filtra-
tiesnelheid en de efferente artericlaire weerstand tot
hetzelfde niveau teruggebracht als bii contrbéle-experi
menten, waarbij de aorta was afgeklemd maar geen farmaca
werden geInfundeerd. Dit onderzoek steunt andermaal de
hypothese dat angiotensine II een belangrijke rol speelt
bij de regulatie wvan de glomerulaire filtratie en de
weerstand van de efferente artericle; de eventuele rxol
van het  intrarenaal gevormde angictensine II blijft
echter onduideliijk.
Bij de experimenten van Guyten c.s. worden de afferente
(AR) en de efferente (ER) arteriolaire weerstand berekend
volgens een aantal formules, afgeleid wvan het werk van
Gomégz (1951}):
AR
ER

(RAP - Pg) / (RBF)
(Pg - Pc) / (RBF ~GFR)

waarin Pg de gemiddelde glémerulaire capillaire

hydrostatische druk weergeeft {(mm Hg); Pc de
gemiddelde peritubulaire capillaire hydrestatische
druk (mm Hg); RBF de nierdoorbleoeding (ml/min); GFR
de glomerulaire filtratiesnelheid {ml/min} en RAP
de perfusiedruk wvan de nier (mm Hg). De afferente
en efferente weerstand worden uitgedrukt in mm Hg

x {ml/min).

De gemiddelde glomerulaire capillaire hydrostatische druk

{Pg) kan cp twee manieren worden berekend:
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1. Wanneer de netto drijvende kracht wvan de ultra-filtra-
tie aan het einde van het vas efferens geheel weggevallen
is geldt:
Pg = we + Pt
waarin mwe de collolId-osmotische druk in het
vas efferens weergeeft en Pt de proximale
tubulaire hydrestatische druk.
De collold-osmotische druk in het wvas efferens kan
worden herleid uit de eiwitconcentratie. De eiwitconcen-
tratie in het wvas efferens (CPe} kan worden berekend
volgens de formule:
CPe = CPa / (1 - FF}
waarin CPe de eiwitconcentratie in het vas
efferens weergeeft en CPa die in de arteria
renalis, FF is de filtratiefractie.
2. Wanneer de netto filtratiedruk aan het einde wvan het
vas efferens nog positief is, zal de gemiddelde glomeru-
laire capillaire hydrostatische druk {Pg) groter zijn
dan berekend onder 1 en kan worden uitgedrukt volgens de
formule:
Pg = (GFR / K) + =g + Pt
waarin K de glcmerulaire filtratie co8ffi-
cient weergeeft en mg de gemiddelde collolId-osmoti-
sche druk in de glomerulaire capillairen. Deze kan
worden berekend volgens de formule:
tg = {we + wa)/2
waarin me de colloId-osmotische druk in het vas
efferens weergeeft en ra die in de arteria renalis.
Behalve Pc, Pt en K kunnen alle variabelen in bovenstaan-
de vergelijkingen worden gemeten of berekend. Voor
veranderingen in Pc en Pt gebruiken Guyton c.s. de
formule:
Pt = A + (B x GFR}
Pc = Pt -~ E
Op grond van andere onderzcekingen is A 9.24 mm Hg, B
0.131 mm Hg/ml/min. en E 4 mm Hg. K is gesteld op 4
ml/min, /mmHg/100 gram nierweefsel.
Bij bovenstaande mathematische benadering wordt van een

homogene doorstroming van de nier uitgegaan.



Deze methode kan rgebruikt worden om veranderingen in de
afferente en efferente arteriolaire weerstand te signale-
ren, niet voor de vergelijking wvan absolute waarden. De
uitkomsten moeten als esn benadering van de werkelijkheid
worden beschouwd (Hall e.a. 1977a}).
Een andere mogelijkheid tot berekening van de afferente
en efferente arteriolalre weerstand is het gebruik wvan
een micropunctietechniek ({Brenner en Troy, 1971). Door
gebruik van deze techniek kan de stroomsnelheid in é&én
tubulus worden bepaald en in combinatie met toediening
van inuline is de glomerulaire filtratiesnelheid wan &&n
nephron te berekenen; ook kan de druk worden gemeten in
de glomerulaire capillairen, proximale tubulus, efferente
arteriolen en in peritubulaire capillairen. De berekening
is als volgt (Schor e.a., 1%80):
De filtratiesnelheid wvan &&n nephron (SNGFR) wordt
bepaald volgens de formule:
SNGFR = ('I‘F/P)i

n'th

waarin (TF/P}in en de transtubulaire

inulineconcentratieggrhouding, resp.
tubulaire stroomsnelheid weergeven.
De filtratiefractie van &&n nephron (SNFF) is te berekenen
velgens:
SNFF = 1 - Ca
Ce
waarin Ca en Ce de eiwitconcentratie in de
afferente en efferente arteriole weergeven.
De stroomsnelheid van het plasma in de glomerulus (Ga)
is te berekenen als volgt:

Q_ = SNGFR
SNFE

De stroomsnelheid wvan het bloed per afferente artericle
(GBF) 1is weer te geven als:
GBF = Qa
1 -~ Hcta
Hcta is de haematocriet van de afferente
arteriole (waarbij vercondersteld wordt dat
deze gelijk is aan de haematocriet in de

arteria femoralis)
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De stroomsnelheid in het vas efferens (EABF) is dan:
EABF = GBF - SNGFR
De vaatweerstand per afferente arteriole (Ra) is vervol-

gens te berekenen:

Ra = AP - Pgc x (7.962 x 10
GBF

10)

waarin AP de gemiddelde arteri&le druk weer-
geeft en Pgc de druk in de glomerulaire
capillairen. De vermenigvuldigingsfactor is
ingevoerd om de weerstand in dyn.s.cm_5 uit
te drukken.
De weerstand per efferente arteriole (Re) kan dan als
volgt worden berekend:

Re = Pgc - Po x (7.962 x 10
EABF

10)

waarin Pc de peritubulaire druk weergeeft.
De totale artericlaire weerstand is dan:
Rta = Ra + Re

Wanneer door middel wvan deze techniek de gevolgen wvan
een verhcogde angictensine I1 spiegel worden bestudeerd,
blijkt dat de glomerulaire filtratiesnelheid wvan zowel
het enkelvoudige nephron als die wvan de gehele nier
afneemt, evenals de nierdoorblceding en de (berekende}
stroomsnelheid in de capillairen wvan de glomerulus.
Daarbij is de efferente arteriolaire weerstand verhcogd
(Schor e.a., 1980).

Intrarenale infusie van dibutyryl cyclisch AMP, parathor-
moon en de prostaglandines 12 en E2 {in een niet vasoc-
actieve dosering} heeft een identiek effect en dit werd
voorkomen door gelijktijdige infusie van de angiotensine
II antagonist saralasine. De invloed wvan deze verschil-
lende stoffen op de niercirculatie wordt dus bemiddeld
door angiotensine II {Schor e.a., 1981; Schor en Brenner,
1981; Brenner e.a., 1982). Wanneer angiotensine II in de
geisoleerde rattenier wordt geinfundeerd, daalt de nier-
doorstroming en stijgt de glomerulaire filtratiesnelheid,

evenals de filtratiefractie. Dit is te verklaren door een
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tonusverhogende invleoed van angiotensine II op de effe-
rente artericle (Davalos e.a., 1978). Infusie van renine-
substraat had een scortgelijk effect, terwijl door ge-
lijktijdige infusie wvan het converting enzyme remmende
teprotide deze respons kon worden voorkomen,

Wanneer men de histologie van de efferente artericle be-
schouwt, is het verwonderlijk dat angiotensine II in
staat 1s via deze structuur de nierdoorstroming zo sterk
te beinvlceden. De wand wvan het vas efferens is dun en
heeft vergeleken met het vas afferens weinig spierweefsel
(Barajas, 1967, 1981; Faarup, 1968}. Echter =zoals rond
veel aspecten van het renine-angictensine systeem bestaat
omtrent de invlced van angiotensine II op de niercircula-
tie geen overeenstemming. %o is volgens anderen (Murray
en Malvin, 1979%) autoregulatie van de nierdoorbleoeding
en glomerulusfiltratie niet afhankelijk van de activiteit
van het renine-angiotensine systeem. Navar e.a., (1981}
onderzochten bij honden op een zoutarm dieet in hoeverre
remming van het converting enzyme door captopril invlced
had op o.a. nierhaemodynamica en efferente en afferente
arteriolaire weerstand. Door captopril werd zowel de
efferente als afferente weerstand verlaagd, terwiil de
nierdoorblceding tcenam.

Behalve op de glomerulaire artericlen ontplooit angioten-
sine II waarschijnlijk ook een werking op het mesangium.
Mesangiale cellen in celkweken blijken te contraheren na
toevoeging van angiotensine II (Ausiello e.a., 1979}.
Ook heeft angictensine II een direct effect op het na-
triumtransport in de proximale tubulus (Harris en Younyg,
1977). 1Intrarenale infusie van angiotensine II vercor-
zaakt een verminderde natriumuitscheiding; deze recht-
streekse invloced 1lijkt krachtiger +te zijn. dan door
stimulatie van de aldosteronsecretie wveroorzaakt wordt

{Lohmeier e.a.,, 1977}.
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HOOFDSTUK Iv

DE INVLOED VAN TEMPERATUUR CP DE NIER,
DE RENINESECRETIE EN HET VAATGEDRAG

Hypothermie en de nier

Het onderzoek naar de gevolgen wvan hypothermie op de
nier vindt vooral plaats ten behceve van de conservering
van nieren voor transplantatie. De resultaten van deze
onderzoekingen vallen niet binnen het kader wvan dit
proefschrift aangezien bij dergelijke perfusies gebruik
gemaakt wordt wvan een sterke temperatuurdaling (tot
5-10°C) en bij de chirurgische procedure een periode met
igchemie optreedt.

Bij bkestudering van het effect van hypothermie op de nier
stuit men ¢op een aantal complicerende factoren. Tempera-
tuurverlaging leidt tot bleceddrukdaling (Withey e.a.,
1975), +toename van de viscositeit (Merrill e,a., 1963)
en haemoconcentratie {Kanter, 1968}). Daarnaast kan de ge-
bruikte onderzoekmethode beperkingen met zich meebrengen.
Uitwendig toegepaste koeling beInvloedt slechts zeer ten
dele de temperatuur van de nier. Afkoeling blijkt het
sympathisch zenuwstelsel te stimuleren {(Shum e.a., 1969%;
Xonzett e.a., 1971; Benedict e.a., 1977; Picotti e.a.,
1981) waardoor de (nier-)circulatie kan worden beinvlced.
Getrapte temperatuurverlaging (38,5°C naar 0°C) doet in
geisoleerde, met bloed doorstroomde hondenieren de
decorstroming afnemen (Harvey, 1959). Ock in konijnenieren
veroorzaakt temperatuurverlaging een vermindering van de
doorstroming (Torelli e.a., 1973). Deze afname wordt ver-
klaard door viscositeitsveranderingen en actieve vasocon-
strictie (Levy, 1959). Een bezwazar tegen deze onderzoe-
kingen is dat de perfusie met bloed vasoconstrictie kan
veroorzaken {(zie hoofdstuk 2}. In dat licht zou een con-
trble groep eigenliijk niet kunnen worden gemist.

Wanneer proefdieren uitwendig gekoeld worden (temp. =
27°C}) ontstaat vasoconstrictie (Withey e.a., 1975, 1976;
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Chapman e.a., 1975). De nierdoorbloeding daalt met 60%.
Deze veranderingen zijn niet te herleiden tot haemocon-
centratie (Withey e.a., 1975}, bloeddrukdaling ({(Chapman
e.a., 1975), verhoging wvan viscositeit, wvaatcompressie
of veranderingen in het zuurbase evenwicht (Withey e.a.,
1975), maar lijken te berusten op vasoconstrictie, onaf-
hankelijk wvan humcrale of sympathische prikkels. Zoals
boven eerder gesteld, kan in een dergelijk model de in-
breng wvan sympathische effecten echter niet geheel wor-
den uitgesloten.

Hinshaw e.a. (1963} onderzochten in een gecompliceerde
opstelling waarbij hondenieren in gitu docrstroomd wer-—
den met normotherm bloed (van een donordier afkomstig)
de invlced van verandering van de lichaamstemperatuur op
de doorstroming. Temperatuurverlaging {tot 25°C) wveroor-—
zaakte geen verandering van de doorstroming, bij terug-
brengen van de temperatuur tot het uitgangsniveau trad
vasoccnstrictie op, hetgeen werd toegeschreven aan een
verhoging van de adrenerge activiteit.

Bij deze resultaten dienen gezien het gecompliceerde
karakter wvan de proefopstelling vraagtekens te worden
gezet.

Bij uitwendige koeling van proefdieren ontstaat er een
verandering in de doorstroming van de nier. Blijkens het
gedrag van 86Rb in hondenieren neemt de doorstroming in
de buitenste cortex met 34% af, in de diepe schors met
72%, an in het merg met 61-69%. Bij radioautografie wordt
een hogere doorbloeding in een gebied van het buitenste
merg gevonden, hetgeen door "shunting” verklaard zou kun-
nen worden (Withey e.a., 1975, 19876},

De geisoleerde nier is het model bij uitstek om de effec-
ten wvan temperatuur, los van andere invloeden (viscosi-
teit, haemoconcentratie, bloeddrukdaling en sympathisch
zenuwstelsel) te bestuderen. Bij perfusie van gelscleerde
konijnenieren met een zoutoplossing (d.w.z. zonder col-
loidtoevoeging) wordt bij 25°C een ten opzichte van 37°C
toegenomen deoorstroming gevonden (Fonteles en Karow,

1976), in tegenstelling tot de resultaten bij uitwendige
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koeling wvan intacte proefdieren.In de experimenten wvan
Harvey (1959) en Levy (1959} deed hypothermie tot 0°C de
zuurstofconsumptie afnemen als teken van een verminderd
metabolisme.

Zoals eerder vermeld, is naar de functie van de hypother-
me nier vooral onderzoek verricht in het kader wvan de
conservering voor transplantatie. De literatuur op dit
gebied kan ons enkele gegevens verschaffen over het func-
tioneren van de nier bij milde graad van hypothermie.

Met plasma geperfundeerde hondenieren functioneren nog
bij 25°C (%ell e.a., 1972). In een aanvullend onderzoek
(Benjamin en Sell, 1872} werd de functie van konijnenie-
ren die 2 uur geperfundeerd werden bij 5°C, waarna de
temperatuur tot 25°C werd verhcogd, vergeleken met een
contrdle groep doorstroomd bij 25°C. De nierdcorbloeding
daalde en de zuurstofconsumptie nam af met 75%. Er was
ook een daling in de concentratieverhouding wvan para
aminohippuurzuur, natrium en kalium in urine versus
plasma, ten teken van een algehele daling in nierfunctie.
Bij wverhoging van de temperatuur tot 25°C bleken deze

veranderingen reversibel te zijn.

Langdurige nierperfusie (24 tot 48 uur) bij een tempera-
tuur van 10°C deed de nierfunctie afnemen. Wanneer deze
nieren aansluitend doorstroomd werden bij 20°C neemt
{ten opzichte wvan een ‘contrdle greep) de eiwitlekkage
toe, terwijl de para aminohippuurzuur klaring en urine-—
productie dalen. Een hogere zuurstofspanning (de PO,
werd in deze experimenten verhoogd van 150 tot 600 mmHg)
en toeveoeging van hypoxanthine, acetaat en pyruvaat voor-
komt de verslechtering van de nierfunctie bij koeling tot
ig°C (Foreman e.a., 1981).

Torelli e.a. (1973) onderzochten het effect van tempera-
tuur op de natriumreabsorptie in een met bleced geperfun-
deerde koniijnenier. Bij verlaging van de temperatuur van
37°C tot 28°C en 19°C daalde de fractionele natriumreab-
sorptie (de verhouding tussen het gereabsorbeerde en het
gefiltreerde natrium) van 0,76 * 0,01 (37°C) tot 0,57
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0,02 (28°C) en 0,41 £ 0,003 {(19°C). De para aminohippuur-
zuur klaring en zuurstofconsumptie werden door verlaging
van de temperatuur sterker beinvloed dan de natriumreab-
sorptie. Torelli c.s. vercnderstelden daarom dat de ver-
minderde natriumreabsorptie voornamelijk vercorzaakt
wordt door een effect van temperatuur op het natrium-
transport en niet alleen door verlaging van het metabo-
lisme.

Hyperthermie en de nier

Uitwendige blootstelling aan warmte veroorzaakt vasocon-
strictie in de nier (Rowell e.a., 1970; Eisman en
Rowell, 1977}). Opwarming wvan bavianen tot 42,5 & 49°C
leidt tot stijging van de temperatuur rondom de nier met
1 & 2°C; hierbij neemt de nierdoorbloeding met 23,7% per
graad Celsius af (Eisman en Rowell, 1977). Aangezien zo-
wel propranclol als saralasine de vasoconstrictie tegen-
gaat, wordt aangencomen dat een hypersecretie van renine

hiervoor ten dele verantwocrdelijk is.

Temperatuur en reninesecretie

Over de gevolgen van temperatuurverlaging op de reninese-
cretie is betrekkelijk weinig onderzoek wverricht, wvcoral
op niercoupes en gelscleerde glomeruli waarbij de tempe-
ratuur tijdens incubatie werd verlaagd. Yamamoto e.a.
(1967) en Capponi en Valloton (1976} vonden bij 4°C een
remming van de reninesecretie (die 2zij verklaarden door
interferentie met een actief secretecir proces). In gelsc-
leerde glomeruli vonden Blendstrup e.a. (1975} een omge-
keerde relatie tussen reninesecretie en temperatuur.
Verlaging van de temperatuur van 30°C tot 20°C leidde tot
een 2,6-voudige wverhoging van de reninesecretie en bii
verlaging tot 10°C nam de reninesecretie zelfs met een
factor 6,7 toe. Blendstrup c.s. veronderstelden dat er
energie nodig is voor retentie van renine door de Jjuxta-

glemerulaire cel. Ook Baumbach e.a. (1976) en Park e.a.
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(1981) wvonden bij temperatuurverlaging in gelsoleerde
juxtaglomerulaire cellen respectievelijk niercoupes een
toename van de reninesecretie, De resultaten in dergelij-
ke opstellingen verschillen van degenen waarbij gebruik
gemaakt wordt van gelscleerde renine houdende korrels uit
het juxtaglomerulair apparaat. Wanneer de incubatie tem-
peratuur van deze korrels wordt verlaagd neemt de renine-
secretie af (Funakawa e.a., 1978; Sagnella en Peart,
1979).

Park e.a. (1981} veronderstellen dat het stimulerende
effect van temperatuurverlaging op de reninesecretie in
niercoupes veroorzaakt wordt door interferentie met het
secretieproces. Bij normale temperatuur veroorzaakte af-
wezigheid van calcium in het incubatiemedium een stimula-
tie van de reninesecretie. Bij 4°C was ten opzichte van
37°C de reninesecretie verhoogd, waarbij de calciumcon~-
centratie geen invliced had op het niveau van deze stimu-
mulatie. Op grond hiervan veronderstelden Park en mede-
werkers dat een bepaald niveau van intracellulaire cal-
ciumceoncentratie bii 37°C een enzym activeert dat een
remmend effect heeft op de reninesecretie. Bij 4°C zou
dit enzym niet kunner worden geactiveerd waardoor remming
van de reninesecretie niet plaatsvindt.

Onderzoek naar .het effect van temperatuur op de reninese=-
cretie in de geisoleerde nier zijn voor zover mij bekend
niet beschreven.

Over het effect van temperatuurverhoging op de reninese-
cretie ziin slechts weinig gegevens bekend. Wanneer men
preoefpersonen of proefdieren aan een verhoogde buitentem-
peratuvur blootstelt met een stijging van de lichaamstem-
peratuur tussen §,6°C en 1,0°C neemt de plasma renine-
activiteit toe (Ejisman en Rowell, 1977; Collins en Few,
1879; Follenius e.a., 1979 Brandenberger e.a., 1980).
Hierbij doet zich tevens een stijging van de aldosteron-—
concentratie voor. Verondersteld wordt dat de renine
stijging mede verantwoordelijk is voor deze toename

(Follenius e.a., 1979). Wanneer in deze situatie B-blok-
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kers worden toegediend, treedt overigens wel suppressie
op van de renine-activiteit, maar niet van de aldosteron-
concentratie zodat andere factoren zoals versterkte ACTH
secretlie waarschijnlijk tot de stiijging van de aldoste-
ronconcentratie bijdragen (Brandenberger e.a., 1%80).
Tijdens verwarming van bavianen {waarbij de temperatuur
rondom de nier met 1 i 2°C toenam) infundeerden Eisman en
Rowell (1977) propranolcl. Zowel de vascconstrictie (zie
4.2} als de toeneming wvan de plasma renine-activiteit
werd door propranclel voorkomen. In een dierexperiment
werd aangetcond dat uitwendige verwarming de sympathische
activiteit in de nier doet toenemen (Ninomiva en Fujita,
1976} ; het is zeer wel denkbaar dat dit systeem voor de
veranderingen in nierhaemodynamica en reninesecretie
(mede) verantwcoordelijk is. Ock kan het renine wverhoogd
ziin door verminderde afbraak in de lever, aangezien tem-
peratuurverhoging de leverdoorbloeding doet afnemen
{(Collins en Few, 1979).

Uitwendige verwarming heeft geen invleoed op de bloeddruk
(Ninomiya en Fujita, 1976; Brandenberger e.a., 19%80);
evenmin treden veranderingen in natriumexcretie op
{(Brandenberger e.a., 1980).

Hyperthermie activeert de sympathische zenuwvezels in de
nier (Ninomiya en Fujita, 1976); als ujtvloeisel hiervan
stijgt de hoeveelheid catecholamine in de urine (Shum
e.a., 1969). Het is dus theoretisch zeer wel mogelijk dat
het sympathisch zenuwstelsel een bijdrage levert tot de
vasocenstrictoire respons. In de experimenten van Eisman
en Rowell (1977) %kon door a-bklokkade (phentolamine) de
vasoconstrictie echter slechts gedeeltelijk worden voor-
komen,

Onderzoek naar de invleced van hyperthermie op geiscleerde

nieren is veor zover mij bekend niet eerder verricht.

Temperatuur en het vaatgedrag

In het voorafgaande werd reeds aangegeven dat tempera-
tunrverandering langs een aantal wegen de doorstroming

kan beinvlceden: door bloeddrukverandering, haemoconcen-
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tratie, viscositeitsverandering en een toegenomen sympa-
thische activiteit. Daarnaast heeft de temperatuur een
direct effect op processen in de vaatwand zelf. Matige
koeling {25°C) onderdrukt de myogene activiteit van ge-
iscleerde venestrips, terwijl matige verwarming ({tot
43°C) de myogene activiteit doet toenemen (Vanhoutte en
Shepherd, 1976). Ock de reactie op adrenerge prikkels
wordt door de temperatuur belInvloed. Deze reactie is
tegengesteld aan het directe effect wvan temperatuur op
het contractiemechanisme zelf,

Milde hypothermie (25°C) doet de constrictie respons van
de vena saphena magna opgewekt door electrische stimula-
tie toenemen, verhoging wvan de temperatuur heeft het
tegengestelde effect. Ook de vasoconstrictie door
noradrenaline wordt door hypothermie versterkt (Vanhoutte
en Shepherd, 1970; Janssens en Vanhoutte, 1978a).

De versterking wvan adrenerge prikkels door hypothermie
wordt niet wveroorzaakt door het vrijkomen van meer nor-
adrenaline aan het zenuwuliteinde (Janssens en Vanhoutte,
1978b), integendeel, er wordt zelfs een vermindering
vastgesteld {(Janssens en Vanhoutte, 1979).

Daartegenover staat dat de hercpname van ncradrenaline
aan de zenuwuiteinden is verminderd (Janssens en
Vanhoutte, 1978a), evenals de enzymatische afbraak
{Janssens en Vanhoutte, 1978b).

