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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

1.1.1 Physiologische Grundlagen des RAA-Systems

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist ein zentraler Regulationsmechanismus des
Elektrolyt- und Wasserhaushaltes des Korpers. Es ist ein hormonelles System, dessen
Aktivierung durch die Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomeruldren Apparat der Niere
erfolgt. Renin ist eine Protease und spaltet aus dem in der Leber synthetisierten und ins
Plasma freigesetzten Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | ab. Angiotensin | wird
durch das Angiotensin-Konversionsenzym (,,angiotensin-converting enzyme*, ACE), das vor
allem an der luminalen Oberfldche des Endothels, zum Beispiel in der Lunge lokalisiert ist, in
das stark vasokonstiktorisch wirksame Oktapeptid Angiotensin Il umgewandelt. Angiotensin
I kann durch eine Reihe von Mechanismen die Homgostase des Kreislaufs beeinflussen und
zu einer Erhéhung des Blutdrucks flhren. So steigert Angiotensin Il den systemischen
Blutdruck durch seine verengende Wirkung auf die Arteriolen. Es erniedrigt des weiteren den
renalen Blutfluss und damit die glomeruldre Filtrationsrate, vermutlich (ber die

vasokonstringierende Wirkung auf die Arteriolen der Niere, ¢
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems.
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Einleitung 1

Angiotensin Il wird von Angiotensinasen durch die Abspaltung einer weiteren Aminosaure zu
dem unwirksamen Angiotensin |1l abgebaut. Die Halbwertszeit von Angiotensin Il im Blut

liegt bei ca. einer Minute. %

Die Freisetzung von Renin aus den granulierten Zellen des juxtaglomerularen Apparates der
Niere ist Voraussetzung fir die Bildung von Angiotensin Il im Plasma. Jede Form der renalen
Minderdurchblutung, gleichgltig ob sie auf einer systemischen Blutdrucksenkung oder lo-
kalen vasokonstriktorischen Reaktionen bzw. pathologischen Veranderungen der Nierenge-
faRe beruht, 16st eine vermehrte Reninfreisetzung aus den granulierten Zellen des juxtaglome-
ruldaren Apparates der Niere aus. Auch ein Mangel an NaCl im Gesamtorganismus steigert
Uber einen noch nicht genau bekannten Mechanismus die Freisetzung von Renin. Eine gestei-
gerte Aktivitat der sympathischen Nierennerven, wie sie als Folge einer verminderten Erre-
gung der Vorhofrezeptoren und arteriellen Pressorezeptoren bei Abnahme des intravasalen
Volumens auftritt, fihrt ebenfalls zu einer Erhéhung der Reninfreisetzung. Diese Sekretion ist

B-Adrenozeptor vermittelt. “*°"

Angiotensin Il ist neben seiner vasokonstriktorischen Wirkung ein starker Stimulator der Al-
dosteronsekretion. Bei einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems nimmt daher auch
die Aldosteronkonzentration im Blut zu. Wegen dieser engen Verknupfung werden die drei
Substanzen oft auch als Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zusammengefasst.

Aldosteron steigert die tubuldre Resorption von Na* und H,O sowie die K'- und H'-
Sekretion und erhoht auf diese Weise den Natrium- und extrazelluldren Flissigkeitsbestand
des Korpers. Zugleich verstarkt Aldosteron die Erregbarkeit der glatten GefaBmuskulatur
gegenlber konstriktorischen Reizen und unterstiitzt somit die blutdrucksteigernde Wirkung

von Angiotensin 11, 45:61:62

Uber die Erhéhung der Sekretion von Antidiuretischem Hormon (ADH) im Hypothalamus
bewirkt Angiotensin Il eine Steigerung des Durstgefuhls und Appetites auf NaCl.
Uber einen riickkoppelnden Mechanismus hemmt Angiotensin 11 die Ausschiittung von Renin

in den juxtaglomerularen Zellen der Niere. ¢V

Zusétzlich zu diesem globalen Renin-Angiotensin-System gibt es in vielen Organen (z.B. Ge-
hirn, Hoden, Herz) ein lokales Renin-Angiotensin-System, das alle notwendigen Komponen-

ten zur Synthese von Angiotensin Il enthélt (extrarenales System). Die Bedeutung dieses
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1 Einleitung

Systems ist noch nicht vollstandig geklart. Untersuchungen stiitzen jedoch die Hypothese,
dass dieses lokale System zum Beispiel eine pathogenetische Rolle bei der Entstehung be-

stimmter Hochdruckformen spielt. ¢V

1.1.2 Reninsynthese in Zellen des juxtaglomeruldren Apparates

Das Reningen ist sowohl bei Ratten und Mé&usen als auch beim Menschen auf Chromosom 1
lokalisiert. Bei Ratten besteht das Renin-Gen aus 9 Exons und 8 Introns, wahrend beim
Menschen ein zusétzliches Miniexon (Exon Va), das nur fur drei Aminosduren codiert,
existiert. @

Das Gen wird transkribiert, die mMRNA prozessiert und letztendlich ins Protein Pre-Pro-Renin
mit 401 Aminosduren translatiert. Pre-Pro-Renin wird ins Endoplasmatische Retikulum Gber-
fihrt, in welchem 20 Aminosauren abgespalten werden, so dass Pro-Renin entsteht. Das inak-
tive Pro-Renin wird entweder kontinuierlich ins Blutsystem abgegeben oder in sekretorischen
Vesikeln des Golgi-Apparates gespeichert. Pro-Renin wird durch Entfernen einer - aus 46
Aminosauren bestehenden - Prosequenz am N-terminalen Ende in aktives Renin
umgewandelt.