De versterkte reactie bij hypothermie is niet specifiek
voor het adrenerge systeem. Ock na toediening van acetyl-
choline, adenosinetrifosfaat en 5-hydroxytryptamine con-
traheert de vena saphena magna onder hypotherme omstan-~
digheden in versterkte mate (Vanhoutte en Shephexd,
1970} .

Sterkere afkoeling (tot 5°C) doet de contractiliteit bij
adrenerge prikkels afnemen. Verondersteld wordt dat bij
deze temperatuur de adrenerge neurotransmissie onderbro-
ken wordt (Rusch e.a., 1%81).

In bovenstaande experimenten werd in het algemeen gebruik

gemaakt van gelIscleerde huidvaten. De wvasculatuur van de
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huid speelt een overheersende rol bij de temperatuurregu-
latie wvan het intacte individu. Uit dierexperimenten is
gebleken dat uiwendige keoeling de activiteit van sympa=-
thische huidzenuwen gterk doet toenemen (Ninomiva en
Fujita, 1976).

De vraag dringt zich op of deze mechanismen ock bij ande-
re vaten een rol spelen.

De door o-adrenerge stimulatie verocrzaakte contractie
van de vena femoralis wordt door matige keoeling (24°C)
geremd. De affiniteit van de a-receptor is in een derge-
lijk model niet gewijzigd (Janssens en Vanhoutte, 1978a).
Over de reactie op adrenerge stimulatie in de nier bij
verschillende temperaturen zijn weinig gegevens bekend,
Fonteles en Karow {1976} infundeerden in een geisoleerde
konijnenier noradrenaline bij respectievelijk 37°C en
25°C. De vasoconstrictie was bij 25°C sterk toegenomen,
hetgeen verklaard werd docr een tcoegenomen affiniteit van

de a-receptor.

In het bovenstaande werd nagestreefd de weinige en hete-
rogene gegevens die betrekking hebben op de invloed wvan
temperatuur op de nier, vaatgedrag en reninesecretie zo
logisch mogelijk te rangschikken. Cok waar sommige resul-
taten niet direct te relateren zijn aan de eigen vraag-
stelling en onderzoeksprocedure zijn deze toch vermeld
omdat er nog nimmer ¢en enigszing coherent overzicht over

deze materie is verschenen.

Wanneer men bovenstaande heterogene gegevens samenvat,
kan gesteld worden dat uitwendige koeling vasoconstrictie
in de nier veroorzaakt. In de literatuur wordt voorbijge-—
gaan aan de mogelijkheid dat de vasoconstrictie wvia het
sympathisch zenuwstelsel ot stand komt. In gelscleerde
nieren doorstroomd met bloed treedt bij koeling vasocon-
strictie op, waarbij bezwaar kan worden gemaakt tegen de
experimentele procedure.

Hypothermie doet de contractiliteit van geisoleerde huid-
vaten op adrenerge en andere prikkels (acetylcholine,

adenosinetrifosfaat en 5-hydroxytryptamine) toenemen. Een
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verhocogde affiniteit van de postsynaptische o-receptor
wordt als de belangrijkste oorzaak gezien voor de ver=
sterkte reactie op adrenerge prikkels. 00K zijn er expe-
rimenteel aanwijzingen dat in de nier de affiniteit wvan
de o~receptor veoor noradrenaline is tcegenomen.

Omtrent de invloed van temperatuurverlaging op de renine-
secretie worden in de literatuur tegenstrijdige gegevens
gevonden.

Hyperthermie vercorzaakt vasoconstrictie in de nier en
stiiging van de reninesecretie. Ook hierbij kan het sym-
pathisch zenuwstelsel een rol spelen.
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HOOFDSTUK v

VRAAGSTELLING VAN HET ONDERZOEK

In de voorafgaande hoofdstukken werd aan de hand van de lite-
ratuurgegevens ingegaan op de gelsoleerde nier, het renine-
anglotensine systeem en de invloed wvan temperatuur op de
nier, de reninesecretie en het vaatgedrag.

Uit dit overzicht is duidelijk dat de secretie van het renine
door vele factoren kan worden beiInvloed. Deze factoren kunnen
bij onderzoek in een geiscleerde nier grotendeels worden be-
heerst, zodat dit een aantrekkelijk model is wvoor onderzoekin-
gen naar de reninesecretie.

Bij vroegere onderzoekingen in dit model vormde de sterke
spontane toeneming van de reninesecretle tijdens de perfusie
een probleem bij de interpretatie van de gegevens (zie hoofd-
stuk 7).

Bij de uitvoering van ons onderzoek stelden wij ons de volgen-

de vragen:

1. Is in het model van de geiscleerde rattenier een meexr con-

stant niveau van de reninesecretie te bereiken?

2. Heeft verhoging respectievelijk verlaging van de tempera=-
tuur van de perfusievlceistof invlced op de vaattonus en

de reninesecretie in de geiscleerde rattenier?

3. Wat is het effect van farmaca, wegens hun vaatverwijdende
werking gebruikt vocor de behandeling van hypertensie, op

vaattonus en reninesecretie tijdens normotherme perfusie?

4. Is het mogelijk door infusie van deze farmaca inzicht te
verkrijgen in het mechanisme waardoor de temperatuur de

vaattonus en de reninesecretie belnvloedt?

In dit proefschrift zal getracht worden een antwoord te geven
op deze vragen. Onderstreept moet worden dat dit onderzoek

uitgevoerd werd in een in situ geisoleerde nier. De waarde
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van een dergelijke techniek is niet zozeer de praktische im-
plicatie ervan, als wel de mogelijkheid om inzicht te krijgen
in fysioclogische en farmacologische mechanismen, die niet bij
de mens in toto te onderzoeken zijn. De gelscleerde nier kan
zo het inzicht verrulmen omtrent de invloceden van antihyper-

tensiva op de nier en de reninesecretie.
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HCOFDSTTUEK VI

METHCDEN VAN ONDERZOEK

6.1. Techniek van de perfusie

De techniek werd voor het eerst beschreven door Vandongen
e.a. {1973) en werd door ons op een aantal punten gemodi-
ficeerd. Mannelijke Wistarratten met een gewicht tussen
300 en 400 gram kregen een standaarddieet (Hope Farms
AM-2, 6 mm}), met uitzondering wvan in hoofdstuk 11 be-
schreven exXperimenten waar ratten een natriumarm dieet
kregen. De ratten dronken water naar behoefte; de omge-
vingstemperatuur was ca. 20°C,

Het model is afgebeeld in figuur &-1. De ratten werden
onder narcose gebracht door middel van natriumpentobarbi-
tal intraperitoneaal (60 mg/kg). Vervolgens werd de rech-
ter arteria carotis gecanuleerd door middel van een poly-
propyleencanule. Via deze canule kregen de ratten 100 E
heparine toegediend om de vorming van thrombi te voorko-
men. Met behulp van de carotiscanule kon de bloeddruk van
de rat intra-arterieel worden gemeten. Ratten die door de
chirurgische procedure in een circulatoir instabiele toe-
stand kwamen, werden niet voor de verdere experimenten

gebruikt.

Via een paramediane abdominale incisie werden de linker
nier en de abdcminale vaten benaderd. De ureter werd
doorgeknipt, aangezien stuwing een verhoogde reninesecre-
tie wvercorzaakt (Meyver e.a., 1968; Cooke e.a., 1970;
Kaloyanides e.a., 1973). De wvasculatuur van de bijnier
werd onderbonden. Verder werden onderbonden de arteria
respectieveliik vena ileolumbalis en arteria respectieve-
1ijk vena spermatica beiderziids, evenals dorszal de ar-—
terize en venae lumbales. Aorta en vena cava werden cra-
niaal van de aftakking respectievelijk inmonding van de

linker arteria en vena renalis van elkaar geprepareerd en
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Fig. 6.1 Het model,
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afzonderlijk geligeerd (niet onderbonden). Distaal (boven
de afsplitsing resp. inmonding van arteriae en venae
ilacae) werden aorta en vena cava gezamenlijk onderbon-
den. FPolypropyleen canules (PPl00) werden ingebracht in
vena cava resp., aorta, De openingen van deze canules
waren op het niveau van de linker vena en arteria rena-
iis. Bij stromende perfusievloeisteof (zie hoofdstuk 6.3)
werden acorta en vena cava craniaal van arteria en vena
renalis onderbonden. Op deze manier ontstond een cpstel-
ling waarbii de linker nier doorstroomd kcn worden zonder
het optreden van anoxie. Recirculatie wvan de perfusie-
vlgeistof vond niet plaats. Na starten van de perfusie
werd de rat door een overdosis pentobarbital, toegediend

via de carotiscanule, opgeofferd.

Redenen om het experiment te staken waren:

1

Bloeding met blceddrukdaling bij de canulatie

Anoxie van de nier tengevolge van aansluitingsproblemen

Lekkage van de perfusievloeistof

Bloedbijmenging bij het perfusaat.

Na het tot stand komen van de perfusie werd een vaste
{arbitrair gekozen) pericde van tien minuten in acht ge-
nomen ter stabilisatie wvan het model (stabilisatieperi-
ode), waarna de experimenten begonnen (onderzoeksperi-
cde) .

In tegenstelling tot voorafgaande experimenten van
vandongen en Sitrang werd de nier geperfundeerd bij een
gedurende het gehele onderzoek constante druk. De perfu-
siedruk kon constant worden gehouden doordat wij in de
opstelling een retourslang naar het reservoir {zie
figuur 6.2} hadden aangebracht, waarin een stelschreoef
was opgencmen (naar een idee van Dr. 5. Lustig (1979},

thans nephroloog te Tel Aviv, Israé&l).

De perfusie-opstelling

De opstelling wordt weergegeven in figuur 6.2. (blz. 70)
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Reservoir: De perfusievioeistof bevond zich in een

dubbelwandig reservoir {Pyrex - 4,295,01}. Door de
wand circuleerde water dat door een verwarmingspomp
(Haake, type F)} op temperatuur werd gehouden. Hiermee

werd de gewenste temperatuur globaal geregeld.

pH meter: In het reservoir bevond zich een pH electro-
de (Sensorex - Radio Copenhagen) verbonden met een pH
meter (Philips, PW 9410}. Tijdens de perfusie werd de
pH gehouden tussen 7.35 en 7.45.

92 toediening: De perfusievlceistof werd geoxygeneerd
door constante doorstroming met carbogeen (95% O2 an
5% C02).

Rollerpomp: Deoor middel van een Watson en Mariow MHRE
100 rollerpomp werd de perfusievloeistcf met een con-
stante pulserende stroom voortgestuwd in de siliconen-

slangen (¥ 6.4 mm).

Stijgbuis: Een stijgbuis in het circuit diende voocr de

afvoer van luchtbellen.

Drukregistratie: Door een tweetal Thomson Telco trans-

ducer-versterkers werd de druk geregistreerd in de
arteria carotis {tijdens de chirurgische procedure) en
in het perfusiecircuit. De druk werd geregistreerd op
een module als gemiddelde perfusiedruk (electronic

mean) .

Verwarmingssysteem: De exacte temperatuur werd geregu-

leerd door middel van een tweetal elementen (7-1 en
7-2) wverbonden met ean electronische regel eenheid.
Element 1 bevond =zich halverwege de opstelling en
diende voor het corrigeren van het warmteverlies. Op
6 cm van de ingang van de arteria renalis bevond zich
element 2. Dit element handhaafde de gewenste tempera-

tuur met esn nauwkeurigheid van 0,1°C,



—70-

Ty :
Aa//f///lﬁ_:4w_w,_ﬁ__quiwﬁ_;‘:
////)/.9. S R T T PO

De perfusie-opstelling.

Fig. 6.2
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Deze verwarmingsapparatuur 1is niet commercieel ver-
krijgbaar en werd vervaardigd door de medisch electro-
nische dienst wvan het Sophia Kinderziekenhuis te
Rotterdam.

8. Stelschroef: Om de perfusiedruk constant te houden,
werd in de retourslang naar het reservoir een stel-
schroef aangebracht waarvan de praktische toepassing

normaliter de luchtslang van een aguariumpomp is.

9. Verwarmingsmat: Om te sterke afkceling van de rat te

voorkomen, werd deze geplaatst op een verwarmingsmat

(German~-Rupp, X=25C=~3} ingesteld op 38°C.

10. Infusiepomp: Via een infusiepomp (Precidor 5003} wer-
den de farmaca met een constante snelheid gelInfun-
deerd. De maximum infusiesnelheid was 0,04 ml/min.
Bij de contr8le-experimenten werd het oplosmiddel met

een gelijke snelheid geInfundeerd.

11, Doorstromingssnelheid: De doorstromingssnelheid werd

gemeten door de perfusievloeistof op te vangen in ge-

calibreerde buizen (Haak).

Perfusievliceistoffen

De perfusievliceistof was een gemodificeerde Krebs Ringer
oplossing. Macrodex 6% in 0,9% NaCl vormde de colloidale
basis. Deze oplossing bevatte dextran met een gemiddeld
moleculair gewicht van 70.000. Als buffers waren natrium-—
bicarbonaat en hepes (2~ {N-2-hydroxyethylpiperazine—
N'-yl)lethaansulphonzuur) toegevoegd.

De samenstelling wvan de standaardperfusievloeistof was
als volgt:
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Na 140.0 mmol/l
Kt 4.8 mmol/l
ca?” 2.7 mmol/l
Mgt 1.1 mmol/l
c1” 105,0 mmol/L
5042“ 1.1 mmol/1l
H2PO4 1.1 mmol/1
HCO, 39.1 mmol/l
D-glucose 10,1 mmol/Ll
pyruvaat 5.0 mmol/1l
l-glutamine 4.9 mmol/l
Hepes 15.0 mmol/l
Dextran 0.53 mmol/1
Osmolariteit 314 mosm/ L

De kinematische wviscositeit van de perfusievloeistof
werd gemeten met behulp van de viscosimeter van Ostwald.
De viscositeit bedrceg bij 37°C 1.42 centistokes, bij
32°C 1.58 centistokes en bij 42°C 1.28 centistokes.
Door wijzigingen aan te brengen in de samenstelling van
de perfusievloeistof werd een perfusievlceistof verkregen
die bij 32°C een identieke viscositeit bezat als bij 37°C
{aangepaste perfusievloeistof I).

De samenstelling wvan deze perfusievloeistof was als

volgt:

Na© 140.1 mmoi/1
K" 4.3 mmol/l
Ca2+ 2.7 mmol/l
Mg2+ 1.1 nmmel/l
ci 96.0 mmol/1
5042' 1.1 mmol/l
H,PO, 1.0 mmcl/l
HCO, 4.0 mmel/1
D~glucose 9.1 mmol/l
pyruvaat 4.5 rmmol/l
l-glutamine 4.4, mmol/l

Hepes 13.5 mmol/l
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dextran 0,48 mmol/L

Osmolariteit 312 mosm/ 1,

Ook werd een perfusievloeistof bereid die bij 42°C een
identieke viscositeit bezat als bij 37°C (zangepaste
perfusievliceistof II).

De samenstelling wvan deze perfusievloeistof was als

volgt:

Na'® 140.6 mmol/1
K" 4.7 mmol/l
ca’t 2.7 mmol/l
Mg2+ 1,1 mmol/l
c1” 122,0 mmol/l
5042" 1.4 mmol/l
HzPOﬁ 1.3 mmol/l
HCO, 22.0 mmol/l
D-glucose 11.8 mmol/1
pyruvaat 5.8 mmol/l
l-glutamine 5.8 mmol/l
Hepes 17.6 mmol/l
Dextran 0.62 mmol/1
Osmolariteit 311 mosm/1

Haemodynamische metingen

De gemiddelde perfusiedruk (PP = perfusion pressure)
waerd afgelezen op de eerder genoemde drukmeter (mmHg}.
De doorstromingssnelheid (flow) werd afgelezen in de ge-

calibreerde buizen {(ml/min).

De niervaatweerstand ("renal vascular resistance" = RVR)
werd berekend volgens de formule:

Niervaatweerstand = Jemiddelde perfusiedruk (PP)
(RVR) stroomsnelheid (flow)
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6.5. Hormonale bepalingen

Na het opvangen werd het perfusaat in 1js geplaatst en

vervolgens ingevroren,

1. De renine-activiteit van het perfusaat werd be-
paald door middel van een radio-immuno-assay waarbij
de hoeveelheid gegenereerd angiotensine I werd gemeten
na incubatie met angiotensinogeen {= renine substraat)
(Skinner, 1967}. Voor het bereiden van angictensino-
geen werden ratten onder aethernarcose gebracht waarna
de nieren werden verwijderd. Gedurende 48 uur daarna
kregen de dieren uitsluitend water te drinken. Hierna
werden zij weer onder aethernarcose gebracht en ont-
bloed. Dit bloed werd in heparinebuizen opgevangen en
gecentrifugeerd.Het plasma werd vervolgens gedurende
18-24 uur gedialyseerd in een buffer pH 4.5 (bevatten=-
de citroenzuur, natriumdiwaterstoffosfaat, EDTA,
natriumchloride en neomycine) bij een temperatuur van
4°C, Vervolgens werd de dialyse gedurende 1 uur
voortgezet in een dergelijke buffer pH 4.5 bij een
temperatuur van 32°C. Aansluitend vond dialyse plaats
bij 4°C, pH 7.5 (deze buffer bevatte natriumdiwater-
stoffosfaat, dinatriumwaterstoffosfaat, natriumchlori-
de, EDTA en neomycine}.
Na dialyse werd het substraat bewaard bij -20°C,

De perfusaatmonsters werden gedialyseerd volgens een
modificatie van de methode van Skinner (1967} geduren-
de 18-24 uur in een buffer pH 4.5 bij 4°C. Deze buffer
bevatte citroenzuur, natriumdiwaterstoffosfaat, EDTA,
natriumchloride en neomycine. Daarna werd de dialyse
voortgezet In een dergelijke buffer pH 4.5 bij 32°C
(1 wur). Vervolgens werden de monsters gedurende
18-24 uur gedialyseerd bij een pH 7.5, temperatuur
4°C, Deze buffer bevatte natriumdiwaterstoffosfaat,
dinatriumwaterstoffosfaat, natriumchloride, EDTA en

necmycine.
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De dialvse werd gevolgd door de incubatie. Bij elkaar
werden gevoegd {temp. 4°C): het gedialyseerde monster,
angiotensinogeen, een bufferoplossing pH 7.5 en humaan
albumine.

De incubatie wvond plazats gedurende 1 wur bij 37°C.

De hoeveelheid gegenereerd angictensine I werd gemeten
door middel wvan een radio-immunc-assay (New England

Nuclear}.

De renine-activiteit in het perfusaat werd uitgedrukt
als ngAI/ml/uur.
In de perfusievloeistof zelf werd (voor passage door

de nier) geen renine-activiteit gevonden.

2. In een aantal monsters werd angiotensine II bepaald

volgens de methode beschreven door Lijnen e.a. (1978}).
3. In een aantal monsters werden catecholaminen hepaald

volgens een modificatie (Endert, 1979} van de methode

beschreven door Passon en Peuler (1973).

De vitaliteit van het model

De resultaten van de diverse onderzoekingen met dit
model (Vandongen e.a., 1973, 1974; Vandongen en Peart,
1974a, 1974b; Vandongen, 1975a, 19%75b, 1976, 1977;
Vandongen en Greenwood, 1975a, 1975b; Strang, 1978;
Vandongen en Tunney, 1980; Logan en Chatzilias, 1980)
geven geen aanleiding vitaliteitsverlies tijdens kortdu-
rende perfusie te veronderstellen.

Bij lichtmicroscopisch onderzoek werden geen veranderin-
gen in de nier aangetroffen. Ook aanwijzingen voor een
significante mate van celafbraak (8GOT, SGPT of LDE in
de perfusieviceistof; kaliumverlies) werden niet gevon-
den.

Cok blijkt uit de verschillende onderzoekingen dat het

model op gerichte farmacclogische stimuli tijdens de ge-
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hele perfusie blijft reageren met veranderingen in vaat-

gedrag en reninesecretie.

Aangezien het model dat gebruikt werd bij dit onderzoek
slechts daarin verschilde van voorgaande onderzoeken dat
de perfusiedruk constant was en de temperatuur nauwkeurig
werd gereguleerd, hebben wij de farmacologische beinvlce-
ding niet opnieuw bewezen. Wel werden nieren na perfusie
bii de wverschillende temperaturen lichtmicroscopisch
ocnderzocht, waarbij (evenals bij voorafgaande onderzoe-
kingen in dit model) geen aanwijzingen voor vitaliteits-
verlies werden gevonden, Ock vonden wij geen LDE, SGOT of

SGPT in het perfusaat, evenmin trad kaliumverlies op.

Statistische bewerking

De resultaten zijn weergegeven als het gemiddelde * stan-
daardfout van het gemiddelde.

Wanneer procentuele wveranderingen worden weergegeven is
de uitgangswzaarde gesteld op nul,.

Veoor vergelijking van twee meetpunten binnen é&&n groep
werd gebruik gemaakt van de gepaarde Student t test.

De verschillen tussen twee groepen op &&n meetpunt werden
op significantie getoetst door middel van de ongepaarde
Student t test.

De verschillen tussen twee Jgroepen op meerdere meetpunten
werden geanalyseerd door middel van de twee wegs varian-
tie analyse (Snedecor en Cochran, 1967). Hierbij werd ge-
bruik gemaakt van een HP 9%825a tafelcomputer. Een over-—
schrijdingskans kleiner dan 5% (p<0,05) werd als signi-

ficant beschouwd.

Gebruikte farmaca

Endralazine (Sandcz)
Verapamilhydrochloride (Encll)
Captopril (Sguibb}

Prazosinehydrochloride (Pfizer)
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Endralazine, verapamilhydrochloride en captopril werden
cpgelost in fysiologisch =zout; prazosinehydrochleoride
werd opgelost in gedestilleerd water waarvan door toe-
vceging van zoutzuur de pH op 3.1 was gebracht (informa-

tie Pfizer).
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HOCOFDSTUK VII

DE REPRODUCEERBAARHEID VAN DE WAARNEMINGEN
BIJ NORMOTHERME PERFUSIE

In hoofdstuk 2 werd aangegeven dat een belangrijk vecordeel wvan
het gebruikte model was het vermijden van recirculatie. Recir-
culatie betekent dat de perfusievlceistof na passage van de
nier terugstroomt in het reservoir en opnieuw wordt geInfun-
deerd. Het gevolg is een cumulatie van het renine in de perfu-
sievliceistof. Door op verschillende tijdstippen monsters van
de vloeistof te nemen, kan de renineconcentratie worden be-
paald. De cumulatie van het renine kan zeer sterk zijn. Zo
vonden bijvoorbeeld Nakane e.a. (1980a) in een recirculatiemo-
del het volgende beloop: 0 minuten 62 * 7 ng Al/ml/uur/min; na
30 minuten 286 £ 28 ng Al/ml/uur/min en na 60 minuten zelfs
571 # 57 ng Al/ml/uur/min.

Het nadeel van een dergelijk model is dat kleine veranderingen
niet kunnen worden waargenomen. Ook voorbijgaande effecten van
farmacclogische belInvliceding kunnen worden gemaskeerd. Tevens
is het niet uitgeslcoten dat het secretieproces docr de cumula-
tie van het renine wordt beinvloed.

Perfusie waarbij de vloeistof slechts eenmaal de nier door-
stroomt heeft daarom de voorkeur. WNiettemin deed zich in het
door ons gebruikte model volgens de literatuur {en blijkens de
vroegere ervaringen in ons laboratorium} een sterke toename
van de reninesecretie in de tijd voor.

Vandongen e.a. (1873} beschreven in de eerste publicatie wvan
deze opstelling weliswaar nog een redelijk constant niveauw van
de reninesecretie in het perfusaat {(tussen 2 en 3,5 ngAl/ml/
uur}.

Een jaar later vonden Vandongen en Peart (1974b) echter een
toename in de reninesecretie van 8.1 * 2.0 nmolAl/uur/l/min
tot 27.1 % 5.4 nmolAl/uur/l/min na 10 minuten in de onder=-
zoeksperiode. Ook bij latere onderzoekingen werd een sterke
spontane toename van de reninesecretie waargenomen {Vandongen

1975a; Vandongen en Greenwood, 1%75a; Vandongen en Tunney.
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1980} ; zelfs van 13 + 2 nmolAlluur/l/min tot 47 £ 18 nmol Al/
uur/l/min (Vandongen, 1977a).

Strang (1978} wond na 7 minuten in de onderzoeksperiode een
toename van de reninesecretie met 107 2z 35%. Logan en
Chatzilias (1980) melden een dusdanige variatie in doorstro-
mingspatroon en reninesecretie dat voor de interpretatie van
de gegevens een {uit statistisch ocogpunt) dubieuze methode
nodig was, waarbij het quotiént werd bepasld van de waarden
die het meest afweken ten opzichte van de basislijn.

Deze aanzienlijke stijging ({(en variatie) wvan de reninesecretie
bemoeilijkt de interpretatie van de resultaten in die mate,
dat in de huidige methode extra wvoorzorgen werden ingebouwd

ter stabilisatie van de functies van het model.

In de figuren 7.1 t/m 7.3 zijn de resultaten weergegeven van
de contréle-perfusies (n=5%}) die verricht werden in het kader
van de in volgende hoofdstukken beschreven onderzceken.

Het bliikt dat wij er in geslaagd zijn een redelijk consistent
patroon van reninesecretie te verkrijgen (fig. 7.1}. De reni-
nesecretie blijft vrijwel constant met een maximale stijging
van 21.1 * 7.1% (fig. 7.3}).

De doorstroming (fig. 7.2} tocont een tendens tot dalen (voor
de statistische significantie wordt verwezen naar de betref-
fende hoofdstukken).

Nu het model stabieler is dan coit eerder werd beschreven,
lijkt er een goed uitgangspunt te bestaan voor farmacologische
onderzoekingen. Als belangrijkste verklaring voor het relatief
stabiele vaatgedrag en de stabiele reninesecretie zien wij de
constante perfusiedruk., In de experimenten wvan Vandongen en
Strang daalde de perfusiedruk waardcor de baroreceptcocr wordt
geactiveerd, met als resultaat een stijging van de reninese-
cretie. Daarnaast stabiliseerden wij 10 minuten (de andere
onderzoekers maximaal 5 tot 8 minuten) en werd de temperatuur
van de perfusievloeistof nauwkeurig gereguleerd.

Wel blijkt uit figuur 7.1 t/m 7.3 dat ondanks de gestandaardi-
seerde condities er een aanzienlijke interindividuele variatie
blijft bestaan inzake het niveau van doorstroming en reninese-

cretie. In de literatuur werden over het algemeen absclute ge-
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tallen van verschillende groepen (bijv. farmacoclogische stimu-
latie ten opzichte van contr&le-experimenten} vergeleken.

Onzes inziens moeten deze resultaten met voorzichtigheid wor-
den geinterpreteerd. Beter is het procentuele veranderingen te
vergelijken, waarbij steeds contrdle-experimenten in afwisse-

lende volgorde dienen te worden verricht.
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HOOFDSTUKEK VIII

DE INVLOED VAN TEMFPERATUUR GP NIERDOORSTROMING EN
RENINESECRETIE IN DE GEISOLEERDE RATTENIER

Inleiding

In heoofdstuk 4 werd de invleoed beschreven van temperatuur
op de nier en de secretie van het renine. Bij uitwendige
koeling (Withey e.a., 1975, 1976; Chapman e.a., 1975) en
bij wverwarming (Rowell e.a., 1970; Eisman en Rowell,
1977) doet zich renale vascconstrictie voor. Uitwendige
verwarming veroorzaakt een tcename van de plasma renine-—
activiteit (Eisman en Rowell, 1977; Collins en Few, 197%;
Follenius e.a., 1979; Brandenberger =.a., 1980},

In niercoupes en gelsoleerde glomeruli wordt bij tempera-
tuurverlaging zowel een suppressie (Yamamoto e.a., 1967;
Capponi en Valloton, 1976} als een stimulatie (Blendstrup
e.a., 1975; Baumbach e.a., 1%76; Park e.a., 1980} van de
reninesecretie gezien. In gelsoleerde granulae heeft tem—
peratuurverlaging een verminderde reninesecretie tot ge-
volg (Funakawa e.a., 1978; Sagnella en Peart, 1979).
Wanneer men vanuit een fysiclogische invalshoek de in-
viced van temperatuur op nierdoorstroming en reninesecre-
tie wil bestuderen, stuit men bij de mens (en het proef-
dier) op een aantal complicerende factoren. Uitwendige
temperatuurvariaties resulteren in veranderingen van ge-
ringere betekenis ter plaatse van de nier. Qok kunnen
factoren meespelen als veranderingen in bloeddruk (en
daardoor perfusiedruk wvan de nier) en viscositeit.
Daarnaast 1is verlaging van de temperatuur een stimulus
voor het sympathisch zenuwstelsel.

Wanneer men een antwoord wil vinden op de vraag hoe de
nier zelf op veranderingen in temperatuur reageert, zon-
der interferentie van bovengenoemde factcren, is men ge-
dwongen gebruik te mazken van een geiscleerde nier.

In met bloed geperfundeerde nieren vercorzaakte verlaging

van de temperatuur een daling wvan de doorstroming
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(Harvey, 1959; Levy, 195%; Torelli e.a., 1%73). Perfusie
met bloed kan leiden tot vasoconstrictie (zie hoofdstuk
2}. Bij deze onderzoekingen moet de kritische aantekening
worden geplaatst dat contrfle-experimenten ontbreken. Ook
valt niet uit te sluiten dat bloedbestanddelen onder
hypotherme omstandigheden vasoconstrictie induceren, zo-
dat het vaatgedrag zelf wordt gemaskeerd. Fonteles en
Karow (1976) vonden in een gelsoleerde hondenier (geper-
fundeerd met een niet=-cellcidale oplossing) een toegeno-
men doorstroming bij 25°C. Ock in dit onderzoek ontbreken
contr&le-experimenten.

In onze opstelling cnderzochten wij het effect van perfu-
sie bij 32°C (hypotherme perfusie) en 42°C (hypertherme
perfusie) ten opzichte van 37°C (normotherme perfusie).

Het studieprotocol was het volgende:

1. De invliced van ncrmotherme {37°C}, hypoctherme (32°C)
en hypertherme (42°C) perfusie met gebruik wvan de
standaardperfusieviceistof (8.2}.

2. De invloed van hypotherme (32°C} en hypertherme
{42°C) perfusie met de aangepaste perfusievliceistof
(gezien de viscositeitsveranderingen door verlaging
resp. verhoging van de temperatuur, zie hoofdstuk 6]}
in vergelijking met perfusie bij 37°C (standaardperfu-
sievlceistof) (8.3).

3. De invloed van hypotherme perfusie (32°C} wvoorafgegaan
door normotherme perfusie (37°C) (8.4).

Dit onderzoek werd uitgevoerd om interindividuele va-
riatie als verklaring voor de waarnemingen beschreven
in hoofdstuk 8.3 uit te sluiten. Bij deze perfusies
werd gedurende de stabilisatieperiode gebruik gemaakt
van de standaardperfusievloeilstof. Na 4 minuten in de
onderzoeksperiode werd de temperatuur verlaagd en om-
geschakeld op de aangepaste perfusievloeistof (I}).
Deze viceistof was afkomstig van een reservoir dat
parallel aan het in figuur 6-2 afgebeelde reservoilr
was geplaatst en waarnaar kon worden overgeschakeld.
Na 12 minuten (16 minuten in de onderzoeksperiode)

werd de temperatuur verhoogd teot 37°C en de nier werd
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met de standaardperfusievloeistof doorstrcomd. Bij de
contréle-experimenten werd eenzelfde schakeling uitge-
voerd.,

4, De invloed van hypertherme perfusie (42°C) voorafge-
gaan deor normotherme perfusie (37°C) (B.5).
Op een identieke manier werd na voorafgaande normo-
therme perfusie de invloed van hypertherme perfusie
onderzocht.

De invlced van normotherme (37°C), hypotherme

(32°C}) en hypertherme {(42°C) perfusie

*
Resultaten (figuur 8-1 t/m 8-3 )

Perfusie bij 32°C (perfusiedruk 112 2 2 mmHg; n=5}
toonde een doorstroming van 7.2 % 0.5 ml/min bij aanvang
van de waarnemingen; na 16 minuten was de doorstroming
7.0 + 0.5 mi/min (n.s.).

De procentuele afname van de doorstroming in het verloop
van de perfusie bedroeg 4.1 % 1,9%. Aangezien de perfu-
siedruk constant werd gehouden toonde de niervaatweer-
stand het tegenovergestelde patroon.

De reninesecretiegnelheid bleef constant 9263 * 163 ng
Al/ml/uur/min aan het begin resp. 962 + 64 ng Al/ml/uur/
min aan het eind van de perfusie (n.s.). De procentuele
verandering in de reninesecretie was na 16 minuten 11.5
+ 18.8%.

*

Verklaring bij fig. 8.1 en volgenden:

Flow = doorstromingssnelheid {ml/min.).

RVR {renal vascular resistance)= niervaatweer-—
‘stand; quotisnt van perfusiedruk en doorstramings-
snelheid (uitgedrukt in U; Units).

Renin = Renineconcentratie (ng A,/ml/uur}.

RSR {Renin secretion rate) = product van doorstro-
mingssnelheid en renineconcentratie (weergegeven
als SU; secretion units).

A% RVR = procentuele veranderingen in niervaat-
weerstand; hierbij is het uitgangspunt gesteld op
rml,

A% ESR = procentuele veranderingen in reninese-
cretiesnelheid; hierbii is bet uitgangspunt
gesteld op mal.
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Fig. 8.1 De invlced van normotherme (37°C), hypotherme
(32°C) en hypertherme (42°C) perfusie,
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Perfusie bij 37°C (perfusiedruk 112 * 4 mmHg, n=5)}) toonde
een gemiddelde doorstroming van 7,7 % 0,3 ml/min aan het
begin resp. 6.6 * 0.6 ml/min aan het eind van de waarne-
mingspericde (p<0,05). De procentuele vermindering in de
doorstroming was 15.3 £ 5.2%, De niervaatweerstand toonde
een overeenkomstig patroon. De reninesecretie veranderde
niet significant: 1210 * 89 ng Al/ml/uur/min aan het be-
gin van de waarnemingen, resp. 1285 * 37 ng Al/ml/uur/min
aan het eind (n.s.). De prdcentuele verandering in reni-
nesecretie was 8.5 t 7.9%.

Perfusie bij 42°C ({(perfusiedruk 110 * 5 mmHg, n=5} toonde
een gemiddelde doorstroming van 8.8 % 0.3 ml/min aan het
begin, resp, 8.0 % 0.5 ml/min aan het eind van de waarne-
mingsperiode (p<{ 0.025). De procentuele afname van de
doorstroming in het verlcop van de perfusie bedreoeg 8.7
+ 3.3%.

De reninesecretie was aan het begin van de waarnemingspe-
ricde 1587 t 180 ng Alfml/uur/min, aan het eind 1417 #%
174 ng Al/ml/uur/min. Procentueel was de daling 4 + 21%,
Wanneer de deoorstroming bij de verschillende temperaturen
vergeleken wordt, blijkt dat de doorstroming bij 42°C ten
cpzichte wvan 37°C (F62.9; p< 0.003) en 32°C (FB87.4;
p<0.005) te zijn tcegenomen. De docrstroming bij 32°C is
ten opzichte wan 37°C niet verschillend.

Bangezien de perfusiedrukken in de drie groepen niet ver-
schilden, toonden de vaatweerstanden hiervan het spiegel-
beeld.

De reninesecretie is bij 32°C ten opzichte van 37°C ge-
supprimeerd {F5.0; p<{0.05), bij 42°C ten opzichte van
37°C gestimuleerd (F6.9%; p<0.025).

De reninesecretiesnelheid is het product van doorstroming
en renineconcentratie in het effluens.

Wanneer de renineconcentratie in het perfusaat bij 32°C
vergeleken wordt met de renineconcentratie bij 37°C,
blijkt ook een significante suppressie (F 10.7; p<
0.005). Het verschil tussen 37°C en 42°C was niet signi-
ficant. In vergeliijking met perfusie bij 42°C was de re-
nineconcentratie bij 32°C verlaagd (F 11.6; p<{0.005).



-g1-

De invloed van hypotherme en hypertherme perfusie

{(aangepaste perfusievloeistof) ten opzichte wvan

normotherme perfusie

In hoofdstuk 8.2 werd aangetoond dat bij hypotherme per-
fusie de dcorstroming niet veranderde, wel trad suppres-—
sie van de reninesecretie op. Temperatuurverlaging deed
de viscositeit wvan de perfusievloeistof toenemen (van
1.42 tot 1.58 centisteokes, zie hoofdstuk 6). Daarom wer—
den perfusies uitgevoerd met de aangepaste perfusie-
vloeistof (I) (n=7) bij 32°C. Door verhoging van de tem-
peratuur daalde de viscositeit van de perfusievlioceistof
(van 1.42 tot 1.28 centistokes, =zie hoofdstuk 6).
Perfusies werden daarom uitgevoerd met de aangepaste
perfusievlceistof (II) (n=7) bij 42°C.

Als contréle-groep werden 7 nieren geperfundeerd bij

37°C met de standaardperfusievloeistof.
Resultaten (figuur 8.4 t/m 8.7)

Perfusie bij 32°C (perfusiedruk 115 + 2 mmHg) toonde een
doorstroming van 8.4. z 0.3 ml/min bij het begin van de
waarnemingen; na 14 minuten was de doorstroming 7.5 #
0.3 ml/min (n.s.). De procentuele afname van de doorstro-
ming in het verloop van de perfusie bedroeg 10.0 * 2.6%.
Aangezien de perfusiedruk constant werd gehouden, toonde
de vaatweerstand het reciproke patroon. De reninesecretie
bedroeg bij het beygin van de doorstroming 873 * 101 ng
Al/ml/uur/min; deze daalde tot 493 * 61 ng Al/ml/uur/min
(p<0.05), De procentuele daling van de reninesecretie
was 41.6 * 2.6% aan het eind van de perfusie.

Perfusie bij 37°C (perfusiedruk 111 % 3 mmHg) tconde een
doorstroming van 6.9 * 0.3 ml/min bij het begin wvan de
waarnemingen en daalde tot 6.2 % 0.4 ml/min (n.s.). De
procentuele afname wvan de doorstroming was 8.2 + 4.7%
{n.=s.).

De vaatweerstand toonde het reciproke patroon.
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De reninesecretie bleef nagenoeg constant: 1134 & 127 ng
Al/ml/uur/min aan het begin resp. 1192 * 146 ng Al/ml/
uur/min aan het eind van de perfusie (n.s.).

De procentuele verandering in reninesecretie was 20 #
13.6% aan het eind van de perfusie.

Perfusie bij 42°C (perfusiedruk 118 % 1.5 mmHg) toonde
een doorstroming van 8.0 * 0.2 ml/min die daalde tot 6,8
t+ 0.4 ml/min (n.s.}. Procentueel daalde de doorstroming
15.6 * 3%. De reninesecretiesnelheid was 2188 * 564 ng
Ai/ml/uur/min aan het begin wvan de perfusie en daalde
tot 1402 * 154 ng Al/ml/uur/min aan het eind (n.s.).
De gemiddelde waarden aan het begin van de perfusie wordt
sterk beinvloed door de hoge waarden van é&&n experiment,
De procentuele daling van de reninesecretie was 17.3
13.6%.

Bij wvergelijking van de doorstroming blijkt dat deze zo-
wel bij 42°C (F49.7; p<0.005) als kij 32°C.{F140.9;_ p<
0.005}) ten opzichte van 37°C toegenomen is. De reninecon-
centratie in het perfusaat is bij 32°C ten opzichte wvan
37°C gesupprimeerd (F9%9.6; p<0.005); bij 42°C ten op-
zichte van 37°C gestimuleerd (F23.1; p< 0.005). De reni-
nesecretiesnelheid toont een overeenkomstig patroon (32°C
F57.1; p< 0.005; 42°C F49.7; p< 0.005).

De invloed van hypotherme perfusie (aangepaste perfusie

vloeistof) voorafgegaan door normotherme perfusie

Resultaten (figuur 8.8 en 8.9).

In de groep waarbij de temperatuur werd omgeschakeld
(perfusiedruk 115 # 1 mmHg; n=7) was de dcorstroming aan
het begin 9.0 * 0.6 ml/min., Na 4 minuten was deze gedaald
tot 8.7 t 0.6 mi/min (n.s.). Verlaging van de temperatuur
deed aanvankelijk de doorstroming afnemen tot 8.4 * 0.5
ml/min (p<0.025) (6 min.) daarna steeg deze tot maximaal
8.7 + 0.6 ml/min na 12 en 14 minuten (p < 0.05) ten
opzichte van 6 minuten} om vervolgens te dalen na verho-

ging van temperatuur.
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Na verhoging wvan temperatuur daalde de doorstroming van
8.5 £ 0.6 ml/min naar 8.0 t 0.6 ml/min {(p<0.01).

Voor verlaging van de temperatuur was de reninesecretie
977 * 65 ng Allml/uur/min; tijdens hypotherme perfusie
trad een daling op tot 768 * 42 ng Al/ml/uur/min na 8
minuten (p<{0.025}); 77% £ 89 ng A;/ml/uur/min pa 12 minu-
ten {p<0.025); 775 * 9% ng Al/ml/uur/min na 16 minuten
(p< 0.05). RAan het eind van de perfusie bleef ondanks
verhoging van de temperatuur de reninesecretie nog geremd
(759 £ 102 ng A,/ml/uur/min; p<(0.05}.

Procentueel was de daling van de reninesecretie 21.7 ¢
1.0% aan het eind van de perfusie.

Wanneer de procentuele veranderingen in vaatweerstand en
reninesecretie tijdens hypotherme perfusie vergeleken
worden met de contrble-groep, blijkt dat temperatuurver-
laging de vaatweerstand doet afnemen {(F87.4; p<0.005) en
de reninaesecretie remt (F10.9; p<0.0805).

De invloed van hypertherme perfusie (aangepaste perfusie

vliceistof} voorafgegaan door normotherme perfusie

Door de experimenten beschreven in hoofdstuk 8.2 en 8.3
werd aangetoond dat temperatuurverhoging tot 42°C de re-
ninesecretie doet stijgen. Om uit te sluiten dat het re-
sultaat door interindividuele variatie 4is veroorzaakt
werd een aanvullende serie experimenten verricht, op een
identieke manier uitgevoerd als bij de in hoofdstuk 8.4
beschreven onderzoekingen, waarbij na voorafgaande normo-
therme perfusie de nier bij 42°C werd doorstroomd met de

aangepaste perfusievloeistof (II).

Resultaten (figuur 8.10 en 8.11}.

Perfusie bij 37°C (perfusiedruk 114 * 2 mmHg, n=5) toonde
een doorstroming wvan 8.9 + 0.5 ml/min aan het begin,
resp. 7.1 % 0.4 ml/min aan het eind van de waarnemingspe-
riode. De vaatweerstand toonde het omgekeerde patroon (de
perfusiedruk was constant). De procentuele daling van de

doorstroming was 19.9 £ 4.7%,
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perfusievlceistof} voorafgegaan door normotherme
perfusie.
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In de groep waarbij de temperatuur verhoogd werd (perfu-
siedruk 113 * 2 mmHg; n=5) bleef de doorstroming tijdens
normotherme perfusie constant. Na verhoging van de tempe-
ratuur tot 42°C daalde de doorstroming van 9.4 % 0.6 ml/
min (4 minuten} tot 6.4 £ 0.6 ml/min (16 minuten, p<
0.81). De procentuéle daling van de doorstroming was
32.1 &+ 7.8% aan het einde van de perfusie. Opvallend is
de sterke wvasoconstrictie na verhoging van de tempera-
tuur. Tijdens hypertherme perfusie steeg de vaatweerstand
49.8 + 14.3%. In de contrdle-groep was de stijging in de-
zelfde periode 10.1 £ 4,0% (F117.6; p< 0.005}.

8.6, Beschouwing

De temperatuur beinvloedt de vaattonus en de reninesecre-
tie in de gelsoleerde niler.

Hypertherme perfusie (42°C) veroorzaakte in onze experi-
menten een toegencmen doorstroming en reninesecretie
(8.2), ook wanneer de perfusievloelistcf aangepast was
voor viscositeitsveranderingen (8.3). Bij uitwendige ver-—
warming van het intacte individu wordt renale wvasocon-
strictie waargenomen (Rowell e.a., 1970; FEisman en
Rowell, 1977) en een stijging van de plasma renine-acti-
viteit (Eisman en Rowell, 1877; Collins en Few, 197%;
Follenius e.a., 1979; Brandenberger e.a., 1980}. De stij-
ging van de plasma renine-activiteit kan verklaard worden
door sympathische stimulatie (Ninomiya en Fuiita, 1976)
en een verminderde afbraak wvan renine in de lever
{Collins en Few, 1979). Onze experimenten (8.2 en 8,3}
suggereren dat temperatuurverhoging de reninesecretie wvan
de geisoleerde nier stimuleert door een intrarenaal me-
chanisme. De vasodilatatie die tiidens hypertherme perfu-
sie optrad zou de stimulus wvan de reninesecretie kunnen
zijn. Deze resultaten dienen echter met enige voorzich=-
tigheid te worden gelInterpreteerd, aangezien bij hyper-
therme perfusie voorafgegaan door normotherme perfusie
(8.5) de doorstroming met 50% daalde. Interindividuele
variatie speelt een rol bij onze experimentele benadering

(zie hoofdstuk 6}, maar het liikt uitgesloten dat bij de
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experimenten, beschreven in hoofdstuk 8.2 en 8.3, in wer-
kelijkheid vasocecnstrictie optrad en deze door de inter-
individuele variatie werd gemaskeerd. Wij veronderstellen
dat de vasoconstrictie door hypertherme perfusie, na
voorafgaande normotherme perfusie een gevolyg iz van vita-—
liteitsverlies bij deze benadering {(in de uitstroomvloei-
stof werden overigens geen biochemische aanwijzingen voor
celafbraak gevonden),

Aangezien door hypertherme perfusie de capaciteit van de
verwarmingsapparatuur zeer sterk werd belast {(met als ge-
volg herhaalde technische problemen) werd de invloed van
hyperthermie op de wvaattonus en reninesecretie niet ver-

der onderzocht.

Aan de vaattonus wordt in vivo een belangrijke rol toege-
kend bij de medulatie wvan de reninesecretie (hocfdstuk
3.2). Opvallend is dat in onze experimenten tijdens nor-
motherme perfusie een disscciatie optreedt tussen vaatge-
drag en reninesecretie; ofschoon bij normotherme perfusie
vasoconstrictie optreedt, wordt de reninesecretie niet
beinvlced.

Hypotherme perfusie vercorzaakt vasodilatatie en suppres-
sie van de reninesecretie. De eXperimenten beschreven in
hoofdstuk 8.2 (verlaging van de temperatuur bij gebruik
van de standaardperfusievloeistof) tonen geen verschil in
vaatweerstand tussen 329C en 37°C; wel is de reninesecre-—
tie gesupprimeerd. Door perfusie met de aangepaste vloei-
stof bij 32°C (waardoor viscositeitsverschillen werden
opgeheven) manifesteert zich een verschil in vaatweer-
stand. Door de experimenten beschreven in hoofdstuk 8.4
(acute temperatuurverlaging) wordt de daling van de vaat-
weerstand opnieuw aangetoond en interindividuele variatie
als verklaring uitgesloten. De verschillen zijn (in ver=-
gelijking met de resultaten van de experimenten beschre-
ven in hoofdstuk 8.3) van geringere omvang. Wij veronder-
stellen dat tijdens in vitro onderzoeck de respons zwakker
wordt.