Der genaue Mechanismus durch den die Prosequenz von Pro-Renin entfernt wird, ist noch
nicht bekannt. Da Cathepsin B in den sekretorischen Vesikeln vorkommt, © gibt es die
Vermutung, dass diese Protease an der Prozessierung von Renin beteiligt ist. © Es existieren

(50)

aber auch Hinweise, dass Kallikreine und Proprotein-Konvertase PC5 an der

Prozessierung beteiligt sind.

1.1.3 Reninsekretion

Die Reninfreisetzung aus den reninbildenden juxtaglomeruldren Zellen erfolgt durch
regulierte Exozytose.

Hinweise auf Exozytose als Sekretionsmechanismus gab es in in vitro Versuchen, die zeigten,
dass Renin nicht kontinuierlich in die afferenten Arteriolen abgeben wird, sondern in

quantenartigen Einheiten. %
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Einleitung 1

In vivo Versuche haben gezeigt, dass bei Stimulation die Anzahl der Renin speichernden Ve-
sikel abnimmt, wahrend die GroRe der verbleibenden Vesikel unverandert bleibt. ®? Es
handelt sich um einen ,,alles oder nichts* — Typ von Exozytose, bei der die Vesikel mit der
Zellmembran verschmelzen, 9%

Auch elektrophysiologische Untersuchungsmethoden sprechen fiir die Exozytose als Weg der
Reninabgabe in den Kreislauf. ¥

Es gibt eine kontinuierliche Exozytose von Pro-Renin, die hauptséchlich von der aktuellen
Syntheserate abhéngig ist, sowie eine Freisetzung von aktivem Renin aus den sekretorischen
Vesikeln. Diese Freisetzung von aktivem Renin ist ein sehr schnell ablaufender Prozess, der
unter Kontrolle mehrerer intrarenaler und systemischer Faktoren steht. Bei der Regulation, ob
Pro-Renin direkt systemisch freigesetzt wird oder gespeichert wird, ist die Glykosilierung

Pro-Renins an Mannose-6-Phosphatreste ein wichtiger Regulationsmechanismus. ©%©

Wie die Fusion der Speichervesikel mit der Zellmembran funktioniert, ist bis jetzt nur
unvollstandig verstanden. Wichtig scheint dabei vor allem die Rolle des Ca2" zu sein.
Bisherige Studien gaben Hinweise dafir, dass einerseits die Schwellung der Speichervesikel,

andererseits das Zytoskelett der JG-Zellen die bedeutendsten Rollen spielen. %29

Ahnlich wie bei anderen exokrinen Zellen scheint die Schwellung der Speichervesikel der

zentrale Mechanismus im Rahmen der Exozytose zu sein. >0

Erniedrigung der
extravesikalen Osmolaritat fihrt zu einer Schwellung der Speichervesikel und zu einer
Zunahme der Fusionen von Zellmembran und Speichervesikel. Es wird vermutet, dass das
Vesikelvolumen, nicht das Zellvolumen, den Reiz fir die Exozytose darstellt. Darauf deuten
Studien an isolierten Reninvesikeln hin. ¢¥

Funktionelle Studien geben Hinweise, dass das Vesikelvolumen chemoosmotischer Kontrolle
unterliegt und dass eine H *-Pumpe und ein KCI-H" Austauscher die Hauptkomponenten sind,
welche die Vesikelschwellung regulieren. ®®

Die Reninspeichervesikel enthalten neben Renin lysosomale Enzyme. Sie haben autophago-
zytotische Kapazitat und einen pH von ungefahr 5,5 &hnlich dem von Lysosomen. Der nied-
rige pH wird hauptsachlich durch die H*-ATPase bewirkt, der KCI-H* Austauscher nutzt
diesen Protonengradienten aus und bewirkt somit einen KCI Einstrom in die Vesikel. Der mit
dem KCI gekoppelte Wassereinstrom in die Vesikel bewirkt die eigentliche Schwellung der

Vesikel. @
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1 Einleitung

Wahrscheinlich wird die Exozytose neben dem Mechanismus der Vesikelschwellung auch
durch das Zytoskelett der JG-Zelle reguliert.