De vraag doet zich voor welk mechanisme verantwoordelijk

zot kunnen zijn voor deze verschillen. Een rechtstreekse
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onderdrukking van het contractiemechanisme op zich (waar-
door vasodilatatie) is mogelijk. In geiscleerde huidvaten
(Vanhoutte en Shepherd, 1970} deed koeling tot 25°C de
myogene activiteit afnemen. Redistributie wvan de door-
stroming naar het medullaire gebied lijkt uitgesloten,
aangezien de deoorstreming van dit gebied slechts laag is.
Ongeveer 80% van de totale nierdoorbloeding doorstroomt
de buitenste cortex (Kolsters, 1976). Een andere moge-
lijkheid is het opengaan van arterioveneuze shunts waar-
door de doorstroming toeneemt. Op deze mogelijkheid wordt
in hoofdstuk 12 nader ingegaan.

Onze resultaten zijn dus tegengesteld aan die welke tij-
dens perfusie met bloed gevonden zijn (Harvey, 1959;
Levy, 1959; Torelli e.a., 1973); zoals eerder gesteld
kleven aan perfusie met bloed belangrijke bezwaren.
Fonteles en ZXarow (1976) wvonden bij perfusie met een
niet-colloidale oplossing ook een toeneming van de door-
stroming tijdens hypothermie; hier kan interindividuele
variatie niet worden uitgesloten,

Uitwendige temperatuurverlaging veroorzaakt renale vaso-
constrictie {(Withey e.a., 1975, 1976; Chapman e.a.,
1975}, waarbij onzes inziens aan de stimulatie wvan het
sympathisch zenuwstelsel door de hypothermie (Shum e.a.,
1969; Konzett e.a., 1971; Benedict e.a., 1977; Picotti
e.a., 1981} voorbijgegaan wordt. Daarentegen reageert de
geisoleerde nier op verlaging van de temperatuur met
vascodilatatie. Deze tegengestelde uitkomsten wijzen erop
dat de vaatrespons van de nier in wvivo op uitwendige
koeling door het (intacte) sympathische zenuwstelsel

wordt veroorzaakt.

In de gelsoleerde nier remt temperatuurverlaging de reni-
nesecretie., In een intacte gelIsoleerde nier werd deze
waarneming nog niet eerder gedaan. Ock nu doet zich de
vraag voor, welk mechanisme verantwoordelijk is. Theore-

tisch ziin de veclgende verklaringen mogelijk:

a. Redistributie van de doorstroming. Small e.a. (1973)

vonden in met homoloog serum doorstroomde hondenieren
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een daling wvan de doorstroming in het buitenste cor-
ticale deel gedurende de eerste 15 minuten. Aangezien
hier de concentratie van renine lager is (Brown &.a.,
1%63a; Horiuchi e.a., 1971) =zou het reactiepatroon
langs deze weg kunnen worden verklaard.

De vaatreactie als zodanig (vascdilatatie) zou de re-
ninesecretie kunnen doen dalen (Fray, 1976, 1978).

Bii de remming van de reninesecretie door verschillen-
de stoffen als angiotensine II (Vandongen en Peart,
1%74; Park e.a., 1981; Naftilan en Oparil, 1982), ADH
{Vandongen, 1975b; Park e.a., 198l), hogere concentra-
ties kalium (Park en Malvin, 1978; Churchill e.a.,
1981; Park e.a., 1981}, ouabaine (Park en Malvin,
1978; Park e.a., 1981} en ook bij de remming door een
varhoogde perfusiedruk (Fray en Park, 1979) speelt
verplaatsing wvan het calciumion een belangrijke rol.
Algemeen wordt verondersteld (zie hoofdstuk 3.4.4) dat
hierbij een instroom wvan calcium in de juxtaglomeru-
laire cel optreedt. Men kan zich dan ook afvragen of
een dergelijke verplaatsing van het calciumion een rol
speelt kij de remming van de reninesecretie door hypo-
therme perfusie.

In de nier bevinden zich de diverse componenten van
het renine-angiotensine systeem {zie hoofdstuk 3.3.1}
waarbij verondersteld wordt dat in de juxtaglomerulai-
re cel vorming van angictensine II plaatsvindt (Celio
en Inagami, 1981; Naruse e.a., 1982}).

Op grond hiervan kan men de hypothese opstellen dat
de reninesecretie bij hypotherme perfusie wordt ge-
remd door intrarenale angiotensine II wvorming (nega-
tieve feed-back).

Verhocogde adrenerge activiteit in de nierx

Remming  van de reninesecretie door beinvloeding van
de macula densa. Hypothermie decet de natriumreabsorp-
tie afnemen (Torelli e.a., 1973} hetgeen volgens de
theorie wvan Vander en Miller de macula densa tot een
negatief signaal =zou kunnen bewegen. Echter Fray

(1976, 1978) wvond geen aanwijzingen dat in de dgeiso-
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leerde nier de macula densa een waarneembare invleed
heeft op de reninesecretie.

g. Een rechtstreeks effect van verlaagde temperatuur op
juxtaglomerulair niveau van excitatie- en secretiekop-

peling door verlaging van het metabolisme.

In de volgende hoofdstukken zal door middel van farmaco-
logische beinvloeding worden getracht een nader inzicht

in de mogelijke mechanismen te verkrijgen.
Conclusies

Temperatuur beinvlicedt vaatgedrag en reninesecretie wvan
de geiscleexrde rattenier.

Hypotherme perfusie (32°C} onderdrukt de reninesecretie
en deet de vaatweerstand dalen.

Eypertherme perfusie (42°C) leidt tot een gestimuleerde
reninesecretie en daling van de vaatweerstand. Interindi-
viduele wvariatie valt echter op grond van het verrichte
onderzoek bij hypertherme perfusie niet uit te sluiten.
Gezien de invloeden van temperatuur op vaatgedrag en re-
ninesecretie van de dgelscleerde nier dient de temperatuur
van de perfusievloeistof bij gebruik van een dergelijk

model nauwkeurig te worden gereguleerd.
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HOOFDSTUK Ix

DE INVLOED VAN ENDRALAZINE CP NIERDOORSTROMING
EN RENINESECRETIE IN DE GEISOLEERDE RATTENIER

9.1. Inleiding en vraagstellingen

Vasodilatatie is een zeer gebruikelijke invalshoek voor
de bestrijding wvan hypertensie, zij het meestal in com-
binatie met een b&ta-klokkerende stof en een diureticum.
De klinisch meest gebruikte "directe" wvasodilator is het
hydralazine. Hydralazine deet waarschijnlijk de bloed=-
druk dalen door een directe werking op de gladde muscula-
tuur van de arteriolen (Brunner e.a., 1967) ofschocn het
juiste mechanisme niet in alle details bekend is,

Directe vaatverwijding leidt via de baroreceptor tot een
toegenomen  sympathische activiteit., Dit verocorzaakt
tachycardie en een toename van het hartminutenveolume,
alsmede een stijging van de plasma renine-activiteit.
Directe vaatverwijding heeft geen invlced op de nisrdcor-
bloeding, hoewel soms een lichte stijging wordt waargeno-
men (Ueda e.a., 1970; Spokas en Wang, 1980). Bij sterke
bloeddrukdaling kan de nierdoorbloeding afnemen. Zowel in
het dJdierexperiment als bij de mens (Ueda e.a., 1970;
Pettinger e.a., 1973; Pettinger en Keeton, 1873, 18735;
Massingham en Hayden, 1975) leidt directe vaatverwijiding
door middel van apresoline tot een stijging van de plasma
renine-activiteit. Als een der belangrijkste mechanismen
wordt eemn verhoging wvan de sympathische activiteit wver-
ondersteld. Door gelijktijdige behandeling met proprano-
lol kan de stijging van het renine na hydralazine-~tce-
diening voor 85% worden voorkomen (Pettinger e.a., 1973;
Pettinger en Keeton, 1975).

Recenteliik wond Sinaiko (1981) een verlaging van de re-
ninesecretie met 50% na behandeling met propranclol.
Ondanks de B-receptor-blokkade bestond er een significan-
te "dose-respons" relatie tussen de hydralazine-concen-—

tratie en de renine-activiteit.
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Na chemische sympathectomie {ratten die na de geboorte
behandeld zijn met 6é-hydroxydopamine) wordt, ten opzichte
van contrfle—-waarnemingen, na intraveneuze toediening wvan
hydralazine een zelfde toeneming van de reninesecretie
waargencmen. (Sinaiko e.a., 1980}. Deze experimenten dui-
den aan dat er mogelijk een bijdrage van een niet-adre-
nery mechanisme tot de toeneming van de reninesecretie
bestaat. De vraag is welke andere mechanismen hiervcor
verantwocrdelijk kunnen zijn. Dat de bloeddrukdaling op
zich de corzaak is van de gestimuleerde reninesecretie is
volgens Sinaike (1981} onwaarschijnlijk aangezien geen
relatie gevonden wordt tussen de mate van bloeddrukdaling
en de stijging van de plasma renine-activiteit.

Infusie van hydralazine in de arteria renalis van hyper-
tengie patiénten heeft geen invlced op de plasma renine-
activiteit (Ueda e.a., 19270).

Een mogelijkheid die de laatste jaren aandacht heeft ge-
kregen, 1is dat de reninesecretie door toedoen van een
toenemende prostaglandinesynthese wordt gestimuleerd.
Wanneer aan ratten indomethacine wordt toegediend vddrdat
hydralazine wordt gegeven, treedt namelijk geen stiiging
van de plasma renine-activiteit op (Campbell e.a., 1980).
De juiste rol van de prostaglandines bij de stijging van
de reninesecretie door hydralazine is echter vooralsnog
onduidelijk. Prostaglandines spelen een rol bij de reni-
nesecretie zoals die wordt bemiddeld decor de barorecep-
tor, maar zijn cok kij de macula densa en (waarschijn-

1lijk} de a~receptor betrokken (Gerber e.a., 1981).

Sinds enige tijd is de vasodilaterende stof endralazine
{(Miretilan®) beschikbaar voor de behandeling wvan hyper-
tensie. Endralazine wordt gerekend tot de groep "directe”
vaatverwijders.

In het dierexperiment verlaagt endralazine {ook na
ganglionblckkade} de bloeddruk. Op de bloeddrukstijging,
veroorzaakt door infusie van adrenaline, noradrenaline
of angiotensine II, heeft endralazine geen invloed
{0ates en Stoker, 1981). Endralazine veroorzaakt wel

arteriéle maar geen veneuze dilatatie (De Metz en Van
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Zwieten, 1981}). Ook bij dJde mens doet behandeling met
endralazine de blceddruk dalen (Lehmann e.a., 1978a;
1978b; Elliot e.a., 1981}, door verlaging van de perifere
weerstand (Lehmann e.a., 1978b}.

Door behandeling met endralazine stijgt de plasma renine-
activiteit (Elliott e.a., 1981; Oates en Stoker, 1981),
overeenkomstig het werkingsmechanisme van deze stof.
Klinisch wordt waargenomen dat endralazine langer werkt
dan hydrazlazine, het haemocdynamisch patroon is echter
voor beide farmaca vergelijkbaar.

Br zijn aanwijzingen dat endralazine mogelijk een sterke-—
re vaatverwijder is dan hvydralazine {Cates en Stoker,
1981}).

Voor onze onderzoekingen gebruikten wij daarom het

endralazine.

Wij stelden ons de vraag wat de invlced van directe vaat-
verwijding is op vaatgedrag en reninesecretie tijdens
normotherme (9.1) en hypotherme perfusie (9.2). De onder-
zoekingen van Sinaiko en medewerkers wijzen op een moge-
lijke bijdrage van een niet adrenerg mechanisme inzake
de toegenomen plasma renine-activiteit. Strang (1978)
vond in de gelsoleerde rattenier (tijdens normotherme
perfusie) geen invleced van dihydralazine op vaatgedrag
en reninesecretie. Een mogelijke wverklaring voor het
ontbreken van een significante daling van de vaatweer-—
stand is het feit dat dihydralazine in vitre slechts een
geringe vaatverwijding wveroorzaakt,. In geisoleerde
menselijke mesenteriaal- en beenvaten {venen en arteridn)
wordt van dihydralazine een geringere vaatverwijdende
werking gezien dan van prazosine en nifedipine
(Lederballe Pedersen e.a., 1979).

Sinds de onderzoekingen van Strang is de opstelling zoda-
nig gemodificeerd dat thans de reninesecretie binnen nau-
were grenzen constant kan worden gehouden; door deze
omstandigheid zou het nieuwe derivaat alsnog een aantoon-

bare werking op de reninesecretie kunnen ontplooien.
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In hoofdstuk & werd aangetoond dat door temperatuurverla-
ging de wvaatweerstand daalt en de reninesecretie wordt
geremd.

In deze situatie werd de invlced van directe vaatverwij-

ding door endralazine bestudeerd.

Normotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd gelIsoleerd zecals in hoofdstuk 6 beschreven
en doorstroomd bij 37°C met de standaardperfusievloei-
stof.

Endralazine werd opgelcost in fysiologisch zout en gein-
fundeerd in een dosering van 0.81 mg/kg/ min. (groep la;
n=7). De infusie werd na 2 minuten in de onderzoeksperio-
de gestart. Bij de contrble-experimenten {groep lb; n=7)
werd fysiologisch zout geinfundeerd. De experimenten wer-
den in eenzelfde periode bij afwisseling verricht.

In een afzonderlijke serie experimenten werd endralazine
geinfundeerd in een dosering van 0.1 mg/kg/min. {(groep
2a; n=5), ook nu werd bij de contrfle-experimenten fysio-
logisch zout geinfundeerd (groep 2b; n=5). (Bij afwisse-
ling met de experimenten van groep 2 werd 0.001 mg/kg/
min., endralazine (n=3} geinfundeerd. Deze lage dosis had

geen invloed op vaatgedrag of reninesecretie).

Resultaten

Groep 1 (fig. 9.1 en 9.2)

De groep waarbij endralazine geinfundeerd werd (groep
la; perfusiedruk 113 # 1 mmHg) toonde een doorstroming
van 9.2 + 0.5 ml/min, aan het begin van de onderzoekspe-
riode en 9.3 % 0.5 ml/min. aan het eind {(n.s.}. In de
contréle—groep (groep 1b; perfusiedruk 114 * 1 mmHg)
daalde de doorstroming in dezelfde periode van 8.9 % 0.3
ml/min. naar 8.2 % 0.3 ml/min. {p<{0.085).

De niervaatweerstand toonde in beide groepen het tegenge-
stelde patroon. Procentueel weergegeven steeg de vaat-

weerstand in de contréle-greep 10.0 * 2.6%. In de groep
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Fig. 9.1 De invlced van endralazine (0,01 mg/kKg/min.}
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is de doorstroming aan het eind van de perfusie
t.o.v. het begin afgenomen (p< 0,005).
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Fig. 9.2 De inviced van endralazine (0,01 mg/kg/min.)
tijdens normotherme perfusie.
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waar endralazine geInfundeerd werd, was er een daling
van 0.8  1.3%. Vergelijking van de procentuele verande-
ring in vaatweerstand tocnt dat endralazine in de geiso-
leerde nier een vasodilaterende werking heeft (F 310.1;
p< 0.005). De reninesecretie in de contr8le~groep steeg
van 1072 % 164 ng A;/ml/uur/min. naar 1122 % 98 ng A;/ml/
uur/min. {n.s.). In de groep waar endralazine geiInfundeerd
werd, was de stijging van 1048 + 214 ng Al/ml/uur/min.
naar 1062 * 147 ng Al/ml/uur/min.(n.s.). Procentueel
weergegeven was de stijging van de reninesecretie in de
endralazine-groep 17.3 * 18,3% tegencver 14.8 * 11,9% in
de contrdle-groep., Deze verschillen zijn niet signifi-
cant.

Groep 2 (fig. 9.3 en 9.¢)

In de endralazine-groep (groep 2a; perfusiedruk 112 = 2
mmHg) was de doorstroming 9.1 + 0.5 ml/min. aan het be-
gin, resp. 9.4 t 0.6 ml/min. aan het eind van de onder-
zoeksperiode {(n.s.).

De doorstroming in de contr8le-groep (groep 2b; perfusie-
druk 115 # 1.0 mmHg) daalde in de onderzoeksperiode van
9.1 £+ 0.8 ml/min, naar 8.6 = 0.7 ml/min. (p<0.0025).

De vaatweerstand toonde het tegengestelde patroon.
Procentueel steeg de vaatweerstand in de contrdle-groep
6.2 * 2.9%, in de endralazine-groep nam de vaatweerstand
af met 2.2 % 2.5%. Wanneer de procentuele veranderingen
in vaatweerstand vergeleken worden, is dit verschil sig-
nificant (F 310.1; p<0.005).

In de contréle-groep was de reninesecretiesnelheid 866 %
138 ng A,/ml/uur/min. aan het begin, resp. 969 : 147 ng
Al/ml/uur/min. aan het eind wvan de onderzoeksperiode
(n.s.).

In de endralazine-grcep nam de reninesecretie gedurende
de onderzosksperiode toe van 1093 % 172 ng Allml/uur/min.
tot 1294 + 122 ng Al/ml/uur/min. (n.s.}).

De procentuele toename in reninesecretie van de contrdle-
groep was 16.0 * 11.9%, ten opzichte van 35.8 + 27,4% in
de endralazine-groep. De procentuele veranderingen tij-
dens de perfusie verschillen niet significant (7 0.1).
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Beschouwing
Infusie van de directe vaatverwiider endralazine (in een

dosis van 0.01 of 0.1 mg/kg/min.) deed tijdens normother-
me perfusie bij constante perfusiedruk de vaatweerstand
afnemen. Er was geen duidelijk verschil in vaatreactie
tussen beide doses.

Infusie van endralazine 0.01 mg/kg/min. had geen effect
op de reninesecretie. Infusie wvan een hogere dosis (0.1
mg/kg/min.) toonde een tendens tot toename van de renine-
secretie; het verschil is echter niet significant .ten op-
zichte van contrdle-~waarnemingen., Op grond van onze expe-
rimenten kan gesteld worden dat een stimulerende invloed
van (directe} vaatverwijders op de nier niet verantwoor-
deliik is voor de toegenomen reninesecretie in vivo.

Onze resultaten zijn in overeenstemming met de bevindin-
gen van anderen na infusie in de menselijke nier (Ueda,

1970} en in de geisoleerde rattenier (Strang, 1978).

Hypotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd geiIsoleerd volgens de in hoofdstuk 6 be-
schreven techniek en doorstroomd bij een temperatuur van
32°C met de aangepaste perfusieviceistof.

In de geisoleerde nier werd na 2 minuten in de onder-
zoeksperiode endrazlazine geInfundeerd in een desis wvan
£.01 mg/kg/min. {(grcep la; n=7}; kij] de contrile-experi-
menten (grocep 1b; n=7) werd fysiologisch zout geiInfun-
deexd.

Op identieke wijze werd endralazine geinfundeerd in een
dosis wvan 0.1 mg/kg/min. (groep 2a; n=5}; bij de con-
tréle-experimenten werd fysiologisch =zout geInfundeerd
{groep 2b; n=5)}) (In afwisseling met groep 2 werden per-
fusies wverricht waarbij 0.001 mg/kg/min. endralazine
(n=3) werd geinfundeerd. Deze dosis had geen invlced op

vaattonus of reninesecretie).

Resultaten
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Fig. 9.5 De invloed van endralazine (0,01 mg/kg/min.)
tijdens hypotherme perfusie. De deorstroming is na
8-12 minuten door infusie van endralazine t.o.v.
het begin van de perfusie toegenomen (p<0,01);
aan het eind van de perfusie is het verschil
t.c.v, 0 minuten niet significant. 2an het eind
van de perfusie is de reninesecretie zowel in de
contrdlegroep (p<0,01) als na infusie van
endralazine {p< 0,005) t.o.v. het begin afgencomen.
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Croep 1 {fig. 9.5 en 9.6)

De endralazine-groep ({(grcep la; perfusiedruk 115 + 1
mmHg) toonde een doorstroming van 2.2 £ 0.3 ml/min. aan
het begin van de waarnemingsperiode die tijdens de in-
fusie maximaal steeg tot 9.5 * 0.3 ml/min. {(8~12 min.)
(p<{0.01 na 12 min.).

Aan het einde wan de perfusie was de doorstroming ten
opzichte van 0 minuten onveranderd, De veranderingen in
vaatweerstand toonden het tegengestelde patroon. De pro-
centuele verandering van de vaatweerstand was maximaal
~-3.2% {na 8 en 10 min.}, aan het einde 0.4 2 1.9%. De
reninesecretie daalde van 1118 = ;43 ng Al/ml/uur/min.
tot 450 + 86 ng Al/ml/uur/min. (p<{0.005).

De procentuele afname van de reninesecretie was 65 = 9%,
Bij de contr&le-experimenten {grocep lb; perfusiedruk 117
* 1 mmHg) daalde de deoorstreoming van 9.3 * 0,4 ml/min,
tot 8.4 % 0.5 ml/min. {p<{0.02%). De vaatweerstand toonde
vanzelfsprekend het tegencgestelde patroon. De procentuele
stijging van de vaatweerstand was 10.5 * 3.8%.

De reninesecretie daalde van 1202 % 147 ng Al/ml/uur/min.
tot 577 * 135 ng Al/ml/uur/min. {(p< 0.01). Procentueel
was de daling 49 + 12%.

Wanneer de procentuele veranderingen in vaatweerstand
tussen de endralazine-groep en contrdle-groep vergeleken
worden, blijkt dat endralazine (0,01 wmg/kg/min.,) de vaat-
weerstand significant doet dalen (F 80.3; p< 0.005). De
veranderingen in de reninesecretie zijn niet significant

verschillend.

Groep 2 (fig. 9.7 t/m 9.9)

Infusie wvan endralazine (0.1 mg/kg/min.; perfusiedruk
116 * 1 mmHg) deed de nierdcorstroming stijgen wvan 10.5
¥ 0.6 tot 11.5 % 0.2 ml/min. (na 14 minuten; p<{0.05).

De vaatweerstand toonde het reciproke patroon,

De procentuele daling van de vaatweerstand was 8.7 ¢
3.6%.

De reninesecretie bleef tussen 0 en 6 minuten nagenoeg
constant (1002 * 187 ng Al/ml/uur/min. resp. 1045 + 118
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Fig. 9.7 De invlced van endralazine (0,1 mg/kg/min.}
tijdens hypotherme perfusie. Na infusie van
endralazine is de doorstroming aan het eind van de
perfusie t.o.v. het begin toegenomen (p<0,05}.
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Fig. 9.8 De invlced van endralazine (0,1 mg/kg/min.)
tijdens hypotherme perfusie. Na infusie van
endralazine is de reninesecretie na 6 minuten
t.0.V. het begin van de perfusie onveranderd,
terwijl in de contr&legroep de reninesecretie
is geremd (p<0,05). Aan het eind van de per-
fusie is de reninesecretie zowel in de
contrélegroep (p<0,005) als na infusie van
endralazine (p<0,05) geremd.
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ng Al/ml/uur/min.), na 16 minuten was deze 577 %z 182 ng
Al/ml/uur/min. (p< 0.05). Procentueel was er na & minuten
een toename van 13.3 * 12.9%%, na 16 minuten was er een
daling van 29.8 * 27% opgetreden.

In de contrdle-groep (perfusiedruk 115 = lmmHg) daalde de
nierdoorstroming van 11.3 * 0.7 mi/min. tot 11.1 * 0.6
ml/min, (n.s.). De vaatweerstand toonde het reciproke
patroon.

Procentueel was de verandering van de vaatweerstand 1.0
+ 1.5%. De reninesecretie daalde van 1241 + 227 ng Al/ml/
uur/min, tot 559 % 155 ng Aifml/uur/min. {p<{0.005).

De procentuele daling van de reninesecretie was 57 2
5.8%,

Wanneer de reninesecretie tussen contrdle-groep en endra-
lazine-groep na 6 minuten vergeleken worden blijkt dat
de reninesecretie in de contrdle=~groep is gesupprimeerd
{p<0,05). Bij vergelijking wvan de procentuele verande-
ringen in de reninesecretie na 6 minuten van de contrSle-
groep {groep Z2a) en endralazine-groep {(grcoep 2b) blijkt
de reninesecretie na infusie van endralazine te zijn toe-~
genomen (p<0.05). Na 14 minuten is het verschil niet sig-
nificant. Vergelijking van de procentuele verandering in
de reninesecretie gedurende de gehele perfusie toont geen
significant verschil (F=1.5).

Beschouwingen

Cok dcor deze experimenten werd het remmende effect van
temperatuurverlaging op de reninesecretie aangetoond.
Ofschoon hypotherme perfusie op zich de nierdocrstroming
reeds doet toenemen {(zie hoofdstuk 8) resulteerde wvaat-
verwijding door endralazine in een nog verdere daling
van de vaatweerstand.

Bij infusie van 0.0l wmg/kg/min. endralazine (groep 1la}
werd geen invliced op de reninesecretie waargenomen. Bij
infusie van 0,1 mg/kg/min. endralazine (groep 2a) was na
6 minuten de reninesecretie niet geremd (bij contrdle-
experimenten was dit wel het geval), daarna trad een da-
ling op welke niet significant verschilde van de contré-

le-waarnemingen.
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Bij infusie wvan 0.1 mg/kg/min. endralazine trad de maxi-
male vaatrespons (een daling van de weerstand met 10%)
snel op, bij} infusie van een lagere dosis werd een iden-
tieke reactie aan het eind van de waarnemingsperiode dge-
zien, waarbij de reninesecretie tot hetzelfde niveau was
gedaald als in de contréle-waarnemingen. Hieruit wvalt te
conciuderen dat (ten opzichte van contrdle-waarnemingen)
het stimulerende effect van endralazine op de reninese-
cretie, zoals waargenomen in groep 2 na 6 minuten niet
te herleiden valt tot alleen de vaatrespons als zodanig.
De mogelijike verklaring is dat endralazine in hoge dose-
ring - hetzij direct, hetzij via vasodilatatie - aanvan-
kelijk de juxtaglomerulaire cellen +tot reninesecretie
prikkelt; tijdens langere perfusie overheerst dan de rem-
ming door de verlaagde temperatuur.

Als verklaring voor de dcor hypothermie geremde reninese-
cretie kan worden aangevoerd dat de stroom van het perfu-
saat naar diepere corticale nephronen die minder renine
bevatten, wordt afgeleid (Brown e.a., 1963a; Horiuchi
e.a., 1971). Small e.a. (1973) toonden aan dat bij hypo-
therme perfusie (waarbij in hun experimenten aanvankelijk
een verminderde doorstroming van het buitenste corticale
deel werd gezien) een toegediend pharmacon alle delen van
de nier bereikt. Het gegeven dat bij infusie van een
directe vaatverwijder de {reeds toegencmen) doorstroming
nog verder stijgt, zonder beinvlceding van de reninese-
cretie, pleit er tegen dat redistributie van de doorstro-
ming als verklaring voor de gesupprimeerde reninesecretie

kan gelden.
Conclusies

Infusie van de directe vaatverwijder endralazine in de
gelsoleerde rattenier veroorzaakt vascdilatatie, zowel
tijdens normotherme als hypotherme perfusie.

De reninesecretie tijdens normotherme perfusie wordt door

directe vaatverwijding niet belInvloed. Deze bevinding
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steunt de hypothese dat stijging van de renine-activiteit
in vivo vercoorzaakt wordt door een reflex mechanisme.

Bij hypotherme perfusie veroorzaakt endralazine in hoge
dosering aanvankelijk een stijging van de reninesecretie,
bij langere duur van de perfusie wordt de reninesecretie
echter gesupprimeerd.

De suppressie van de reninesecretie door hypotherme per-
fusie wordt door infusie van deze directe vaatverwijder

niet voorkdmen.
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HOCOFDSTUK X

DE INVLOED VAN VERAPAMIL OF NIERDOORSTROMING EN
RENINESECRETIE IN DE GEISOLEERDE RATTENIER

Inleiding en vraagstellingen

Verapamil ({Isoptin®), een synthetisch papaverinederi-
vaat, werd in het midden van de zestiger jaren geiIntro-
duceerd als een vaatverwijdende stof die perifere vaten
en coronalir vaten verwijdt. Latere onderzoeken toonden
dat deze stof ook krachtige anti-arythmische eigenschap-
pen had. Voor een overzicht van deze toepassing wordt
verwezen naar Singh e.a., 1978,

Verapamil wordt gerekend tot de groep van de calciuman-
tagonisten en remt de langzame influx van calciumionen
over de celmembraan.

De vaatverwijdende werking wvan wverapamil werd aanvanke-
lijk toegeschreven aan de remming van de calciuminflux
in de gladde spiercellen van de vaatwand (Griin en
Fleckenstein, 1872).

Deze influx i1s nocdzakeliijk vecor de activatie van myo-
fibrillair ATP-ase., Later conderzoek wijst op de moge-
lijkheid wan nog een ander werkingsmechanisme. Calcium-
antagonisten remmen het vasoconstrictoire effect wvan
adrenerge o-2-receptor stimulatie door belemmering wan
de influx wvan het calciumion (Van Meel e.a., 1981a,
1981p). Op de vasoconstrictie welke door o-l-receptor
stimulatie wordt opgewekt, hebben calciumantagonisten
weinig invloed. Calciumantagonisten hebben waarschijn-
lijk g&&n directe a-blckkerende eigenschappen, zoals is
aangetoond met behulp van radioligand~bindingstechnieken
(Van Meel e.a., 198la; 1981b). Intraveneuze (Brittinger
e.a., 1970) en orale toediening van verapamil doet de
bloeddruk dalen bij ncrmotensieve personen (Corea e.a.,
1981) en bij hypertensie-patiénten (Corea e.a., 1981;
Doyle e.a., 1981; Muiesan e.a., 1981l; Gould e.a., 1981;

De Leeuw e.a., 1981; Leonetti e.a., 1881l; Lewis e.a.,
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1981). De bloeddrukdaling wordt veroorzaakt door verla-
ging van de perifere weerstand (Doyle e.a., 1981; De
Leeuw e.a., 198l; Lewis e.a., 1981}. Bij orale therapie
met verapamil daalt de niervaatweerstand zonder beln-
vliceding van de nierdoorbloeding (De Leeuw e.a., 1981}.

Bij orale toediening van verapamil wordt geen verande-
ring in de plasma renine-activiteit waargenomen (Dovyle
e.,a., 1981l; De Leeuw e.a., 1981; Leonetti e.a., 1981;:

Muiesan e.a., 1981).

Intrarenale infusie van verapamil deed in het dierexpe-
riment de doorbloeding en reninesecretie toenemen zonder
bloeddrukverandering (Yukimura, 1979). Door gelijktij-
dige infusie van calcium werd de vasodilatatie en stij=-
ging van de reninesecretie tegengegaan. Tijdens de vera-
pamilinfusie werd een toegenomen urineproductie en na-
triumexcretie waargencmen. Aangezien intrarenale infusie
van ouabalIne tot een stijging van de natriumexcretie
leidde zonder dat verandering in de. reninesecretie op-—
trad, werd een rechtstreeks effect van verapamil cop de
juxtagleomerulaire cel gepostuleerd. 0ok McCrorey e.a.
(1981) vonden na intrarenale verapamilinfusie een toe-—
name van de nierdcorbloeding, diurese en natriumexcre-
tie.

In een met bloed in vive geperfundeerde hondenier remde
verapamil de autoregulatie van de doorbloeding (Ono
e.a., 1974}.

Logan en Chatzilias (1980) infundeerden verapamil in de
gelsoleerde rattenier (het Vandongen model) en vonden
geen effect op de reninesecretie of vaatweerstand. Als
bezwaar valt tegen deze conclusie aan te voeren dat het
model in gencemd laboratorium een weinig stabiel gedrag

toonde.

Wij stelden ons de vraayg wat de invloed van verapamil
is op de vaattonus en reninesecretie in de gelsoleerde

rattenier, tijdens normotherme perfusie.
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Ook werd de invloed van verapamil tijdens hypotherme
perfusie bestudeerd. In heoofdstuk 8 werd aangetoond dat
door hypotherme perfusie de reninesecretie wordt geremd.
Bij de remming van de reninesecretie door verschillende
stoffen wordt verondersteld dat een instrocom wvan cal-
ciumicnen in de Jjuxtaglomerulaire cel optreedt (zie
hoofdstuk 3.2.4.3). Onze vraagstelling was dan ook of
door infusie van verapamil (en daardoor blckkade wvan
deze instroom) de remming van de reninesecretie (door de

verlaagde temperatuur} kan worden voorkomen.

Normotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd geiscleerd op de 1in hoofstuk €& beschreven
wijze en bij 37°C deoorstroomd met de standaardperfusie-
vloeistof.

Na 2 minuten in de onderzoeksperiode werd de infusie van

verapamil gestart volgens onderstaand protocel:

Groep 1l: infusie wvan verapamil in een dosis van 0,03
mg/kg/min (groep la; n=6). Bij de contrble-ex-
perimenten werd fysiclogisch zout geinfundeerd

(groep 1b; n=6).

Groep 2: infusie van verapamil in een dosis wvan 0,3 mg/
kg/min {(groep 2a; n=5. Bij de contrfle-experi-
menten werd fysiclogisch zout geinfundeerd
{groep 2b; n=5). (In afwisseling met deze expe-
rimenten in greep 2 werd 0,003 mg/kg/min vera-
pamil geinfundeerd (n=2): deze lage dosis had
geen inviced op de vaattonus en reninesecre-

tie}.
Resultaten
Groep 1 (fig. 10.1 en 10.2)

Na infusie wvan verapamil ({grcep la, perfusiedruk 115

mmig) veranderde de doorstroming niet significant van
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9.3 + 0.7 ml/min naar 9.0 % 1.0 mli/min. In de contrdle-
experimenten (grocep 1b, perfusiedruk 115 mmHg) nam de
doorstroming significant af van 9.1 = 0.7 ml/min tot 8.5
+ 0.6 ml/min {p<0.0025).

De vaatweerstand toonde in beilde groepen het omgekeerde
patroon. Procentueel was de toename van de vaatweerstand
in de verapamilgroep 5.0 * 4,2%; in de contrdle-groep
7.9 = 3.,1%, Wanneer de procentuele veranderingen in
vaatweerstand in beide groepen gedurende de perfusie
vergeleken worden dan blijkt dat infusie wvan verapamil
de vaatweerstand 1n geringe mate doet afnemen (F=145;
p<G.005).

De reninesecretie aan het begin van de perfusie (voor
verapamil-infusie, groep la} was 939 % 76 ng Alfml/uur/—
min; aan het eind 1028 + 42 ng Az/ml/uur/min (n.s.).
Procentueel was de toename 13.1 % 5.2%.

In de contrdle-~groep (groep lb} nam de reninesecretie af
van 12%7 + 83 ng Al/ml/uur/min tot 1165 + 74 Alfml/uur/—
min {n.s.}. Procentueel was de afname 6.3 % 6.2% aan het
eind van de perfusie. Opmerkelijk is het grote verschil
in reninesecretie (939 % 76 vs. 1257 % 83 ng Al/ml/uur/—
min.; p<0.01) aan het kegin van de perfusie voordat in-
fusie van zout of verapamil werd gestart. Dit toont aan
dat in het gebruikte model ondanks het afwisselend uit-
voeren van contrdle-perfusies resp. infusie van medica-
tie, absolute waarden met voorzichtigheid moeten worden
vergeleken.

Wanneer de procentuele veranderingen in reninesecretie
vergeleken worden gedurende de perfusie blijkt dat infu-
sie wan wverapamil (0.03 mg/kg/min} de reninesecretie

niet significant beiInvlocedt ({(F=3.7}.

Groep 2 (fig. 10.3 en 10.4)

Infusie van verapamil 0.3 mg/kg/min (groep 2a, perfusie-
druk 112 + 1 mmHg) deed de doorstroming stijgen van 9.3
+ 0.5 ml/min tot %.8 = 0.5 ml/min {(na 6 minuten, n.s.);
aan het eind van de perfusie was de doorstroming 9.5 #
6.5 ml/min (n.s.). De vaatweerstand toonde het omgekeer-

de patroon. Procentueel daalde de vaatweerstand tot ma-
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ximaal 4.5 t 2.9% (na 6 minuten}; aan het eind was de
daling 1 + 4.3%,

De reninesecretie steeg niet significant van 968 t 156
ng Al/ml/uur/min tot 1016 %z 110 ng Allml/uur/min (18.4
£ 22%).

In de contrdle-groep (groep 2b, perfusiedruk 113 % 2
mmHg) daalde de doorstroming van 9.8 t 0.4 ml/min tot
9.3 + 0.3 ml/min {n.s.}).

Procentueel steeg de vaatweerstand 4.5 * 2,7%.

De reninesecretie veranderde niet significant: 1172 £
199 ng Al/ml/uur/min aan het begin, resp. 1170 £ 30 ng
Al/ml/uur/min aan het eind van de waarnemingspericde.
Procentueel weergegeven was er een stijging van 16 ¢t
20%.

BPij wvergelijking wvan de procentuele veranderingen in
vaatweerstand blijkt dat verapamil ten opzichte van de
contrble-waarrnemingen de vaatweerstand doet afnemen (F
33.8; p</D0.0035). De reninesecretie wordt niet beinvloed
{(F 0.1).

Beschouwing

Intrarenale infusie van verapamil heeft in de geisoleer-
de nier een zwak vasodilaterend effect. Bij de hond werd
na intrarenale infusie vascdilatatie gevonden (Yukimura,
1979; McCrorey e.a., 1980).

Ook tijdens behandeling wvan hypertensie patiénten met
verapamil daalt de renale vaatweerstand (De Leeuw e.a.,
1981).

Logan en Chatzilias (1980) waren niet in staat in een
met ons model te vergelijken proefopstelling vasodilata-
tie tijdens verapamil~infusie azan te tonen, Jover e.a.
(1982) vonden geen effect van de calciumantagonist nife-
dipine op de vaatweerstand van de geIsoleerde rattenier.
In deze experimenten was de stroomsnelheid echter laag
(5 ml/min) en de stabilisatieperiode 30 minuten =zodat
aan de vitaliteit wvan het preparaat kan worden getwij-

feld. Daarnaast ontbreken zowel in onderzoekingen van
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Logan en Chatzilias (1980) als in die wvan Jover e.a.
{1982) de noodzakelijke contrfle-waarnemingen.

De verplaatsing van het calciumion speelt een belangrij-
ke rol bij de regulatie van de reninesecretie op .cellu-
lair niveau (zie heoofdstuk 3). Infusie van verapamil
had in onze proeven geen effect op de reninesecretie.
Theoretisch zou een remming van de calciuminflux (door
verapamil-infusie} een stijging wvan de reninesecretie
kunnen verocorzaken.

Bij orale tecediening van verapamil worden geen verande-
ringen in de plasma renine-activiteit waargenomen
{(Doyle e.a., 1981; De Leeuw e.a., 1981; Leonetti e.a.,
1%81; Muiesan e.a., 1981). Yukimura (1979) wvond na in-
trarenale infusie bij honden een stijging van de renine-
secretie in combinatie met renale vasodilatatie. Onze
resultaten tonen dat het effect van verapamil op de re-
ninesecretie in de gelsoleerde nier overeenkomt met het-
geen bij orale toediening wordt gevonden. De stijging in
de reninesecretie zoals beschreven door Yukimura (1979}
valt waarschijnlijk te verklaren door de omvang van de
vasodilatatie ({(de nierdoorbloeding nam met 20% toe) bij

de intrarenale toediening in vivo.

Hypotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd geiscleerd op de in hocfdstuk & beschreven
manier en bij 32°C doorstroomd met de aangepaste perfu-
sievliceistof (I). Na 2 minuten in de onderzoeksperiode
werd de infusie wvan verapamil gestart volgens onder-

staand protocol:

Groep 1l: infusie van verapamil in een dosis van 0.03 mg/
kg/min {(groep la; n=7). Bij de contrble-experi-
menten werd fysiclogisch zout geInfundeerd
(groep lb; n=7).

Groep 2: infusie van verapamil in een dosis van 0.3

mg/kg/min (groep 2a; n=5). Bij de contrdle-ex-
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perimenten werd fysiologische zout geInfundeerd
{groep 2b; n=5%).

{(In afwisseling met de experimenten van groep
2 werd 0.003 mg/kg/min verapamil geInfundeerd
(n=2); deze lage dosis had geen invliced op
vaattonus en reninesecretie).

Resultaten

Groep 1 {(fig. 10.5 en 10.6)

In de verapamilgroep {groep 2a, perfusiedruk 115 mmig)
was de doorstroming 11.0 % 0.4 ml/min aan het begin,
resp. 10.3 % 0.4 ml/min aan het eind van de onderzoeks-
periode (p< §.03). Procentueel was de toename van de
vaatweerstand 7.4 £ 3.6%,

In de contrdle-experimenten (grecep 2b, perfusiedruk 115
mmHg) was de doorstroming 10.9 + 0.4 ml/min aan het be-
gin van de onderzoeksperiode en 9.9 + 0.4 ml/min aan het
eind (p<0.005). De vaatweerstand tconde het omgekeerde
patroon. Procentueel was de toename van de vaatweerstand
10.4 = 3,2%.

Wanneer de procentuele veranderingen in vaatweerstand
tijdens verapamil-infusie vergeleken worden met de con-
trdle—groep blijkt dat verapamil een zwak vaatverwijdend
effect heeft (F 27.2; p<0.005).

Na verapamil-infusie daalde de reninesecretie van 561 %
99 ng Ai/ml/uur/min naar 326 * 60 ng Al/ml/uur/min
{p<{0.05}). Procentueel was de daling 30 + 19%.

In de contréle-groep was de reninesecretie 559 t 73 ng
Al/ml/uur/min aan het begin resp. 433 ¥ 93 ng Al/ml/uur/
min aan het eind van de onderzoeksperiode (n.s.}). Pro-
centueel was de daling 17.9 * 10.9%. Wanneer de procen-—
tuele veranderingen in de reninesecretie vergeleken wor-
den, blijkt dat verapamil-infusie de reninesecretie tij-
dens hypotherme perfusie niet significant beiInvlcedt (F
0.22).
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FPig. 10.5 De invlced van verapamil (0,03 mg/kg/min.) tijdens
hypotherme perfusie. Zowel na infusie van verapamil

(p<0,05) als in de contrdlegroep {p<0,005) is de

doorstroming aan het eind van de perfusie t.o.v.
het begin afgencmen. Ook de reninesecretie daalt
tijdens hypotherme perfusie na verapamilinfusie

(p<0,05).
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Fig. 10.6 De invloed van verapamil (0,03 mg/kg/min.) tijdens
hypotherme perfusie.
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Groep 2 {(fig. 10.7 en 10.8)

Na verapamil-infusie ({groep 2a, perfusiedruk 112 =
immHg) steeg de doorstroming van 10,5 = 0.6 ml/min tot
maximaal 10.9 * 0.6 ml/min (n.s.}; aan het eind wvan de
waarnemingsperiode was de doorstroming 10.8 1 0.5 ml/min
(n.s.}. Procentueel was de maximale daling van de vaat-
weerstand -4.,5 2 0.6% na 10 minuten. In de contrdle-
groep (groep 2b; perfusiedruk 113 * 2 mmHg} bleef de
doorstroming nagenoeg constant. De procentuele verande-
ring in doorstroming was 0.8 % 1.5% aan het eind van de
waarnemingsperiode.

Wanneer de procentuele veranderingen in vaatweerstand
vergeleken worden, blijkt het geringe vaatverwijdende
effect wvan wverapamil toch significant te zijn (F 94.2;
p<0.005}.

In de verapamil-groep trad een daling van de reninese-
cretis op van 931 & 165 ng Al/ml/uur/min tot 198 * 64
ng Al/ml/uur/min {(p< 0.005). Procentueel was de daling
74 0+ 8%,

In de contrdle~groep daalde de reninesecretie van 651 =
205 ng Al/ml/uur/min tot 308 + 135 ng Al/ml/uur/min
{(p<0.05). Procentueel was de daling 40 + 23%.
Vergelijking wvan de procentuele veranderingen in de re-
ninesecretie toont dat verapamil (0.3 mg/kg/min} tijdens
hypotherme perfusie de reninesecretie niet beinvloedt
(F 0.9).

Beschouwing

Infusie van de calciumantagonist verapamil heeft ook
tijdens hypotherme perfusie een {zwakke) vaatverwijdende
werking.

De maximale vaatreactie is {(in vergelijking met de con-
trdle-waarnemingen) vrijwel identiek bij beide doses
verapamil (0.03 mg/kg/min en 0.3 mg/kg/min). De onder-
drukking van de reninesecretie (tengevolge van hypother-

mie) wordt door verapamil niet significant beiInvloed.



-140-

FLOW
12 =

wl/min LL’LJ—L\I_U
ne

10

RVR
11

10

RSR %* p <0,05
1000 - *% p <0,005  32°C
SU

600 =

200~

i 1 ] ¥ k 3 ] [

TIME {min)

& Verapemil 0,3 mg/kg/min. n=5

o Saline n=4

Fig. 10.7 De invlced van verapamil (0,3 mg/kg/min.} tijdens
hypotherme perfusie. De reninescretie is aan het
eind van de perfusie t.o.v. het begin zowel in de
contrdlegroep (p<0,0%) als na verapamilinfusie
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Conclusies

Verapamil-infusie heeft zowel tijdens normotherme als
hypotherme infusie een 2zwak wvasodilaterend effect. De
reninesecretie wordt door wverapamil-infusie niet beln-
vloed.

Ofschoon remming wvan de calciuminflux theoretisch de
reninesecretie kan beinvlceden, blijkt dit onder basale
omstandigheden niet het geval te zijn. De bevindingen
bij normotherme perfusie sluiten aan bij de waarnemingen
in vivo, dat behandeling met verapamil de plasma renine-
activiteit niet belnvloedt.

De suppressie van de reninesecretie tijdens hypotherme
perfusie wordt niet veroorzaakt door een toegenomen cal-
ciuminfiux in de juxtaglomerulaire cel.
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HOOFDSTUEK XI

DE INVLOED VAN CAPTOPRIL OP NIERDOORSTROMING EN
RENINESECRETIE IN DE GEISCLEERDE RATTENIER

Inleiding

Captopril (D-3-mercapto-~2-methylpropanoxyl-l-proline;
SQ 14.225; Capoten®) remt het "converting enzyme". Dit
enzym 1s verantwoordelijk voor de omzetting van angio-
tensine I in angiotensine II, een peptide met hoge
vaatvernauwende activiteit. Daarnaast is dit enzym iden-
tiek aan kininase II en is mede verantwoordelijk voor de
afbraak van bradykinine {(Erdds, 1977).

Behandeling van patiénten met captopril geeft daling van
de blceddruk (Brunner e.a., 197%, 1980; Johnston e.a.,
1979; Abe e.a., 1980; Crantz e.a., 1980; Lijnen e.a.,
1980; Schalekamp e.a., 1280; Swartz e.a., 1980;
Guillevin e.a., 1%81l) en stijging van de plasma renine-
activiteit. Na een zoutarm dieet of toediening van diu-
retica (waardoocr het renine angiotensine systeem wordt
gestimuleerd) treedt een sterkere bloeddrukdaling op
{(Brunner e.a., 1979, 1980; Johnston e.a., 1979; Swartz
e.a,, 1980).

De angiotensine II spiegel daalt (Jchnsten e.a., 1979;
Crantz e.a., 1980; Swartz e.a., 1980; Lijnen e.a.,
1981). De stijging van het renine wordt in de literatuur
verklaard door het wegvallen van de negatieve feedback
van angiotensine II versus reninesecretie (zie hoofdstuk
3.2).

Een punt van discussie is de vraag langs welke weg cap-
topril vasodilatatie, met als resultaat bloeddrukdaling,
veroorzaakt. &anvankelijk werd gedacht dat de remming
van de vorming van angictensine IT op zichzelf de bloed-
drukdaling verocrzaakte, Captopril doet echter ook bij
gedialyseerde nierloze patiénten (met een zeer laag re-
nine) de bloeddruk dalen (Man in 't Veld e.a., 19840).