Juxtaglomeruldre Zellen entspringen den selben Vorlauferzellen wie glatter Muskelzellen.
Trotz lhrer Spezialisierung enthalten sie Aktin- und Myosinfilamente. ¢

Abhangig vom Kontraktionszustand der Filamente kdnnen die Reninvesikel Kontakt mit der
Zellmembran bekommen. Dabei verhindert eine Kontraktion der Filamente die Fusion der
Vesikelmembran mit der Zellmembran. %

Eine Zerstérung von Aktin- und Myosinfilamenten in JG-Zellen der Maus zeigt eine
Zunahme der Exozytoserate. “® Wahrend eine Ca®" induzierte Kontraktion die

Reninsekretion zu hemmen scheint. ¢30

1.1.4 Intrazelluldre Kontrolle der Reninsekretion

Wie bei anderen sekretorischen Zellen gibt es auch in JG-Zellen verschiedene intrazellulére
Signalkaskaden und ,second messenger, wie cAMP, cGMP und Ca®, welche die
Reninausschuttung regulieren. Dabei sind nach dem heutigen Stand der Dinge cAMP der
potenteste Stimulator der Reninsekretion, Ca2* die wichtigste inhibierende Substanz, wihrend

die Rolle von cGMP sowohl stimulierend als auch inhibierend sein kann.

1.1.4.1 Intrazelluldre cAMP Kaskade

Von allen ,,second messenger sind die Effekte von cCAMP auf das Renin-Angiotensin-System
am besten erforscht.

Eine direkte Steigerung des intrazellularen cAMP-Spiegels bewirkt auch eine Steigerung der
Reninsekretion. Das direkte Einbringen von cAMP mittels Patch-Pipette fihrt zu einer
nachweisharen Stimulation der Exozytosevorgange. %

Der zytoplasmatische cAMP-Spiegel kann einerseits durch einen Aufbau von cAMP mittels
Adenylatzyklase, andererseits durch die Hemmung des Abbaus von cAMP mittels

Phosphodiesterasen erhoht werden.

15



Einleitung 1

Eine nicht Rezeptor vermittelte Steigerung der Aktivitat des Enzyms Adenylatzyklase stimu-
liert die Reninsekretion. Das als direkter Aktivator der Adenylatzyklase bekannte Diterpen
Forskolin, erhéht den cAMP-Spiegel in JG-Zellen und flhrt zu einer signifikanten Steigerung
der Reninausschiittung. “®

Hormone, die den intrazellularen cAMP Spiegel nachweislich anheben, stimulieren auch die
Reninsekretion. Die meisten Daten existieren dabei tber den B-Adrenozeptor, einem G-
Protein gekoppelten Rezeptor, der die Adenylatzyklasen stimuliert. Pharmakologische Stimu-
lation des B-Adrenozeptors in vivo steigert die Reninausschuttung, wéhrend seine Blockade
den gegenteiligen Effekt zeigt. “®4 Auch die Steigerung der Reninsekretion tiber Stimulation
des renalen Nervensystems scheint B-Adrenozeptor vermittelt zu sein. ©V

Andere Metabolite, die bekanntermaBen die Adenylatzyklase zu stimulieren, wie Prosta-
zyklin, Prostaglandin E2, Dopamin oder Glukagon stimulieren ebenfalls die Reninausschiit-
tung. (50;54;57)

Eine Hemmung der Adenylatzyklase bewirkt einen Rickgang der Reninsekretion, auch unter
einer Vorstimulation mit Isoproterenol oder Prostazyklin. ®® Dieser Effekt wurde in neueren
Arbeiten fir Ca2" nachgewiesen. ?” Ca?" inhibierte die Adenylatzyklasen AC5 und ACS6, und
konnte auf diesem Weg die Reninausschittung vermindern. Dieser Effekt konnte durch die

Zugabe von Membrangéngigen cCAMP-Derivaten aufgehoben werden. @)

Die zytosolische Konzentration von cAMP wird neben dem Aufbau mittels Adenylatzyklase
auch durch die Hydrolyse zu 5’-AMP mittels cAMP-Phosphodiesterase (PDE) katalysiert. ¥
Es wurde beobachtet, dass nichtselektive Hemmung der Phosphodiesteraseaktivitdt zum
Beispiel durch Xanthinderivate, wie Isomethybutyl Xanthin oder Theophyllin die
Reninabgabe stimuliert. Die bedeutende Rolle der PDE bei der Regulation des cCAMP-Spie-
gels in der Zelle wurde durch spezifische Blockade der verschiedenen PDE Isoformen deut-
lich. Hauptsachlich die PDE-3 und PDE-4 sind an der Regulation des cAMP Spiegels in JG-
Zellen beteiligt. ©*® Selektive Hemmung von PDE-3 und PDE-4 stimuliert stark die
Ausschiittung von Renin aus JG-Zellen. "

Waéhrend noch kein Regulationsmechanismus von PDE-4 bekannt ist, wird PDE-3 (ber
CGMP reguliert. Eine Zunahme von cGMP flhrt zu einer Hemmung von PDE-3 und damit zu

einer Steigerung von cAMP, was zu einer vermehrten Reninsekretion fihrt. 567

Auch wenn allgemein akzeptiert wird, dass CAMP ein potenter Stimulator der Reninsekretion
ist, kennt man den genauen Mechanismus der Stimulation der Reninabgabe uber die

16



1 Einleitung

Exozytose von Vesikeln mittels cCAMP nicht. Forschungsschwerpunkte sind dabei die Rolle

von Proteinkinase A und zu der These, dass der Effekt indirekt iber Ca2* vermittelt wird.