-144-~

Ock blijkt dat na remming van het converting enzyme, de
hoeveelheid angiotensine II nodig om de bloeddruk tot
het vroegere niveau terug te brengen, verhoogd is
(Swartz e.a., 1979). De aandacht is in de literatuur ge-
richt op de volgende alternatieve mogelijkheden: een
verminderde kinine-afbraak, stimulatie wvan het prosta-
glandine systeem of door interactie met het sympathisch

zenuwstelsel.

Wanneer het converting enzyme geremd wordt door teproti-
de (8¢ 20.881, een voorloper van captopril), zo meldden
Williams en Hollenberg in 1977, treedt een stijging wvan
de plasma bradykinineszpiegel op. In een aanvullend cn-
derzoek (Crantz e.a., 1980) kon dit wel voor teprotide
maar niet voor captopril worden bevestigd. Anderen
(Vinci e.a., 1979) vonden na teprotide-toediening geen
verhoging van de bradykininespiegel in het veneuze
bloed, doch wel een tosgenomen excretie van kininen in
de urine van patiénten die reageerden met een duidelijke
blceddrukdaling. Mimran e.a. (1980} onderzochten de bij-
drage van het kininesysteem aan het bloeddrukverlagende
effect van captopril door pati&nten tevens aprotinine te
geven {een remmer van de kininenvorming). Bij pati&nten
met essenti€le hypertensie had aprotinine geen effect op
de door captopril verlaagde bloeddruk; bij renovasculai-
re hypertensie veroorzaakte aprotinine echter een signi-
ficante stijging van de kloeddruk. Dit wijst op een bij-
drage van het kininesysteem bij renovasculaire hyperten-
sie. In overeenstemming hiermee is de bevinding wvan
Carretero e.a. (1981} dat kininen een rol spelen bij het
bloeddrukverlagende effect van captopril in de "cne clip
two kidney" hypertensie.

Bij de rat onder narcose wordt de reactie op bradykini-
ne—infusie door captopril versterkt (Vandongen e.a.,
1982).

Ofschoon het theoretisch zeer aannemelijk is dat een
verminderde afbraak wvan bradykinine mede invloed heeft
cp het effect van captopril is dit moeilijk aan te to=-

nen. De halfwaardetijd wvan bradykinine is kort, daar-
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naast kan bradykinine nog langs andere wegen dan via het

kininase II worden afgebroken.

Sommige onderzoekers vinden er aanwijzingen voor dat het
prostaglandine systeem aan het mechanisme van de bloed-
drukdaling bijdraagt. Bij patiénten die cop behandeling
met teprotide reageren met een sterke bloeddrukdaling,
treedt een stijging op van het prostaglandine E (Vinci
e.a., 1979). Lijnen e.a. (1981} vonden echter een daling

van het prostaglandine E, ({en Fz) door behandeling met

captopril, Swartz e.a., ?1980) vonden bij patiénten be-
handeld met captopril een verhoogde uitscheiding in de
urine van de 14,15 dihydro~15~keto metaboliet wvan pros-
taglandine Ez.
Bij hypertensiepatié&nten met een laag reninegehalte
vonden Abe e.a. (1980) dat indomethacine de bloeddrukda-
ling dcoor captopril tegengaat; daarentegen had indome-—
thacine geen invloed op de bloeddrukdaling bij patiénten
met een normaal reninegehalte. Door gelijktijdige behan-
deling met indomethacine wordt het acute bloeddrukverla-
gende effect wvan captopril grotendeels voorkomen
{Silberbauer e.a., 1982). De inviced wvan indomethacine
op de bloeddrukdaling door captopril wijst op een moge-
lijke bijdrage van het prostaglandine systeem.

Bij de rat onder narcose is het hypotensieve effect van
captopril onafhankelijk wvan het prostaglandine systeem

(Vandongen e.a., 1982}).

Een complicerende factor is tevens dat het prostaglandi-
ne en het kininesysteem niet los van elkaar kunnen wor-
den gezien. Kininen kunnen de productie van belangrijke
eindproducten van het prostaglandinesysteem reguleren,
te weten PGE2 of PGF2 door de activiteit van PGE-9 keto-
reductase te verhogen (McGiff, 198C}. Ook een prostacy-—
cline-achtige substantie in de nier kan door bradykinine

worden vriigemaakt (Mullane en Moncada, 1980).

Experimenteel zijn er tevens aanwijzingen dat captopril

de via het sympathische zenuwstelsel geiInduceerde vaso-
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constrictie beInvlcedt. In dierexperimenten werd gevon-
den dat captopril de bloeddrukstijging ten gevolge van
noradrenaline-infusie kan tegengaan (Clough e.a., 1981;
Antonaccio en Kerwin, 19§2), Cok bij de mens is dit aan-
getoond (Imai e.a., 1982},

Casellas e.a. (1980) vonden dat na infusie wvan captopril
in de geisoleerde nier de dosis-werkingscurve van nora-
drenaline naar rechts verscheoof. Ook de vasoconstrictie
in geisoleerde mesenteriaal arterién, zoals waargenomen
na zenuwprikkeling en mna toediening van adrenaline,
wordt door captopril geremd (Collis en Keddie, 1981l)., In
gelsoleerde aortaringen werkt een hoge dosis captopril
de invlioed van alpha-adrenerge stimulatie (phentolamine)
tegen (Kikta en Fregly, 1982}). In de gelsoleerde konij-
nenier deed captopril de vasoconstrictieve reactie op
zenuwstimulatie afnemen. Het vrijkomen van noradrenaline
werd overigens niet belnvloed. Mimran e.a. (1982) con-
cludeerden hieruit dat =zich een alpha-antagonistische
werking op postsynaptisch niveau voordeed.

Door onderzcekingen van de groep van Van Zwieten ngd de
inv]loed van captopril op de vasoconstricie door o re-
ceptorstimulatie nader opgehelderd. De remmende inviced
van captopril op de bleceddrukstijging dcor noradrenali-
ne-infusie kon worden bevestigd (De Jonge e.a., 1981;
Timmermans e.a., 1982). Na gelijktijdige ul—blokkade
(prazosine) was nog steeds een remmende invloed van cap-

topril aantoonbaar. Echter wanneer de o,-receptoren wer-

den geblokkeerd (door rauwolscine) waszgeen invloed wvan
captopril op de bloeddrukstijging door ncradrenaline-in-
fusie meer aanwezig. Door voorbehandeling met captopriil
werd de dosis-werkingscurve voor (selectieve) postsynap-
tische 32—receptorstimulatie (B~HT 920} naar rechts ver-
schoven. Na nephrectomie werd van azmreceptorstimulatie
een geringere bloeddrukstijging gezien. Na infusie wvan
angiotensine II werd zowel in de met captopril behandel-
de dieren, als bij die waarvan de nieren verwijderd wa-
ren, bloeddrukstijging gezien door toediening wvan B-~HT
920, Hieruit wvalt te concluderen dat captopril de vaso-

constrictie remt die door de postsynaptische az—receptor
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wordt veroorzaakt {De Jonge e.a., 1981; Timmermans e.a.,
1982).

Naast dit postsynaptische effect zijn er cok aanwijzin-
gen dat door remming van het converting enzyme minder
noradrenaline vrijkomt aan het zenuwuiteinde {Antonaccio
en Kerwin, 1981; De Jonge e.a., 1982).

De blcoeddrukdaling door captopril kan theoretisch door
zowel het post- als presynaptische mechanisme (mede)
worden verklaard. Gezien de extreme gevoeligheid van de
presynaptische angiotensine II receptoren zou het pre-
synaptische mechanisme attractiever lijken. In hoeverre
dit in vive een rol speelt, is vooralsnog onduideliik.
De relatie tussen angiotensine II en sympathisch zenuw-
stelsel blijkt ock uit de onderzoekingen wvan Malik en
Nasjletti (1976). Een versterkte vaatreactie op zenuw-
prikkeling in geisoleerde mesenteriaal vaten, werd
waargenomen na toevoeging van reninesubstraat. Door con-
verting enzyme remming en saralasine werd de versterkte
reactie wvoorkomen. Geconcludeerd werd dat angiotensine
ITI vorming in de vaatwand de vascconstrictie na zenuw-
prikkeling versterkte. Voor een overzicht betreffende de
relatie tussen angidtensine en sympathisch zenuwstelsel

wordt verwezen naar Zimmerman (1981).

Bij behandeling met captopril daalt de renale vaatweer-
stand gekoppeld met een stijging van de nierdoorbloeding
(Brunner e.a., 1980; Hollenberg e.a., 1981}. COk in het
dierexperiment werden deze veranderingen waargenomen
(Murthy e.a., 1978; Clappison e.a., 1980; Wong e.a.,
1981; Wong en Zimmerman, 1981},

Bij de mens is de mate van de toename in nierdcorbloe-
ding afhankelijk wvan de natriumconsumptie (Hollenberg
e.a.,, 1981). Captopril-infusie gedurende 7 dagen bij
henden, gevoed met een natriumrijk dieet, deed de bloed-
druk en nierdoecrbloeding niet veranderen. Bij gebruik
van een natriumarm dieet deed zich wel daling van de
bloeddruk voor, gepaard gaande met een stijging van de
nierdoorbloeding. Wanneer ({onder het natriumarme dieet)

tijdens captopril-infusie tevens aldosteron werd toege-



-148-

diend, normaliseerden zich bloeddruk en nierdecorbleoeding
niet. Daarentegen kon dit wel door angictensine II infu-
sie, waaruit geccncludeerd werd dat de gesignaleerde
veranderingen in systeem- en nierhaemcdynamica voorname-
lijk door een verminderde vorming van angiotensine II
werden bemiddeld (Hall en Granger, 1982).

Door een aantal conderzoekers {Casellas e.a., 1980; Chiba
e.a., 1982; Mimran e.a., 1982; Ogihura e.a., 1982} werd
geen effect van captopril op perfusiedruk of wvaatweer-
stand van de gelIscleerde rattenier waargenomen. In al
deze onderzoekingen kregen de ratten g&&n natriumbeper-
kXing copgelegd. Zoals boven aangegeven kan een dieet rijk
aan natrium de renale effecten van captopril voorkomen
(Hall en Granger, 1982). Een natriumarm dJdieet doet de
intrarenale angiotensine II concentratie (en reninecon-
centratie} toenemen (Mendelsohn e.a., 1%79).

Vanuit de wat andere invalshoek in ons onderzoek leek
het ons zinvol na te gaan welke invloed captopril heeft
op het vaatgedrag en de reninesecretie tijdens normo-
therme perfusie in de geIsoleerde nier, afkomstig van
ratten die gedurende 14 dagen waren gevoed met een na-
triumarm dieet. Dit dieet bevatte 200 mg natrium per
kilogram en werd gedurende 14 dagen voorafgaand aan het

onderzoek door de ratten geconsumeerd.

Door de onderzoekingen beschreven in hcoofdstuk 8 werd
aangetoond dat door verlaging van de temperatuur de re-
ninegecretie wordt geremd. Intrarenaal bevinden zich de
diverse bestanddelen wvan het renine-angictensine sys-
teem, Verondersteld wordt wel dat het intrarenale sys-
teem onafhankelijk van het renine en angiotensine in de
circulatie kan functioneren (zie hoofdstuk 3.3.2}.
Mendelschn (1979) toonde aan dat na kortdurende perfusie
nog gngiotensine II intrarenaal aanwezig is.

Gezien deze bevindingen kon niet tevoren uitgesloten
worden dat de remming van de reninesecretie tijdens hy-
potherme perfusie veroorzaakt werd door een toegenomen

angiotensine IT vorming intrarenaal. Hiertoe werd capto-
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pril geinfundeerd tijdens hypotherme perfusie van nieren

afkomstig van ratten gevoed met het normale dieet.

Normotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd gelsoleerd volgens de in hcofdstuk 6 be-
schreven techniek en doorstroomd met de standaardperfu-
sievlceistof. Captopril werd geinfundeerd in een dose-
ring van 9.1 mg/min. {groep 1l; n=5); bij de contrdle~
groep werd fysiologisch zout gelInfundeerd (groep 2;
n=5) .

Cm aan te tonen dat het zoutarme dieet stimulatie van de
reninesecretie veroorzaakte werd een tweede contrdle-
groep tegelijkertijd onderzocht. Deze nieren waren af-
komstig van ratten gevoed met het normale dieet (groep
3; n=53). De perfusies werden in afwisselende volgorde
uitgevoerd. Driemaal werden perfusaatmonsters onderzocht
op de aanwezigheid van angiotensine II (groep 2). Deze
monsters werden afgenomen na 3 minuten in de stabilisa-
tieperiode en aan het begin resp. einde van de onder-~

a

zoeksperiode.
Resultaten (fig. 11.1 t/m 11.3)

Groep 1 (captopril-infusie, zoutarm dieet; perfusiedruk
112 *+ 2 mmHg) toonde een doorstroming die gedurende de
onderzoeksperiode vrijwel constant bleef rond 8.3 t 0.7
ml/min., Procentueel was de verandering in vaatweerstand
~0.4 + 4,2% aan het eind van de perfusie.

De reninesecretiesnelheid veranderde niet significant:
2422 + 167ng Alfml/uur/min aan het begin resp., 2172 *
187 ng Al/ml/uur/min aan het eind van de perfusie
(n.s.). De procentuele daling was 7.8 = 11%.

In Groep 2 (contrdle~infusie, zoutarm dieet; perfusie-
druk 111 * 1 mmHg) was de doorstroming 8.3 + 0.3 ml/min,.

aan het begin en 8.1 % 0.3 ml/min. aan het einde van de
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Fig. 11.1 De invlced van captopril (0,1 mg/kg/min.) tijdens
normotherme perfusie.
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Fig. 11.2 De invlced van captopril (0,1 mg/kg/min.) tijdens
normotherme perfusie.
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Fig. 11.3 De invlced van captopril (0,1 mg/kg/min.) tijdens
normotherme perfusie.
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onderzoeksperiode {n.s.}. Procentueel steeg de vaatweer-
stand 2.6 & 1.5%,

De reninesecretie daalde van 2747 % 251 ng Allml/uur/min
tot 2416 * 293 ng Al/ml/uur/min {p<{0.05), De procentue-
le daling was 13 t 5%.

Groep 3 (contrfle-infusie, normaal dieet; perfusiedruk
110 * 3 mmHg) toonde een doorstroming van 8.3 £ 0.5 ml/
min. aan het begin resp. 8.0 * 0,4 ml/min., aan het eind
van de onderzoeksperiode (n.s.}. Procentueel steeg de
vaatweerstand 3.7 t 3.1%.

De reninesecretie veranderde niet significant: 1113 2
208 ng Alfml/uur/min aan het begin en 1093 * 154 ng Al/
ml/uur/min aan het eind wvan de onderzoeksperiode.

Procentuee] was de daling -4.5 £ 8.8%.

Wanneer de resultaten van de captopril-infusie vergele-
ken worden met de contréle-waarnemingen (groep 2) blijkt
dat captopril-infusie geen verandering in vaatweerstand
veroorzaakt. Ook de verschillen in reninesscretie zijn
niet significant (F 1.6). Opvallend is het verschil in
reninesecretie wanneer groep 1 en 2 (zoutarm dieet) ver-—
geleken worden met groep 3 (normaal dieet). Na een zout-
arm dieet is de reninesecretie van de geisoleerde nier
duidelijk verhoogd (F 45.5, p<(0.005).

Angiotensine II was in de uitstroomvlceistof niet aan-

toonbaar.

Beschouwing

In de geisoleerde nier is converting enzyme activiteit
aanwezig, =zoals bewezen wordt door de vasoconstrictie
na infusie van angiotensine I (balavos, 1978; Casellas
e.a,, 19%980; Chiba e.a., 1982; Mimran e.a., 1982;
Ogihura e.a., 1982). In hoofdstuk 3.3 werden de histo-
chemische aanwijzingen voor het bestaan van een intrare-—
naal renine-angiotensine systeem aangegeven. Onze expe-
rimenten tonen dat in de gelsoleerde nier (afkomstig van

ratten die een zoutarm dieet kregen) de vaattonus niet
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deor een dergelijk intrarenaal systeem wordt beiInvloed.
Ook anderen (Casellas e.a., 1980; Chiba e.a., 1982;
Mimran e.a., 1982; Ogihura e.a., 1982) vonden in de ge-
Isoleerde nier (afkomstig wvan ratten die een normaal
dieet kregen} geen effect van captopril op de nierdoor-
stroming.

De dosis captopril in onze experimenten is volgens de
literatuur voldoende om de omzetting van angiotensine I
in angiotensine II in de geisoleerde rattenier te remmen
(Chiba e.a., 1982).

Terwijl captopril bij de mens een stijging van de plasma
renine—-activiteit veroorzaakt (Brunner e.a., 1979, 1980;
Johnston e.a., 1979; Abe e.a., 1980; Crantz e.a., 1980;
Heollenberg e.a., 1980; Lijnen e.a., 1980; Mimran e.a.,
1880; Schalekamp e.z., 1980; Guillevin e.a., 1981)
blijkt infusie in de gelsoleerde nier geen effect te
hebben op de reninesecretie. Dit resultaat sluit een
rechtstreeks stimulerende invloed van captopril op de
juxtaglomerulaire cel vrijwel uit. Onze bevindingen zijn
in overeenstemming met de opvatting dat de stijging van
het renine tijdens behandeling met captcpril veroorzaakt
wordt door het wegvallen van de negatieve "feed back"

van angiotensine II op de reninesecretie.

Angiotensine II wordt volgens recent onderzoek op de-
zelfde plaats in het juxtaglomerulaire apparaat gevonden
als het renine (Celio en Inagami, 198l; Taugner en
Hackenthal, 1981; Taugner e.a., 1982; Naruse e.a.,
1982). Celic en Naruse verconderstellen dat er plaatse-
lijke synthese in de juxtaglomerulaire cel plaatsvindt,
terwijl Taugner en Hackenthal neigen tot de opvatting
dat de cel angiotensine wuit het bloed opneemt. In de
perfusievlioeistof konden wij geen angiotensine II aan-

tonen.

Zoutarm dieet doet de granulatie van de juxtaglomerulai-
re cel toenemen {Pitcock en Hartroft, 1958; Edelman en
Hartroft, 1961; Hartroft en Hartroft, 1961). Wannser de
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renineconcentratie in de nier gemeten wordt, blijkt deze
dan ook toegenomen te zijn (Mendelsohn e.a., 1979; Iwao
en Michelakis, 1981). Ook wordt gevonden dat de renine-
secretie van niercoupes dcor een zoutarm dieet toeneemt
{Lopez e.a., 1978; Braverman e.a,, 1981). Omgekeerd doet
zoutbelasting in combinatie met DOCA toediening de gra-
nulatie wvan de juxtaglomerulaire cellen afnemen ({Tobian
e.a.,, 1959). Bij perfusie van geiscleerde nieren, af-
komstig van ratten die op deze manier ziin voorbehan-
deld, wordt dan ook een sterk verminderde reninesecretie

gevonden {Vandongen en Tunney, 1980}.

Bovenstaande experimenten teonen aan dat een zoutarm di-
eet, gedurende twee weken voor de perfusie, de reninese-
cretie na de isolatie meer dan wverdubbelt. De renale
vaatweerstand verschilt niet van het niveau gevonden bij
perfusie van nieren die afkomstig zijn wvan ratten die

een dieet met een normaal zoutgehalte hebben gebruikt.

Hypotherme perfusie

Uitvoering van het ohderzoek

De nier wordt geisoleerd zoals in hoofdstuk 6 beschreven
en doorstroomd bij 32°C met de aangepaste perfusievloei-
stof (I). Na 2 minuten in de onderzoeksperiode werd 0.1

mg/kg/min. captopril geinfundeerd (n=7).

Resultaten (fig. 11.4 en 11.5)

De doorstroming daalde wvan 10.4 + 0.6 ml/min., aan het
begin van de waarnemingspriode tot 9.7 * 0.7 ml/min. aan
het eind (p 0.05). De vaatweerstand toonde het tegenge-
stelde patroon (de perfusiedruk was constant, 113 + 4
mmHg) . Procentueel nam de vaatweerstand 7.9 t 2.6% toe.
De reninesecretie daalde van 871 % 136 ng Al/ml/uur/min
tot 402 + 25 ng A,/ml/uur/min (p< 06.005). Procentueel
was de daling 51 + 5.2%.



~156-

FLOW
11
mi/min
10
b4
RVR
13
u %
1
32°%C.
RSR
+# p <0,05
1000~ Sk P <0,005
SuU
800~
600 -
400 - ol
g ; 1 7 7 T | T |
0 7 4 8 10 12 14 i6
TIME {min)
Capteopril 0,1 mg/kg/min. n=7

Fig. 11.4 De invloed van captopril (0,1 mg/kg/min.) tijdens
hypotherme perfusie. De docrstroming is aan het
eind van de perfusie t.o.v. het begin afgencomen
(p<0,05), ook geldt dit voor de reninesecretie
(p<0,005).
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Fig. 11.5 De invlced van captopril (0,1 wg/kg/min.) tijdens
hypotherme perfusie,




11.

-158-

Beschouwing
Ondanks Iinfusie van captopril tijdens hypotherme perfu-

sie daalt de doorstroming en wordt de reninesecretie ge-
remd.

Geconcludeerd kan worden dat de remming van de reninese-
cretie door hypotherme pérfusie niet vercorzaakt werdt

door intrarenale angictensine II vorming.
Conclusies

Captopril heeft geen invloed op het vaatgedrag van de
geisoleerde rattenier. Ook de reninesecretie wordt door
captopril niet beinvloed. Dit is in overeenstemming met
de opvatting dat de stijging wvan het renine, tijdens be-
handeling met captopril, veroorzaakt wordt door hat weg-
vallen van de negatieve feedback van angiotensine II cp
de reninesecretie.

Natriumarm dieet is een krachtige stimulus voor de reni-
nesecretie in de geisoleerde nier. De vorming van de re-
ninesecretie door hypotherme perfusie wordt niet veroor-

zaakt deor intrarenale vorming van angiotensine II.
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HOOFDSTUK XII

DE INVLOED VAN PRAZOSINE OP NIERDOORSTRCMING EN
RENINESECRETIE IN DE GEISOLEERDE RATTENIER

12.1. Inleiding en vraagstelling

Prazosine (Minipress®) is een chinazolinederivaat waar-

van de structuur enige overeenkomst vertoont met papa-

varine:
0 N £ ('% |
CH : —
3 ‘ TN N—C—g
CH.O o
3
NH2  Prazosin
CH30 X
N
CH30
%-12[Z*<i?’OCH3
Papaverine OCH;
Constantine e.a. (1974} veronderstelden dat prazosine

langs een tweetal wegen bloeddrukdaling verocrzaakt:
a~adrenerge blokkade en een direct relaxerende werking
op de vaatwand. Deze directe relaxerende werking werd
verondersteld op grond van de waarneming dat prazosine
de vaatweerstand in de voorpoot van de hond, na voorbe-

handeling met hexamethonium, deed dalen,
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Later onderzoek bij intacte proefdieren leerde echter
dat het effect van prazosine in principe uitsluitend
door al-adrenerge blokkade wordt veroorzaakt.

Zo kan het hypotensieve effect wvan prazosine veoorkomen
worden door ganglionblokkade en o-adrenerge blcokkade
(Graham e.a., 1977; Qates e.a., 1977}. De daling van de
vaatweerstand is, naar bij de rat gebleken is, afhanke-
lijk wvan intacte sympathische innervatie (Weod e.a.,
1975). Prazosine blckkeert het pressoreffect van nora-
drenaline-infusie, maar niet de effecten van angiocten-
sine II infusie (Graham e.a., 1977}.

Het o-blokkerende effect van prazosine is volgens het
huidige inzicht toe te schrijven aan een selectieve
blokkade van de postsynaptische a,-receptor (Cambridge
e.a,, 1977; Doxey e.a., 1977). Prazosine is in dit op-

zicht zeer selectief: de binding aan de o, -receptor is

1
10.000 maal sterker dan aan de u,-receptor (Hoffman en

Lefkowitz, 198Q).