Eine Hypothese besagt, dass der Effekt von CAMP Uber die Aktivitdtszunahme von Proteinki-
nase A, wie in anderen Zelltypen, vermittelt wird. Dieser Ansatz wird dadurch gestéarkt, dass
in isoliert perfundierten Rattennieren und bei isolierten JG-Zellen die Blockade von Protein-
kinase A die cCAMP getriggerte Stimulation der Reninsekretion unterdriickt. €&

Eine mogliche Erklarung wie Proteinkinase A die Fusion von Speichervesikeln und Zell-
membran beeinflussen koénnte, ist Uber den Kontraktionszustand der Aktin-Myosinfilamente.
Es ist bekannt, dass CAMP zu einer Erschlaffung von glatten Muskelzellen fihrt, und zwar
uber eine Phosphorylierung von leichten Myosinketten, was bei JG-Zellen zu einer gesteiger-
ten Reninsekretion filhren wiirde. %

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass CAMP die Vesikelschwellung tber Proteinkinase
A vermittelte Aktivierung von H*-Pumpen beeinflusst. Auch das wiirde zu einer erhéhten

Rate von Verschmelzungsvorgangen zwischen Speichervesikeln und der Zellmembran fiihren.

Weiterhin konnte die Stimulation der Reninausschittung mittels cCAMP indirekt Gber eine
Erniedrigung der zytoplasmatischen Ca?* Konzentration vermittelt sein. Diese These wird
dadurch gestiitzt, dass cAMP in JG-Zellen die Freisetzung von Ca®* aus intrazellularen Spei-
cher hemmt, und dass Adenylatzyklase die Permeabilitat der Plasmamembran fiir Ca** herab-
setzt. 3449

Diese These wird indirekt dadurch gestiitzt, dass die cAMP vermittelte Stimulation der
Reninausschiittung durch eine Erhdhung der zytoplasmatischen Ca®* Konzentration abge-
schwécht wird, zum Beispiel durch Angiotensin I1.

Gegen diese These spricht allerdings, dass eine Verminderung der intrazellularen Ca?’-
Konzentration zwar die Reninsekretion erhoht, die Stimulierbarkeit durch cAMP unter diesen

Umsténden aber nicht reduziert sondern sogar verstarkt ist.
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Einleitung 1

1.1.4.2 Regulation der Reninausschiittung durch Kalzium (Ca?*)

Wahrend cAMP der Hauptstimulator fur die Reninsekretion ist, scheint das nicht proteinge-
bundene zytosolische Ca®* der wesentliche inhibitorische Faktor der Reninsekretion zu sein.
Im Gegensatz zu anderen exokrinen Zellen, bei denen Ca2* die Hormonausschiittung steigert,
hemmt Ca?* die Exozytose von Renin, was auch als ,,Calcium-Paradoxon* der Reninabgabe
bezeichnet wird.

Das momentane Wissen (iber die Effekte intrazelluldren Ca®* ist durch Untersuchungen, die
indirekt die zytoplasmatische Ca®* Konzentration beeinflussen entstanden.

Es wurde mehrfach gezeigt, dass klassische Vasokonstriktoren wie Angiotensin Il oder Va-
sopressin, die auch die Ca2" Konzentration in glatten Muskelzellen erhéhen, starke Inhibitoren

(75:7630:99)  Djeser Effekt der Vasokonstriktoren ist vom

der Reninsekretion sind.
Vorhandensein extrazelluldren Ca2" abhingig. SchlieBlich wurde auch ein direkter Ca2*
Einstrom in die Zelle als eine Wirkung von - die Reninsekretion hemmenden - Hormonen wie
Angiotensin Il und Vasopressin nachgewiesen. Aufgrund dieser Forschungsergebnisse ist es
naheliegend, dass die Erhohung des zytoplasmatischen Ca?" Spiegels fir den Effekt der
Hemmung des Renin-Angiotensin-Systems verantwortlich ist. “%%)

Neben der Manipulation der intrazelluldren Ca?" Konzentration mittels Hormonen, wurde
auch der Einfluss der extrazellularen Ca2" Konzentration eingehend untersucht. Eine Ernied-
rigung des extrazellularen Ca2" Spiegels erhoht die Reninausschiittung, wahrend durch eine
zusatzliche Infusion von Ca2" bei in vivo Versuchen die Reninausschiittung gehemmt werden
kann. ®Y Man nimmt an, dass ursachlich hierfir eine Ca2" Verschiebung von intrazytoplasma-
tisch nach extrazellular und umgekehrt ist. %%

Neuere Arbeiten konnten einen Zusammenhang zwischen der Erhdhung des intrazelluléaren
Ca2" Spiegels und einer Erniedrigung des cAMP Spiegels finden. ®” Dafiir wurden die Ca2*

abhangigen Adenylatzyklasen AC5 und AC6 verantwortlich gemacht.

Wahrend der Einfluss des Ca2” auf die Reninausschiittung mittlerweile unbestritten ist, gibt es
noch intensive Forschung tber die Art des Ca2" Einstroms in die Zelle und die Ausschleusung
von Ca2" aus der Zelle. Ein Ca2"-Einstrom kann entweder aus dem Extrazellularraum oder aus

intrazelluldren Speichern erfolgen.
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Lange Zeit erschien die Forschung beziiglich des Ca2" Einstroms aus dem Extrazellularraum
mittels L-Typ Ca?’-Kanalen am vielversprechensten, ihre Rolle ist trotz vieler Studien aber
immer noch umstritten.

Da die JG-Zellen transformierte glatte Muskulatur darstellen und in glatten Muskelzellen
spannungsabhingige L-Typ Ca2'-Kandle fiir die Kontraktion hauptverantwortlich sind, nahm
man an, dass diese Kanéle auch bei der Reninsekretion in juxtaglomeruléren Zellen eine Rolle
spielen. Es gibt einige Versuche, die indirekte Hinweise auf eine Rolle der Kandle geben. So
stimulieren L-Typ Ca**-Kanalblocker die Reninsekretion und eine pharmakologische Offnung
der Kanale bewirkt eine Hemmung der Reninausschiittung. ®

Andere Studien zeigen keinen Einfluss der Blockade der L-Typ Ca?'-Kanile auf die
Reninausschittung. Direkte Untersuchungsmethoden, zum Beispiel elektrophysiologischen
Methoden, ergaben ebenfalls keinen Beweis fur einen Einfluss der Kanéle auf die Renin-
sekretion. 48182

Eine mogliche Erklarung fir die Beeinflussung der Reninsekretion durch L-Typ Ca?'-Kanal
Modulatoren ist ein direkter Einfluss dieser Stoffe auf die Reninausschiittung. ©

Einfluss auf die Reninsekretion scheint hingegen der Einstrom von Ca?* iiber Calcium abhin-
gigen Ca2*-Kanidlen (CRAC) zu haben. Solch ein Ca2" Einstrom iiber CRAC entsteht zum
Beispiel durch die Leerung der intrazellularen Speicher mittels Thapsigargin, das die sar-
koendoplasmatische Ca2"-ATPase hemmt. ©®® Es fuhrt zu einer starken Hemmung der
Reninausschuttung, und schwécht den stimulierenden Effekt von B-Adrenozeptoragonisten ab
bzw. hebt ihn auf. Erniedrigung der extrazelluldren Ca2* Konzentration hemmt nahezu sofort
diesen Effekt von Thapsigargin, so dass der Effekt sehr wahrscheinlich iber den Einstrom des

extrazellularen Ca2* zu Stande kommt, ¢4

Neben dem Ca2?" Einstrom aus dem Extrazellularraum kann Ca2" auch aus intrazellularen
Speichern, vor allem mittels Inositoltriphosphat (IPs), ausgeschittet werden. Ca2" Freisetzung
aus intrazelluldren Speichen scheint einen wesentlichen Einfluss auf die Reninsekretion zu
haben. So steigert 8-N,N-diethylaminodioctyl-3,4,5-trimethoxybenzoate durch eine Hem-
mung der intrazelluldren Ca2* Freisetzung die basale Reninfreisetzung an der isoliert perfun-
dierten Rattenniere. ®¥® Des weiteren bewirkt eine Anschaltung der Phospholipase C mittels
Angiotensin 11, vermutlich durch das Entstehen von IP; als ,second messenger”, eine
Hemmung der Reninausschittung. Blockade von intrazellularer Ca2" Ausschittung mittels
TMB-8 schwacht den Effekt von Angiotensin 11 merklich ab. ©¢%€®)
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Unklar ist, in wie weit das ausgeschiittete Ca2" direkt die Reninfreisetzung hemmt oder ob die
intrazellulare Freisetzung von Ca2" vorwiegend ber die Aktivierung Calcium abhangigen

Ca2*-Kandlen wirkt.

Die intrazellulire Ca2" Konzentration ist nicht nur von dem Ca2" Einstrom aus dem Extrazel-
luldrraum oder den intrazelluldren Ca?*-Speichern abhingig sondern auch von der Ca2" Aus-
schleusung aus dem Zytosol. Normalerweise geschieht diese Ausschleusung mittels der Ca?"-
ATPase, die das Calcium aktiv in den Extrazellularraum oder in die intrazelluldren Speicher
transportiert und Gber einen Na*/Ca?'-Austauscher der den Na® Gradienten nutzt, um Ca2" in
den Extrazellularraum zu transportieren. Neben den Untersuchungen Uber die
zytoplasmatischen Ca2*-ATPase mit Thapsigargin, beeinflussen auch unselektive Blocker des
Na*/Ca2*-Austauscher wie Vanadate die intrazellulare Ca?* Konzentration.