Prazosine verlaagt de bloeddruk (Constantine e.,a., 1974;
Stokes en Weber, 1974; Graham e.a., 1974, 1%77; Wood
e.a,, 1975; Fernandes e.a., 1975; Brogden e.a., 1977;
Karlberg e.a., 1%79; Wester, 1979%) overeenkomstig het
farmacologische mechanisme door verlaging van de vaat-
weerstand (Fernandes e.a., 1975; Brogden e.a., 1977;
Koshy e.a., 1977; Wester, 1979%).

De nierdoorstroming wordt door prazosine niet beiInvloed
(Koshy e.a., 197%; Wester, 1979}.

Over de effecten op de plasma renine-activiteit bestaat
in de literatuur geen overeenstemming. Men heeft zowel
een daling (Graham e.a., 1974; Karlberg e.a., 1%979) een
stijging (Fernandes e.a., 1975} als een cnveranderd ni-
veal waargenomen (Stokes en Weber, 1974; Woed e,a.,
1975; Koshy e.a., 1977; Wester, 1979),.

Morganti e.a. (1%8l) vonden na infusie van prazosine bij
de mens, in een niet vaso-actieve dosering, een stijging

van de plasma renine-~activiteit.



12.z2.

-161-

Omtrent de invloed van prazosine op de gelsoleerde nier
zijn geen gegevens bekend. De reden hiervoor is dat al-
gemeen wordt aangenomen dat in de geisoleerde nier geen
adrenerge activiteit aanwezig is. Om te bestuderen of a-
adrenerge activiteit in de ({in situ) geIsoleerde nier
aanwezig zou kunnen zijn, onderzochten wij de invlced
van prazosine in ons model tijdens normotherme perfusie
(12.2.), hypotherme perfusie (12.3) en hypotherme perfu-
sie na voorafgaande ncrmotherme perfusie (12.4). De in-
vloed van prazosine bij hypotherme perfusie werd bestu-
deerd om een antwoord te vinden op de vraag, of de rem-
ming van de reninesecretie het gevolyg zou kunnen zijn

van a-adrenerge stimulatie.

Normotherme perfusie

Uitvoering van het onderzoek

De nier werd gelisoleerd volgens de in hoofdstuk 6 he-
schreven techniek en prazcosine werd geInfundeerd tijdens
normotherme perfusie. Prazcosine was opgelost in gedes-
tilleerd water waarvan door toevoeging van HCL de pH op
3.1 was gebracht. De reden om de pH te verlagen was ver-
betering van de oplosbaarheid (informatie Pfizer). Het

studieprotocol was als volgt:

Groep 1:
Prazosine 0.01 mg/kg/min (groep la; n=7). De infusie

werd na 2 minuten in de onderzoeksperiode gestart. Bij
de contrdle-perfusies werd gedestilleerd water (pH 3.1}

geinfundeerd {(groep lb; n=7).

Groep 2:
Prazosine 0.1 mg/kg/min (groep 2a; n=5); bij de contrd-

le-perfusies werd wederom gedestilleerd water (pH 3.1}
geinfundeerd (groep 2b; n=5). (Bij afwisseling met de
experimenten in groep 2 werd 0.001 mg/kg/min prazosine
geInfundeerd; deze lage dosis had geen inviced op de

vaattonus en de reninesecretie}.
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Resultaten

Groep 1 (fig. 12.1 en 12,2)

In groep la ({(prazosine 0.01 mg/kg/min, perfusiedruk 1314
+ 2 mmHg) was de deoorstroming aan het begin van de waar-
nemingsperiode 9,6 * 0.2 ml/min; aan het eind 9.4 * 0.2
ml/min (n.s.). Procentueel steeg de vaatweerstand 3.5 %
0.6%. De reninesecretie veranderde niet significant
{1179 + 152 ng Al/ml/uur/min aan het begin resp. 1208 #
157 ng Al/ml/uur/min aan het eind). Procentueel was de
stijging 7.7 £ 11.7%,

I+

Bij de contrdle-perfusies (groep lb, perfusiedruk 112

I+

1.8 mmHg) daalde de doorstroming significant van 9.5
0.5 ml/min aan het begin tot 8.9 + 0.5 ml/min aan het
eind van de perfusie {(p<{{.025). Procentueel steeg de
vaatweerstand 13.3 t 0.7%. De reninesecretie veranderde
niet significant (1007 * 147 ng Al/mlluur/min aan het
begin, resp. 963 t 194 ng Al/ml/uur/min aan het eind).
De procentuele daling van de reninesecretie bedrceg 3.4
£ 9,9%,

Vergelijking van de procentuele veranderingen in vaat-
weerstand toont dat prazosine in een dosis van 0.01 mg/
kg/min een geringe, maar significante vasodilatatie
in het verlcop van de perfusie vercorzaakt (F 32.5;
p<0.005). De veranderingen in de reninesecretie ziin

niet significant.

Groep 2 {fig. 12.3 en 12.4)

In grcep 2b (prazcsine 0.1 mg/kg/min, perfusiedruk 110
+ 2 mmHg) nam de docrstroming aanvankelidik niet signifi-
cant toe van 8.6 z 0.3 ml/min tet 8.9 % 0.4 mi/min (na
8 minuten), aan het eind van de waarnemingsperiode be-
droeg de doorstroming 8.5 % 0,4 ml/min {n.s.). Procentu-
eel steeg de vaatweerstand aan het eind van de perfusie
met 1.3 = 2%. De reninesecretie veranderde niet signifi-
cant (1149 * 268 ng Al/ml/uur/min aan het begin, resp.
1261 % 234 ng Al/ml/uur/min aan het eind). Procentueel

steeg de reninesecretie 24.5 * 18%,
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Fig. 12.1 De invloed van prazosine (0,01 mg/kg/min,) tijdens
normotherme perfusie. In de contrSlegroep is de
doorstroming aan het eind van de perfusie t.o.v,
ket begin afgenomen (p<,025).
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Fig. 12,2 De invlced van prazosine (0,01 mg/kg/min.) tijdens
normotherme perfusie,
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Fig. 12.3 De invlced van prazosine (0,1 mg/kg/min.) tijdens
noxmotherme perfusie. In de contrdlegroep is de
doorstroming aan het eind van de perfusie t.c.v.
het begin afgenomen (p<0,025).
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Bij de contr8le-perfusies (perfusiedruk 105 * 6 mmEg)
daalde de doorstroming wvan 8.6 % 0.4 ml/min teot 8.3 %
0.5 ml/min {p<{ 0.025). Procentucel steeg de vaatweer-
stand 4.9 * 1.5%. De reninesecretie steeqg van 963 * 272
ng AI/ml/uur/min tot 1042 £ 219 ng A,/ml/uur/min
{n.s.}. Procentueel was de toename 21.1 * 7%,

VYergelijking van de procentuele veranderingen in vaat-
weerstand toont dat prazosine (0.1 mg/kg/min} in de ge-
Isoleerde nier een geringe, maar significante wvascdila-
tatie veroorzaakt 1in het verloop van de perfusie (F
70.8; p<0.005). De reninesecretiesnelheid wordt door

prazosine niet beInvloed.

BEypotherme perfusie

Uitveoering van het onderzoek

De nier werd gelscleerd op de in hoofdstuk 6 beschreven
manier en doorstroomd bij 32°C met de aangepaste perfu-
sievloeistof (I). Na 2 minuten in de onderzoekspericde
werd prazosine (opgelost 1in gedestilleerd water, pH
3.1} geinfundeerd. Het studieprotocol was als volgt:
Afwisgelend werden perfusies uitgevoerd waarbij prazosi-
ne werd geInfundeerd in een dosis van 0.0l mg/kg/min
{(groep 1, n=53) en 0.1 mg/kg/min (groep 2, n=5). Ook wer-
den 5 contrble-perfusies verricht (groep 3}.

Resultaten (fig. 12.5 en 12.6)

In groep 1 ({perfusiedruk 113 + 1 mmHg) toonde de door-
stroming voor infusie een lichte spontane stijging wvan
5.9 + 0.4 tot 10.1 + 0.4 ml/min (p</0.05); na infusie
van prazcsine 0.01 mg/kg/min steeg de deoorstroming tot
maximaal 10.6 £ 0.5 ml/min (p<0.01).

De procentuele daling van de vaatweerstand aan het eind
van de perfusie was 4.8 + 0.9%.

De reninesecretie daalde van 10%8 t 217 ng Al/ml/uur/min
aan het begin van de onderzoeksperiode tot 451 * 76 ng
A;/ml/uur/min aan het eind {p<0.025). Procentueel was
de daling 36.0 = 5.2%,
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In groep 2 (perfusiedruk 114 % 1 mmHg) deed prazosine-
infusie (0.1 mg/kg/min) de doorstroming toenemen van 9.1
¥ 0.6 mi/min tot maximaal 9.6 % 0.6 ml/min na 8 minuten
(p<0.025).

De procentuele daling van de vaatweerstand was 4.7 =
1.5%. De reninesécretie steeg van 755 £ 200 ng Al/ml/
uur/min tot 920 % 42 ng Al/ml/uur/min aan het eind wvan
de perfusie (n.s.,). De procentuele stijging van de reni-

nesecretie was 52 t 30%.

In de contrble~groep (groep 3, perfusiedruk 115 * ImmHg)

was de doorstroming aan het begin van de waarnemingspe-
ricde 10.3 % 0.6 ml/min, resp. 10.0 £ 0.5 ml/min aan het
eind (n.s.).

De procentuele toename van de vaatweerstand was 1.7 ¢
0.9%. De reninesecretie daalde wvan 986 * 81 ng Al/ml/
uur/min aan het begin tot 472 = 75 ng Al/mlluur/min aan
het eind (p<{0.01). De procentuele daling van de renine-
gsecretie was 50 I 9%,

Vergelijking van de procentuele veranderingen in vaat-
weerstand na infusie wvan prazosine toont dat prazosine
in een dosis van zowel 0.01 mg/kg/min (groep 1; F 108.0;
p<0.005) als 0.1 mg/kg/min {groep 2; T 112.0; p<0.G05)
vasodilatatie veroorzaakt. De veranderingen in vaatweer-—
stand in groep 1 en 2 waren niet verschillend.

Wanneer de procentuele veranderingen in reninesecretie-
snelheid worden vergeleken dan blijkt dat prazosine in
een dosis van 0.01 mg/kg/min {groep 1) de reninesecretie
niet beiInvlcedt (F 0.4).

Echter bij infusie van prazosine 0.1 mg/kg/min {(groep 2)
blijkt de reninesecretie ten opzichte van groep 1 (F
27.7; p< 0.005%) en groep 3 (F 21.6; p<{0.005) signifi-

cant te zijn toegenomen.

Hypotherme perfusie voorafgegaan deoor normotherme

perfusie
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Uitvoering van het onderzoek

De nier werd gelszsoleerd op de in hoofdstuk 6 beschreven
manier, Gedurende de stabilisatieperiode tot 4 miruten
in de onderzoeksperiode werd de nier doorstroomd bij
37°C met de standaardperfusievlceistof . Daarna werd de
nier doorstroomd bij 32°C {met de aangepaste perfusie-
vloeistof}) (I). Na 8 minuten in de onderzoeksperiode
{(na 4 minuten hypotherme perfusie) werd de infusie van
prazosine resp. gedestilleerd water gestart. Na 12 minu-
ten hypotherme perfusie werd de temperatuur verhoogd tot
37°C en de nier doorstroomd met de standaardperfusie-
vliceistof, terwijl de infusie van prazosine resp. gedes-
tilleerd water werd gecontinueerd. Het protocol was als
volgt:

Groep l: infusie van prazosine 0.01 mg/kg/min {(groep la;
n=6) Bij de contrdle-experimenten werd gedes-
tilleerd water (pH 3.1) geinfundeerd (groep lb;
n=g) .

Groep 2: infusie van prazosine (.1 mg/kg/min (groep 2a;
n=5). Bij contr8le-experimenten werd gedestil-
leerd water (pH 3.1) geinfundeerd (groep 2b;
n=5}.

Resultaten

Greep 1 (fig. 12.7 en 12.8)

in groep la (prazosine 0.0l mg/kg/min, perfusiedruk 113
t 2 nmHg) daalde de deorstroming van 10.0 * 0.5 ml/min
tot 9.8 ¢ 0.4 ml/min na 4 minuten {n.s.). In het begin
van de hypotherme perfusie (vé8r prazosine-infusie)
daazlde de doorstroming tot 9.4 * 0.5 ml/min na 6 minuten
{(p<0.01 ten opzichte van 4 minuten). Na starten wvan de
prazosine~infusie nam de doorstroming toe van 9.6 & 0.5
ml/min (na 8 minuten) tot 10.3 +.0.5 ml/min.na 14 (p<
0.025) en 16 minuten {(p<{0.025). Procentueel daalde de
vaatweerstand na starten van de infusie 6,7 t 1.1%. Na

verhogen wvan de temperatuur daalde de doorstroming tot
9.5 £ 0.4 ml/min (p< 0.01; ten opzichte van 16 minuten).
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De reninesecretiesnelheid daalde van 1250 t 240 ng Al/
ml/uur/min na 4 minuten tot 918 2z 145 ng Al/ml/uur/min
na & wminuten (p<0.025}). Na starten van de prazosine-
infusie daalde de reninesecretie van 918 + 145 ng Al/ml/
uwur/min (na 8 minuten) tot maximazl 742 + 125 ng Al/ml/
uur/min (na 16 minuten; p<{ 0.05). Procentueel was de
daling cnder prazosine-infusie 19.8 + 8.4%. Na overscha-
keling op normotherme perfusie steeg de reninesecretie
van 742 + 125 ng Al/ml/uur/min tot 1024 % 135 ng Al/ml/
uur/min na 20 minuten (p<{0.05).

In de contréle-groep {grcep lb, perfusiedruk 112 z 1

mmHg) bleef de doorstroming tijdens normotherme perfusie
vrijwel constant 9,3 ml/min. Na verlaging van de tempe-
ratuur daalde de doorstroming tot maximaal 8.8 * 0.6
ml/min na 8 {p<0.05) en 16 minuten {p<0.05}. Procentu-
eel was de toename van de vaatweerstand tussen 8 en 16
minuten 0.3 * 0,9%,

Na omschakeling op normctherme perfusie daalde de door-
stroming tot 8.2 t 0.5 ml/min (p<{0.01, ten gpzichte van
l6é minuten).

De reninesecretle daalde door hypotherme perfusie wvan
943 £ 8% ng Al/ml/uur/min tot 804 £ 95 ng Al/ml/uur/min
na 8 minuten (p<:0.01). Maximaal nam de reninesecretie
af tot 617 * 125 ng Al/ml/uur/min na 16 minuten (p<
0.005; ten opzichte van 8 minuten). Procentueel daalde
de reninesecretie tussen 8 en 16 minuten 26 % 6%. Na
verhogen van de temperatuur steeg de reninesecretie tot
721 £ 104 ng Al/ml/uur/min (p<{ 0,05, ten opzichte van 16
minuten),

In figuur 12.8 zijn de procentuele veranderingen in
vaatweerstand en reninesecretie weergegeven na infusie
van prazosine (0.01 mg/kg/min) ten opzichte van contrb-
le-waarneningen (uitgangswaarde is de vaatweerstand en
reninesecretie na 8 minuten, tijdens hypotherme perfu-
sie}.

Infusie wvan prazosine 0,01 mg/kg/min verlaagt signifi-
cant de vaatweerstand (F 78.9; p < 0.005), terwijl de



~175-

remming van de reninesecretie door hypotherme perfusie
niet wordt beinvloed (F 0.3).

Groep 2 (fig. 12.9 t/m 12,11}

In groep 2a (prazosine 0.l mg/kg/min, perfusiedruk 112
+ 3 mmHg) nam de doorstroming tijdens normotherme perfu-
sie toe van 9.1 = 0.5 ml/min tot 9.3 * 0.5 ml/min na 4
minuten {(n.s.). Na hypotherme perfusie (voor prazosine-
infusie) nam de doorstroming toe van 9.3 * {.5 ml/min
tot 9.5 * 0.5 ml/min. {n.s.). Na starten van de prazosi-
ne-infusie steeg de doorstroming tot maximaal 16.0 % 0.5
mli/min. na 12 minuten (p<{0.01, ten opzichte van 8 minu-
ten). Procentueel was de daling van de vaatweerstand ma-
ximaal 4.8 % 0.9%. Na verhogen van de temperatuur daalde
de doorstroming tot 9.2 + 0.7 ml/min (p<0.025, ten op-
zichte van 16 minuten).

LCe reninesecretie daalde van 1033 + 107 ng Al/ml/uur/min
na 4 minuten tot 962 t+ 30 ng Al/ml/uur/min na verlaging
van de temperatuur {n.s.). Na starten van de prazosine-
infusie tijdens hypctherme perfusie, steeg de renine-
secretie tot maximaal 1134 = 137 ng Al/ml/uur/min na 16
minuten (ten opzichte van 8 minuten, p<{0.053). Procentu-
eel was de stijging 25 + 17%, Na overschakeling op nor-
motherme perfusie steeg de reninesecretie nog verder:
1693 £ 318 ng Al/ml/uur/min na 20 minuten (ten opzichte
van 16 minuten, p<{0.025).

In de contrSlile-groep (groep 2b; perfusiedruk 110 #

2rmiyg) bleef de doorstroming tijdens de 4 minuten nor-
motherme perfusie constant (9.1 * 0.3 ml/min}. Ook trad
tijdens de hypotherme perfusie geen significante veran-—
dering in de doorstroming op. Na verhoging van de tempe-
ratuur daalde de doorstroming van 8.9 * (.6 ml/min tot
8.5 + 0.3 ml/min (n.s.}). De reninesecretiesnelheid was
1414 + 137 ng Allmljuur/min na 4 minuten en daalde sig~-
nificant na 8 minuten (p<{0.01}) tijdens hypotherme per-
fusie. Tijdens infusie van gedestilleerd water daalde de
reninesecretie verder (p<{0.01 na 16 minuten). Procentu-

eel was de daling tussen 8 en 16 minuten 12 % 7,8%. Na
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omschakeling van de temperatuur tot 37°C steeg de reni-
nesecretie van 785 t 59 ng Al/ml/uur/min tot 891 * 63 ng
A, /ml/uur/min (p<{0.05).

In figuur 12.11 =zijn de procentuele veranderingen in
vaatweerstand en reninesecretie weergegeven na infusie
van prazosine ten opzichte van de contrble-waarnemingen
{(uitgangswaarde is de vaatweerstand en reninesecretie na
8 minuten tijdens hypotherme perfusie).

Infusie van prazosine 0.1 mg/kg/min verlaagt significant
de vaatweerstand (F 41.0; p<0.005}) terwijl de suppres-—
sie van de reninesecretie ten gevolge van hypotherme
perfusie wordt opgeheven (F 6.3; p<{0.025).

Beschouwing

Infusie wvan prazosine tijdens normotherme perfusie
(12.2) verocrzaakte een geringe, maar significante da-
ling van de vaatweerstand. De basale reninesecretie werd
decor infusie van prazosine niet beiInvloced.

Rangezien prazosine een selectieve al—antagonistische
stof is, kan geconcludeerd worden dat in de in situ ge=-
Iisoleerde nier nog oc-adrenerge activiteit aanwezig is.
Een andere verklaring zou kunnen zijn dat de stof een
directe vaatverwijding ontplooit zocals Constantine e.a.
{1674) als tweede werkingsmechanisme veronderstelden.
Thans wordt echter aangenomen dat het farmacologische
effect wvan prazosine uitsluitend door postsynaptische
al—blokkade wordt veroorzaakt (Caverc, 1976; Graham
e.a., 1977; Oates e.a., 1977). Intrarenale prazosine=~
infusie tijdens normotherme perfusie heeft geen stimule-
rend effect op de reninesecretie zocals Morganti e.a.
(1981} bij de mens vonden. Conclusies omtrent de invloed
van de a-receptor op de reninesecretie kunnen echter
niet uit bovenstaand onderzcek worden getrokken aange-
zien van een niet-gestimuleerde toestand wordt uitge-
gaan. Opvallend bij de contrdle-experimenten is de dis-
sociatie tussen vaatgedrag en reninesecretie: ofschoon
vasoconstrictie optreedt, wordt de reninesecretie niet
belinvloed.
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Door infusie van prazosine tijdens hypotherme perfusie
(12.3} werd aangetoond dat uw-adrenerge activiteit ook
onder deze omstandigheid aanwezig zou kunnen zijn.
Prazosine vercorzaakte een significante verlaging van de
vaatweerstand en {bij hoge dosering) een toeneming wvan
de reninesecretie. Aangezien de geperfundeerde nier in
situ gelaten is, is een thecretische mogelijkheid dat
nog adrenerge activiteit in de zenuwen aanwezig was. Op-
gemerkt dient hierbij te worden dat de rat bij het star-
ten van de hypotherme perfusie nog in leven was. Echter
ook de resultaten van hypotherme perfusie, voorafgegaan
door normotherme perfusie (12.4), wijzen in de richting
van aanwezige a-adrenerge activiteit Door de kertdurende
perfusie terwijl de rat nog in leven was, werd het re-
sultaat dus niet verocrzaakt.

Tijdens contrdle-experimenten bij 32°C (n=6} en 37°C
(n=7) werden catecholaminen {noradrenaline en adrenali-
ne) in de uitstroomviceistof bepaald. De monsters waren
afgenomen na 3 minuten in de stabilisatieperiode, als-
mede na 3 en 15 minuten in de onderzoeksperiode. De uit-
komsten waren lager dan de betrouwbaarheidsgrens van de
bepaling, zodat hieraan geen conclusies kunnen worden
cntleend.

Deoor infusie van prazosine nam de doorstroming toe, ter-
wijl hypothermie op zich reeds vascdilatatie veroorzaakt
{zie hoofdstuk 8). In huidvaten wordt onder hypotherme
ocmstandigheden een verminderde afbraak wvan de neuro-
transmitters gevonden, tesamen met een toegencmen affi-
niteit wvan de post-synaptische a-receptor en een ver-
minderde heropnane (Janssens en Vanhoutte, i978a,
1978b}. In gelsoleerde konijnenieren vonden Fonteles en
Karow (1976) een toegenomen affiniteit van de we-receptor
voor noradrenaline. Wanneer men daarbij betrekt de hoge
concentratie bindingsplaatsen voor (3H) prazosine in de
cortex van de rattenier (McPherson en Summers, 1981) is

het denkbaar dat prazosine de doorstroming doet toenemen
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door het opheffen van de door de hypothermie geInduceer-
de a-adrenerge activatie.

Het 1lijkt paradoxaal dat bij 32°C de doorstroming toege-
nomen ig ondanks de vasoconstrictie. Een (hypothetische)
verklaring van de toegenomen docrstroming bij hypotherme
perfusie is het opengaan van arterio-veneuze shunts. Om-
trent het bhestaan van dergelijke shunts bestaat geen
overeenstemming. Onderzcekingen waarbij de niervaatboom
door kleurstofinjectie of corrosie (waarbij eerst plas-
tic materiaal of synthetisch rubber wordt ingespoten)
werd onderzocht, hebben tegenstrijdige uitkomsten gege-
ven (voor overzicht zie Lijunguist, 1%63). Beide onder-
zoekstechnieken hebben als nadeel dat door het opspuiten
vaatruptuur met vorming van "pseudo-vaatjes" kan optre-
den.

Bij histologisch onderzoek van menselijke nieren zijn
arterio-veneuze anastomosen waargenomen op het niveau
van de afferente arteriocle in de juxtamedullaire cortex
(Cavalli e.a., 1981). Ook in de rattenier zijn bij elec-
tronenmicroscopisch onderzoek aanwijzingen van
"shunting” in dit gebied gevonden (Casellas en Muiesan,
1981).