Im Gegensatz zu der klaren Studienlage (iber die Ca2*-ATPase, gibt es verschiedene Ergeb-
nisse bei den Studien iiber den Na'/Ca2'-Austauscher. Der Austauscher wird maRgeblich
durch den Na" Gradienten angetrieben. Sowohl eine Blockade der Na'/K*-ATPase, die den
Na'-Gradienten erniedrigt, als auch eine direkte Erniedrigung der extrazelluldren Na* Kon-
zentration, vermindert eine Ca2" Elimination und fiihrt zu einem zytosolischen Ca2" Anstieg.
®0 Wahrend eine Blockade der Na'/K'-ATPase die Reninsekretion abschwacht, hat die
Erniedrigung des extrazelluldren Na® Gradienten keinen signifikanten Einfluss auf die
Reninausschiittung. ®° Das spricht gegen eine wichtige Rolle des Na*/Ca2*-Austauschers bei
der Regulation der Reninsekretion. Da beide oben genannte Methoden sehr unspezifisch sind,
wurde ein selektiver Blocker des Na‘/Ca2"-Austauschers (KB-R7943) an der isoliert perfun-
dierten Rattenniere untersucht. Wé&hrend KB-R7943 den GefalRwiederstand stark erhoht, hat
er keinen entscheidenden Einfluss auf die Reninsekretion. ®*°” Dies unterstreicht die These

der geringen Bedeutung des Tauschers fir die Reninsekretion.

Zusammenfassend gibt es keine begrindbaren Zweifel an der Hemmung der Reninkonzentra-
tion durch den zytoplasmatischen Ca2*-Spiegel. Sowohl der Ca?'-Einstrom aus dem Extra-
zelluldrraum als auch die Ca2* Freisetzung aus den intrazelluliren Speichern scheinen die Re-
ninausschittung zu regulieren. Daneben scheint auch noch der Ca?*-ATPase eine Rolle bei

der Regulation der Reninausschiittung zuzukommen. 60
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1.1.4.3 Einfluss von cGMP auf die Reninsekretion

Im Gegensatz zu cCAMP, das die Reninausschiittung stimuliert und Ca**, das die Reninsekre-
tion hemmt, weist cGMP sowohl einen hemmenden als auch einen stimulierenden Effekt auf.
Dieser duale Effekt hat zu kontroversen Diskussionen uber die Rolle von cGMP bei der Re-
ninsekretion geflhrt. Wichtige Enzyme Uber deren Aktivierung cGMP einen Einfluss auf die

Reninsekretion auszuiiben scheint, sind die PDE-3 und die cGMP abh&ngige Proteinkinase II.

Wenn man membranpermeable cGMP Analoga einschleust - wie 8-bromo-cGMP oder 8para-
chlorphenylthio-cGMP - hemmen diese Analoga die Reninausschittung in verschiedenen Mo-
dellen in einer Konzentration hoher als 5 pM. ©%®

Allerdings haben natives cGMP und stabile cGMP Derivate nicht den selben Effekt auf die
Reninfreisetzung. Natives cGMP hat eine hohe Affinitat zu cAMP abbauender Phosphodieste-
rase PDE-3 und eine niedrigere Affinitdt zu cGMP aktivierten Kinasen, wéhrend stabile
cGMP Derivate lediglich eine hohe Affinitat zu cGMP aktivierter Kinase haben. %%

Wie bereits erwéhnt, hat PDE-3 eine bedeutende Rolle fiir den intrazellularen cAMP Spiegel.
Natives cGMP hemmt PDE-3, erhoht damit den cAMP Spiegel und fiihrt zu einer
Reninausschuttung. Das wird durch die héhere Affinitdt von PDE-3 zu cGMP als zu cAMP
bewirkt. 8

Dabei ahmt die Blockade von PDE-3 die Effekte von NO nach, fir das ein stimulierender
Effekt in vitro und in vivo weitesgehend akzeptiert ist. NO Donatoren erhéhen genau wie
PDE-3 Inhibitoren die intrazellulare cAMP Konzentration und die Reninfreisetzung in
primaren JG-Zellkulturen, ©¢>¢6:6%)

Fir ANP, das ebenfalls die zytoplasmatische cGMP-Konzentration erhoéht, wird ein
hemmender Effekt weitgehend akzeptiert, auch wenn es in der Vergangenheit differente

Studienergebnisse gab.

In den juxtaglomeruldren Zellen kommen als Proteinkinasen unter anderem cGMP abhéngige
Proteinkinase | und cGMP abhéngige Proteinkinase Il vor. Wéhrend die cGMP abhéangige
Proteinkinase 1 in JG Zellen keinen erwé&hnenswerten Effekt auf die Reninsekretion hat, hat
cGMP abhangige Proteinkinase Il (cGKII), die vor allem in Verbindung mit Reninspeicherve-
sikeln vorkommt, einen wichtigen Einfluss auf die Reninsekretion. Aktivierung von cGKIlI

fuihrt zu einer merklichen Hemmung der Reninsekretion. %119
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Der Effekt wie cGMP (ber die cGKII die Exozytose von Renin hemmt, ist noch nicht

geklart.

Es ist nicht klar welcher Effekt von cGMP, der Stimulierende oder der Hemmende, in vivo
uberwiegt. Man konnte auf Grund der Rezeptoraffinitdten von cGMP davon ausgehen, dass
die Reninsekretion bei niedrigen Konzentrationen - PDE-3 vermittelt - getriggert wird, bei ho-
heren Konzentrationen - cGKII vermittelt - gehemmt wird. Eine andere Hypothese, die durch
die verschiedenen intrazellulare Verteilung von cGMP Zielmodulen begrundet ist, besagt,
dass fur cGMP in den verschieden Kompartimenten der Zelle unterschiedliche Effekte vor-

herrschen. 2

1.1.5 VIP als Aktivator der Adenylatzyklase und Stimulator der Reninsekretion

Bei der Forschung Uber die Regulationsmechanismen des Gastrointestinaltraktes wurde das
heute als klassisches Peptidhormon bekannte Vasoaktive Intestinale Polypeptid gefunden.
(1853) \/|p (,,vasoaktive intestinal peptide®) wird vom sogenannten APUD-Zellsystem, dem
peripheren endokrinen (,,amin precursor uptake and decarboxylation®) Zellsystem, gebildet
und kommt dabei vor allem in den Nervenendigungen der gastrointestinalen Nervengeflechte
in Magen, Diinndarm und Pankreas vor. 3%

VIP bewirkt dabei eine Motilititshemmung im Gastrointestinaltrakt und eine Steigerung der
intestinalen Sekretion von Pankreas und Galle, sowie eine Hemmung der HCI-Sekretion im
Magen. (18;53;55)

Daneben kommt VIP in cholinergen Neuronen neben Acetylcholin vor. Dabei hat VIP vor
allem Wirkung als erregender Transmitter an Driisenzellen und vasodilatatorischen Neuronen.

Als hemmender Transmitter wirkt es an Motoneuronen. ©22)

Als intrazellularer Signalweg fur die gastrointestinale Wirkung von VIP wurde wie bei
ahnlich wirkenden Substanzen, die ebenfalls die Sekretion ins Darmlumen erh6hen und die
Motalitdt hemmen, wie zum Beispiel Sekretin und GIP (,,gastric inhibitory peptide®), eine
Aktivierung der Adenylatzyklase nachgewiesen. #%® Diese Aktivierung der Adenylatzyklase
scheint auch die entscheidende Rolle fiir die systemische vasoaktive Wirkung von VIP zu

sein, 108
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Da eine Aktivierung der Adenylatzyklase auch zu einer vermehrten Ausschittung von Renin
fiihrt, konnte man annehmen, dass auch VIP die Reninsekretion steigern konnte. Dieser Effekt
konnte auch nachgewiesen werden, (?6232L1S141L107) papej stimuliert VIP bei Hunden ab
einer Konzentration von 1 nM konzentrationsabhangig die Reninsekretion. ?

Weitere Untersuchungen gaben Hinweise darauf, dass VIP keinen humoralen Effekt auf das

Renin-Angiotensin-System hat, sondern als Neurotransmitter Einfluss auf die Reninsekretion
hat (14;46;10)

1.2 Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)

1.2.1 Biochemische und physiologische Grundlagen

Die sekretorische Aktivitdt der Adenohypophyse wird durch verschiedene Peptidhormone

@3 Anfangs wurden ihrer Wirkung nach finf verschiedene Hormone

gesteuert.
unterschieden. Sie wurden in thyreotropin-releasing Hormon, gonadotropin-releasing
Hormon, Somatostatin, corticotropin-releasing factor und growth hormon releasing factor
eingeteilt. All diese Peptidhormone werden in hypothalamischen Neuronen synthetisiert.
Gemeinsam haben diese Hormone, dass sie in im zentralen Nervensystem vorkommen aber
auch in peripheren Organen weit verbreitet sind. Spater wurden noch zwei weitere
Neuropeptide entdeckt und beschrieben, prolactin-releasing peptide und pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide (PACAP). 417

Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) kommt physiologischerweise als
ein aus 27 oder 38 Aminosauren bestehendes Neurohormon vor. Erstmals wurde 1989 aus
dem Hypothalamus von Schafen das 38 Aminosauren umfassende Peptid isoliert. "
Anhand der Aminoséurestruktur wurde vermutet, dass es noch ein weiteres, aus 27
Aminosauren bestehendes, pituitary adenylat cyclase-activating polypeptide geben mdsse,
dass 1990 auch tatsachlich gefunden wurde. *©

Waéhrend das N-terminale Ende von PACAP(1-27) und PACAP(1-38) identisch ist, existiert
bei PACAP(1-38) am C-terminalen Ende eine zusatzliche kurze bewegliche Helix. 5% Die
Beobachtung, dass das N-terminale Ende gleich ist, deutet darauf hin, dass das N-terminale
Ende die bedeutende Rolle fiir die Aktivitait von PACAP hat. ®® Eine Deletion der N-

terminalen Aminosauren vermindert signifikant die Adenylatzyklase stimulierende Wirkung.
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So ist auch der potenteste bekannte Blocker der PACAP-Rezeptoren eine 38 Aminoséuren

langes PACAP ahnliches Molekiil, bei dem die ersten 5 Aminoséuren fehlen. 79

Die Sequenz von PACAP wurde wéhrend der Evolution bemerkenswert gut erhalten, besser
als zum Beispiel die Sequenz von Vasoaktiven Intestinalem Peptid (VIP). ®® Das spricht
dafiir, dass PACAP eine entscheidende Rolle bei wichtigen biologischen Funktionen spielt.
Die primére Struktur ist - soweit erforscht - bei Sdugetierspezies identisch, so auch bei
Mensch, Ratte und Maus. “#4)

Bei Reptilien sind die ersten 28 Aminosauren des PACAP(1-38) Peptides die selben wie bei
den Saugetieren. “? Ahnlich ist es bei Amphibien und Fischen, bei denen auch die fiir die
Funktion wichtige Sequenz, bestehend aus den Aminosduren 1 bis 27, Uber die Evolution
erhalten blieb. Selbst bei Insekten, so bei Drosophilaarten, wurden PACAP &hnliche Peptide
nachgewiesen.