Onze technische voorzieningen waren niet toereikend om
de hypothese, dat de "shunting" de doorstroming bij hy-

potherme perfusie stijgt, verder te onderbouwen,

De remming van de reninesecretie tijdens hypotherme per-
fusie blijkt op grond van bovenstaande experimenten ver-
corzaakt te kunnen worden door een suppressief werkende
verhoogde o-adrenerge activiteit. Infusie van prazosine
in hoge dosis (0.1 mg/kg/min) wvoorkomt de suppressie,
hetgeen aanduidt dat zich (onder hypotherme condities)
een ulureceptor op de juxtaglomerulaire cel zou kunnen
bevinden. Deze receptor zou een remmende invloed hebben
op de reninesecretie. In de experimenten blijkt een dis-
sociatie tussen de reactie van de reninesecretie en die
van de vaatweerstand: de vasodilatatie was bij beide do-

seringen identiek, echter alleen na infusie van 0.1 nyg
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prazosine/kg/min werd een effect op de reninesecretie
gezien (12,3 en 12.4).

Omtrent de rol van de o-receptor op de reninesecretie
bestaat geen overeenstemming. In de literatuur vindt men
het ontbreken van een invlced (Michelakis en McAllister,
1972; Johnsen e.a., 1976a) een stimulerende invlced
(Winer e.a,, 1969; Leenen e.a., 1975; Fray, 1976a; Coote
e.a., 1972; Powis e.a., 1979; Blair e.a., 1979, 1981}
en een remmende invlcoed (Vandongen en Peart, 1974;
Pettinger e.a., 1976; Strang, 1978; Graham en Pettinger,
1879; Avers e.a., 1981; Morganti e.a., 1981; Pedrinelli
e.a., 1981 ).

Wanneer er sprake is van een remmende invlced van de a-
receptor op de reninesecretie kan men zich afvragen of
deze rol vervuld wordt door de gq- dan wel de dy-recep-
tor. Strang (1878) vond in de gelscleerde rattenier een
remmende inviced van de ul~agonist phenylephrine op de
door isoproterenol gestimuleerde reninesecretie.
Anderen {(Pettinger e.a., 1976; Graham en Pettinger,

1879) zien een rol voor de (presynaptische) a,-receptor.

2
Bovenbesprcken experimenten zijn niet in tegenspraak met
de hypothese dat zich (bij hypotherme perfusie} ter

plaatse van de juxtaglomerulaire cel een o.-receptor be-

1
vindt, welke de reninesecretie kan remmen. Op grond van
onze onderzoekingen Xan geen uitspraak worden gedaan
over de vraag of deze receptor in vive de reninesecretie

bemiddelt.

In niercoupes vonden Corwin e.a. {(1982) dat na verlaging
van de temperatuur van 37°C tot 20°C oa-stimulatie
(phenylephrine) de reninesecretie remde; daarentegen had
f-stimulatie (isoproterencl) bij 20°C geen invloed.
Isoproterenol stimuleerde wel bij 37°C de reninesecre-
tie; terwijl phenylephrine geen remming vercorzaakte.
Wanneer de coupes bij 20°C gedurende 1 uur gelncubeerd
werden met de oa-agonist phenoxybenzamine en de tempera-
tuur aansluitend verhoogd werd tot 37°C, werd geen toce-
neming van de reninesecretie na toevoeging van isoprote-

renol gezien. Corwin en medewerkers veronderstelden dat
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door temperatuurverlaging B- in o-receptoren waren ver-
anderd ("interconversie"). Het onderzecek van Corwin
steunt ongze bevindingen dat hypotherme perfusie door
g¢~adrenerge stimulatie de reninesecretie zou kunnen rem-
men. Aanwijzingen dat temperatuurverlaging tot intercon-
versie van receptoren kan leiden, zijn afkomstig uit on-
derzoekingen die vooral in kikkerharten zijn verricht
{Kunos en Szentivany, 1268; Kunos e.a., 1273; Kunos en
Nickerson, 1976). In een toestand van een hoog metabo-
lisme zouden PB-~receptoren overheersen, terwijl bij een
laag metabclisme o-receptoren de overhand zouden hebben.
Op de vraag of interconversie wvan receptoren door hypo-
therme perfusie is opgetreden, kan op grond van ons on-

derzoek geen antwoord worden gegeven.
Conclusies

Uit de onderzoekingen die met gebruik van prazosine zijn
uitgevoerd in de gelscleerde nier, kan het volgende wor-
den afgeleid. In de (in situ) geisoleerde nier lijkt een
zekere mate van o-adrenerge activiteilt aanwezig, welke
tijdens normotherme perfusie de vaattonus beInvloedt,
maar geen effect heeft op de reninesecretie.

Hypotherme perfusie vercorzaakt een stijging van de
doorstroming:; infusie met prazosine doet vervolgens de
doorstroming verder toenemen.

Tijdens hypotherme perfusie dcocet zich een remming van de
reninesecretie voor, mogelijk op basis van activatie van
een a,-receptor. Deze zou te localiseren zijn in de jux-
taglomerulaire cel. Ditzelfde fenomeen wordt waargeno-
men, wanneer de rat wordt opgeofferd tijdens een periocode
van normotherme perfusie; voorafgaande aan de episode
van hypotherme perfusie. Zulks werd nagegaan om adrener-—
ge activatie van de nog levende rat ten gevolge van hy-
potherme perfusie uit te sluiten.
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SAMENVATTING G

De gelscleerde geperfundeerde rattenier is een model dat wordt
gebruikt om vraagstukken rond de secretie van renine te bestu-
deren. Een bezwaar van het gebruikte model (perfusie waarbij
geen recirculatie optreedt) was volgens literatuur en eigen
ervaring in ons laboratorium, dat zich in het wverloop van de
perfusie een duidelijke stijging van de reninesecretie kon
voordoen.

Eén van de doelstellingen van dit onderzoek was een stabieler
patroon wvan vaatgedrag en reninesecretie te bereiken. Dit
bleek mcgelijk te kunnen worden gemaakt door het aanbrengen
van een aantal technische verbeteringen. Vanuit deze situatie
werd de invlced var een aantal farmaca bestudeerd die wegens
hun vaatverwiidende werking worden gebruikt voor de bestrij-
ding van hypertensie. Het doel was, de invloed hiervan op
vaatgedrag en reninesecretie vast te leggen. Voorts werd het
effect van een niet-farmacologische prikkel (temperatuur) op
vaatgedrag en reninesecretie bestudeerd. Daarop gesuperponeerd
werd de invliced van de diverse farmaca onderzocht. Veronder-—
steld werd dat de effecten van hypothermie zowel vanuit tech-
nisch als fysioclogisch en farmacologisch oogpunt van belang

zouden kunnen zijn.

In hoofdstuk 1 wordt op de ontwikkelingsgang van het in ons
laboratorium gebruikte model ingegaan.

In hoofdstuk 2 worden de historische en praktische achtergron-
den van het in vitrc onderzoek van levend nierweefsel belicht,
in het bijzonder met betrekking tot de gelIscleerde nierperfu-
sie. Het grote voordeel van een dergelijk model 1ijkt te ziijn,
dat de mogelijkheid geboden wordt mechanismen rond de renine-
secretie te bestuderen zonder interferentie van variabelen als
de activiteit wvan het (intacte} sympathische zenuwstelsel,
veranderingen in perfusiedruk en dergelijke. Het model kan
daardoor het inzicht helpen verdiepen in de werkingsmechanis-

men van antihypertensiva.
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In hoofdstuk 3 wordt uitvoerig ingegaan op de diverse aspecten
van het renine-angiotensine systeem, met bijzondere aandacht
voor de uiteenlopende factoren die de secretie belnvlceden.

In hoofdstuk 4 wordt een overzicht gegeven van de heterogene
literatuurgegevens betreffende de invloed van temperatuurvari-
atie op verschillende aspecten van de nierfunctie, de renine-
secretie en het vaatgedrag.

In hocfdstuk 5 wordt de vraagstelling uiteengezet.

In hoofdstuk 6 wordt het gebruikte model van de gelsoleerde
rattenier nader omschreven. De belangrijkste modificaties ten
opzichte van het oorspronkelijke model (Vandongen e.a., 1973)
zijn: een constante perfusiedruk, een nauwkeurige regulatie
van de temperatuur van de perfusievioeisteof en invoering wvan
een vaste stabilisatiepericde,

In heoofdstuk 7 wordt aangetoond dat het model (tijdens normo-
therme perfusie) een nagenoeg constant niveau van de reninese-
cretie en consistent vaatgedrag toont, Toch blijken er beper-
kingen te bestaan: de interindividuele variatie maakt het
nocdzakelijk bij iedere verkenning een contrdle-reeks te ge-
bruiken, waarbij het actuele experiment en de contrble-waarne-
ming in afwisseling worden verricht,

In hoofdstuk 8 worden experimenten beschreven omtrent de in-
vlced van temperatuur op vaattonus en reninesecretie. Tempera-
tuurverlaging tot 32°C bleek de reninesecretie in statistisch
significante mate af te nemen, terwijl de doorstromingssnel-
heid ten opzichte wvan die bij 37°C niet veranderde. Aangezien
verlaging van de temperatuur de viscositeit van de perfusie-
vloeistof deed stijgen, werd een hiervocr gecorrigeerde perfu-
sievloeistof samengesteld. Deze had bij 32°C een identieke
viscositeit als bij 37°C, terwijl ionenconcentratie en osmola=
riteit vrijwel identiek waren. Bij perfusie met deze vloceistof
werd duidelijk dat hypotherme perfusie in vitro de niervaat-
weerstand doet dalen. Deze uitkomst is tegengesteld aan degene
die bij het intacte individu worden verkregen, dit wijst in de
richting van een belangrijke rol van het sympathische zenuw-
stelsel bij afkoeling van het gehele organisme.
Temperatuurverhoging tot 42°C toonde een (ten opzichte van
37°C) toegenomen doorstroming, ook na perfusie met een voor

viscositeitsveranderingen gecorrigeerde perfusievlceistof; de
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reninesecretiesnelheid was toegencmen. In hoeverre interindi-
viduele variatie mede voor dit resultaat verantwoordelijk was,
kon niet met zekerheid worden uitgesloten.

In de volgende hoofdstukken wordt de invloed van farmaca tij-
dens normotherme en hypotherme perfusie beschreven.

Hoofdstuk 9 omvat cnze experimenten met een directe vaatver-
wijder, endralazine; infusie hiervan tijdens normotherme per-
fusie gaf een daling van de vaatweerstand zonder beilnvloeding
van de reninesecretie. Geconcludeerd kan worden dat de stij-
ging van de reninesecretie tijdens behandeling met een directe
vaatverwijder niet verccrzaakt wordt door een rechtstreekse
prikkel. Vermcedelijk wordt in het intacte organisme de reni-
nesecretie gestimuleerd via B-adrenerge activatie.

Tijdens hypotherme perfusie veroorzaakte endralazine vasodila-
tatie. Bij hoge dosering werd aanvankelijk de onderdrukking
van de reninesecretie door hypothermie geneutraliseerd; bij
langer durende perfusie verschilden de resultaten echter niet
van die in de contréle-experimenten. Kortom er bestaat een
voorbijgaand effect van een hoge dosering endralazine wanneer
de reninesecretie tevoren door afkoeling is geremd.

Hoofdstuk 10 is gewijd aan de infusie van verapamil, een cal-
ciumantagonist. Tijdens normotherme perfusie veroorzaakte
verapamil een geringe daling van de vaatweerstand, zonder
hierbij de reninesecretie te beiInvloeden. Aan de verplaatsing
van het calciumion over de membraam van de juxtaglomerulaire
cel wordt een belangrijke rol toegekend biij stimulatie en sup-
pressie wvan de reninesecretie. Onder basale omstandigheden
bleek remming van de calciuminflux de reninesecretie niet te
beinvlceden, hetgeen in overeenstemming is met de resultaten
in vivo.

De suppressie van de reninesecretie tijdens hypotherme perfu-
sie blijkt niet te worden verocorzaakt door de influx van cal-
cium in de juxtaglomerulaire cel, aangezien verapamil-infusie
hierop geen invleced bleek te hebken. De vaatweerstand daalde
onder invlced van verapamil cok tijdens hypotherme perfusie in
geringe mate.

Hoofdstuk 11 handelt over de invloced van remming van het con=-
verting enzyme door captopril. De reninesecretie in de gelso-

leerde nier bleek sterk te kunnen worden gestimuleerd, wanneer
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aan de rat in de voorafgaande 14 dagen zoutarm veedsel was
verstrekt. Aan het aldus gestimuleerde preparaat werd tijdens
nermotherme perfusie captopril aangeboden. Er bleek geen enke-
ie invloed op het vaatgedrag of de reninesecretie te kunnen
worden waargenomen, Hieruit concludeerden wij, dat de geliso-
leerd geperfundeerde rattenler niet beschikt over een zodanig
effectief locaal renine angictensine systeem, dat daardoor de
vaattonus zou kunnen worden beinvlced. Voorts bestaat er onder
deze omstandigheden geen directe remming van de reninesecretie
door plaatselijke vorming van angictensine IT.

Cok werd deor infusie van captopril aangetoond, dat de remming
van de reninesecretie door hypotherme perfusie niet verocor-
zaakt wordt door intrarenale vorming van angictensine II.

In hcofdstuk 12 wordt de werking van prazosine beschreven.
Infusie van prazosine onthult dat er in de ({(in situ} geiso-
leerde rattenier tijdens normotherme perfusie een residu van
a~adrenerge activiteit aanwezig zou kunnen zijn. De reninese-—
cretie werd onder deze omstandigheden niet door prazosine be-
Iinvlced.

Tijdens hypotherme perfusie werd een remming van de reninese-
cretie waargenomen, zoals in voorgaande hoofdstukken ook be-
schreven is. Prazosine bleek in hoge dosering deze remming
cngedaan te kunnen maken. Als verklaring voor dit verschijnsel
wordt gespeculeerd dat decor hypothermie een met de juxtaglome-

rulaire cel gelieerde a,-receptor wordt geactiveerd, waardoor

de reninesecretie zou wérden cnderdrukt., Voorts blijkt dat de
door hypothermie versterkte doorstroming, na prazosine—-infusie
nog verder stijgt. Dit is mogelijk te verklaren door zan te
nemen dat zich tijdens hypotherme perfusie (door toedoen van
adrenerge vasoconstrictie?} arterio-veneuze shunts openen.
Door een acute daling van de vasoconstrictie conder invloced wvan
prazosine zou de nier als het ware de beschikking krijgen over
een dubbel circuit. Verder onderzoek ter opheldering van dit

merkwaardige verschijnsel is geboden.
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SUMMARY

The isolated perfused rat kidney constitutes an acceptable
model for studying mechanisms involved in renin secretion.
However, when single pass perfusion is employed {as in our
laboratory} a major disadvantage is a marked increase in renin
secretion during the perfusion. Therefore the first purpose of
this study was to modify the model in order to establish a
stable pattern of renin secretion. Subseguently we studied
the effect of several vasodilating drugs on vascular tone and
renin secretiocn in the isclated rat kidney. A substantial part
of this thesis deals with the effect of temperature on vascu-
lar tone and renin secretion. During hypothermic perfusion the
effects of vasodilating drugs were studied to elucidate the
mechanism by which hypothermia modulates vascular tone and
renin secretion in our preparation.

Following the introduction (in chapter 1), +the technigque of
kidney perfusion 1is discussed in chapter 2, The major
advantage of the present technique is the possibility <o
study mechanisms involved in renin secreticn, without inter-
ference of complicating factors such as an intact sympathetic
nervous system of uncontrollable changes in perfusion
pressure.

Chapter 3 has been devoted toc a general discussion of the
renin-angiotensin system with special reference to the
muitiple factors which control the secreticon of renin.

Chapter 4 deals with the scattered knowledge concerning the
effect of temperature on kidney function, renin secretion and
vascular bkehaviour. Subsequently the purpose of this study
(chapter 5) and the model we used (chapter 6} are described
in more detail. Major modifications of the original model
are: a constant perfusion pressure, precise regulation of
perfusion fluid temperature and the introduction of a fixed
stabilization period.

As shown in chapter 7 we succeeded in our efforts to obtain a
more stable model (nearly constant renin secretion and

profile of wvascular tone). Despite this, the limitations of
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the technique are also shown: the presence of large interindi-
vidual variation necessitates the performance of many control
studies.

Chapter 8 deals with the effect of temperature on vascular
tone and renin secreticon. Lowering the temperature to 32°C
decreased renin secreticon rate {(as compared to that at 37°C)
without affecting renal wvascular resistance. However reducing
the temperature of the perfusion with this modified fluid led
to a decrease in renal vascular resistance during hypothermia,
again with suppression of renin secretion. These results
contrast to the response of the renal circulation to external
cooling and indicate that in the intact organism the sympa-
thetic nervous system may play an overriding role in the
regulation of renal vascular tone, Elevation of the tempera-
ture to 42°C induced a decrease of renal vascular resistance
and an increase o0f renin secretion; in this case after
perfusicon with a modified perfusion fluid the same pattern
was observed. However, 1t was not possible to rule out
interindividual variation contributing to this result.

The next chapters deal with the effects of vasodilating drugs
during normothermic and hypothermic perfusion.

In chapter 9 the experiments with a new direct vasodilator,
endralazine, are described. Infusion of +this drug during
normothermic perfusion induced vasodilation withcut affecting
renin secretion. This indicates that in the intact organism
the increase in renin, during treatment with this drug is not
due to a local effect on the kidney.

During hypothermic perfusion endralazine also caused wvasodi-
lation. At a high dose, endralazine transiently inhibited
suppression of renin secretion during hypothermia; however,
with prolonged perfusion similar results were obtained as
during control studies. A transiently stimulating effect of
high dose endralazine, overruled by the influence of hypo-
thermia during prolonged perfusion, seems +to be the most
logical explanation for these results.

Chapter 10 deals with the effects of verapamil infusion.
During normothermic perfusion a weak vasodilation was ob-
served, without alterations in renin secretion rate. Inhibi-

tion of calcium influx into the juxtaglomerular cell did not
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affect renin secretion rate, as is consistent with results
obtained in the intact organism. During hypothermic perfusion
verazpamil infusion did not affect renin secretion rate. Thus,
suppression of renin secretion during hypothermic perfusion
could not ke attributed to an influx of calcium in the
juxtaglomerular cells.

Chapter 11 describes the results of converting enzyme inhibi-
tion with captopril on wvascular tone and renin secretion.
This study was performed in rats maintained on a low sodium
diet for two weeks. The diet in itself caused a marked
increase in renin secretion rate when compared to that in
rats on a liberal diet. However, infusion of captopril in
this "stimulated" preparation did not affect vascular tone or
renin secretion. From this we concluded that in the isclated
perfused rat kidney vascular tone is not dependent on a local
renin-angictensin system. Furthermore suppression of renin
secretion by hypothermic perfusion did not appear tc bke
caused by intrarenal angiotensin II formatiocn.

In chapter 12 the results of prazosin infusiecn are discussed.
Because infusion of this drug during normothermic perfusion
caused wvasodilation, residual ulwadrenergic activity in the
isolated rat kidney is supposed to be present. Renin secre-
tion, on the contrary, was nct influenced by prazosin infu-
sion,

During hypothermic perfusion, infusion of a high dose of
prazosin caused an increase in renin secretion. This observa-
tion may shed some light on the mechanism by which hypothermia
suppresses renin secretion: it may be speculated that this

invelves activation of an o,-receptor on the Jjuxtaglomerular

cell. Flow rate, which was:1 already increased during hypo-
thermic perfusion, rose further during administration of
prazosin. It may be speculated that hypothermia causes
arteriovenous shunts to open up concurrently with cortical
artericolar vasoconstriction which i1s due to a-adrenergic
stimulation. By acutely abolishing the adrenergic mediated
cortical vasoconstriction, a further increase in flow during
infusion of prazosin could then be stablished.

The overall impression gained from these studies is, that

thermal manipulation of the isolated rat kidney widens the
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spectrum cof possibilities to test the mechanism of action of

certain hypotensive drugs.
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NAWOORD

Gaarne dank ik aan het eind van dit proefschrift allen die
door hun medewerking het totstandkomen mede hebben megelijk
gemaakt.

Dr. P.W. de Leeuw ben ik zeer erkentelijk voor zijn begelei-
ding. Het was een voorrecht te mogen putten uit zijn schier
onbegrensde wetenschappelijke kennis. Zijn inspirerende lei-
ding waarborgde de voortgang van dit onderzoek en zijn bijdra-
ge aan dit proefschrift wvalt niet in enkele woorden aan te
geven.

Prof. dr. W.H. Birkenhdger, mijn opleider en promctor, dank ik
voor het stimuleren van het onderzoek en de kritische beococrde-—
ling van het resultaat.

Prof, dr. P.R., Saxena en Prof. dr. P.A. van Zwieten gaven mij
waardevolle adviezen.

De experimenten werden aanvankelijk {in de moeizame aanloop-
fase) uitgevoerd in samenwerking met Paul van Es, waarna met
Michel Schuitemaker de verdere onderzoekingen konden worden
verricht. Zij verrichtten ock de grote hoeveelheid renine-be-
palingen., Leo Huynen zorgde voor een constante aanvoer van
proefdieren. Het enthousiasme van Paul, Michel en Leo, alsmede
de prettige samenwerking, waren voor de voortgang van het on-
derzoek van onschatbare waarde.

De medewerking van de analisten van het klinisch-chemisch la-
boratorium wordt zeer gewaardeerd.

Drs. J.A.J. Spaas, patholoog-anatoom, was bereid een aantal
nieren te beocrdelen,

De heer A, v.d., Wiel {medisch-electronische dienst Sophia
Kinderziekenhuis) construeerde en reviseerde de verwarmingsap-
paratuur, cnontbeerlijk voor dit onderzoek.

De medewerkers van de medische bibliotheek, onder leiding wvan
Mevr. I. v.d. Bergh-Snoek, ben ik erkentelijk wvoor hun hulp
bij het wverzamelen van de literatuur. Mevr. v.d. Bergh stelde
op een deskundige manier de literatuurlijst samen, waarvoor

mijn dank.
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Carl Hubers wvan Assenraad verzorgde de talrijke illustraties
van dit proefschrift.

Na het uitvallen van Ina wegens ziekte nam Irene Drost-Planqué
het typewerk met voortvarendheid ter hand.

Ellen v.d, Wijgert verzorgde op een vakkundige manier de
uiteindelijke tekstverwerking,

Alle collegae en analisten wvan de hypertensiegroep dank ik
voor hun medewerking.

Ook allen, hier niet genoemd, die hebben bijgedragen aan het
totstandkomen van dit proefschrift wil ik hartelijk danken.
Het schrijven van dit proefschrift in combinatie met mifn
dagelijkse werkzaamheden was slechts mogelijk door de steun

en het begrip van Ina.
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CURRICULUM VITHAHE

De schrijver wvan dit proefschrift werd in 1953 te Dordrecht
geboren. Hij volgde de opleiding H.B.S.-B., aan het Christelijk
Lyceum te Almelc. In september 1970 begon zijn medische studie
te Rotterdam en op 1% november 1976 werd aan de EBrasmus Uni-
versiteit het artsdiploma behaald.

Van maart 1977 tot mei 1978 werd de militaire dienstplicht
vervuld op de afdeling radiclogie van het Militair Hospitaal
Dr. A. Mathijssen te Utrecht {hoofden: Drs. A. v.d. Beek en
Dr. J.M.H. Blom}). In het Xkader van ziin opleiding tot inter-
nist was hij van mei 1978 tot november 1578 werkzaam op de
afdeling interne geneeskunde van de Dr. DaniZl den Hoedkliniek
te Rotterdam (hoofd destijds: Drs. R.E. Treurniet), waarna de
opleiding werd voortgezet in het Zuiderziekenhuis te Rotterdam
onder leiding wvan Preof. dr. W.H. Birkenh#ger. Op 1 november
1982 volgde inschrijving in het specialistenregister.

Thans is de promovendus werkzaam op de afdeling interne ge-

neeskunde van het Zuiderziekenhuis als chef de peoliclinique.
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