Im Gegensatz zum N-terminalen Ende von PACAP gibt es beim C-terminalen Ende, das fir

die biologische Aktivitat nicht bendtigt wird, mehrere verschiedene Varianten. /¢

1.2.2  Vorkommen und Funktion von PACAP

PACAP gehort zu einer Familie von Hormonen, die auch Vasoaktives Intestinales Peptid
(VIP), Glukagon und Wachstumshormon releasing factor und Sekretin umfasst. /¥ Die
Aminosauresequenz von PACAP und VIP sind zu 68% identisch. €®

In mehreren Geweben gibt es Zellen, die sowohl PACAP als auch VIP synthetisieren und
freisetzen. G537 Beijspiele sind die Nervenzellen des Osophagussphinkters, des Darms und

des Respirationstraktes sowie Nebenschilddriisenzellen. 5371

Innerhalb des ZNS ist PACAP im Hypothalamus in der hochsten Konzentration anzutreffen.
Dabei sind nur ca. 10% der Peptide PACAP(1-27) der Rest PACAP(1-38). ©4%) Neben dem
Hypothalamus wurde PACAP in vielen andern Hirnregionen nachgewiesen, (¥7:100:101:102:113)

Ausserhalb des ZNS konnte PACAP in den meisten endokrinen Drisen nachgewiesen
werden. Hohe Konzentrationen wurden in der Hypophyse, in den Gonaden, der Nebenniere
und dem endokrinen Pankreas gefunden. Die hochste Konzentration von PACAP wurde bei

Ratten jedoch in den Keimzellen der Hoden nachgewiesen. *"* PACAP kommt auch im
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Urogenitaltrakt, im respiratorischen Trakt und Verdauungstrakt vor. Dabei wurde es in erster
Linie in Nervenfasern gefunden, es lasst sich aber auch im Organgewebe selbst nachweisen.
(47;43;94)

Wie im ZNS kommt auch in peripheren Geweben PACAP(1-38) in hoherer Konzentration vor
als PACAP(1-27). ® In verschiedenen Organen herrscht jedoch eine unterschiedliche
Verteilung von PACAP(1-27) und PACAP(1-38). Diese Verteilung wird der
unterschiedlichen Verteilung von verschiedenen PC Enzymen (,,PACAP-Converting®
Enzymen) zugeschrieben. #4129)

PACAP hat mannigfaltige Wirkungen auf die verschieden Organsysteme. Es beeinflusst unter
anderem die Neurotransmitterfreisetzung, bewirkt eine Vasodilatation und eine Bronchodila-
tation, beeinflusst die intestinale Motilitat, erhoht die Insulin- und Histaminsekretion und hat

eine Rolle bei der Zellteilung und Differenzierung. (/%4%:9450)

Interessant ist die Rolle von PACAP bei der Kontrolle von Appetit und Essverhalten. 1411%)
So erniedrigt PACAP bei intrazerebroventrikuldren Injektion die Nahrungsaufnahme von
Tieren. M8119120) Dagegen stimuliert PACAP die Wasseraufnahme bei einer Injektion in die
Nahe des perifornikalen lateralen Hypothalamus. ™ Auch ein Fliissigkeitsentzug bedingt
einen Anstieg von PACAP in den Zellen des subfornikalen Organs, *” was auf eine Rolle
von PACAP bei der Entwicklung des Durstgefiihles hindeutet.

In der Neurohypophyse stimuliert PACAP die Freisetzung von Vasopressin und Oxytocin und
in der Adenohypophyse bewirkt es eine Ca2’-Mobilisation bei allen Typen von endokrinen
Zellen und fihrt zu einer Steigerung der Hormonausschiittungen. (24122123)

Sowohl der Einfluss von PACAP auf das Durstgefuhl als auch die vermehrte Ausschittung
von Vasopressin deuten auf eine Rolle von PACAP bei der Regulation des Kdrperwasser-
haushaltes hin. Diese Entdeckungen konnten darauf hinweisen, dass PACAP auch an anderer
Stelle im Korper zu einer vermehrten Wasseraufnahme oder Wasserretention fihrt. Dabei
kdnnte der Niere, als dem zentralen Regulationsorgan des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes,

eine entscheidende Rolle zukommen, 24129

PACAP wirkt in verschiedenen organspezifischen Geféalisystemen als Vasodilatator. So zum
Beispiel an den Koronar-, den Zerebral- und den Pulmonararterien sowie an Arterien der Haut
und dem uteroplazentaren arteriellen System. “” Dabei wird durch PACAP der lokale
Perfusionsdruck gesenkt. #""” Bei systemischer Gabe von PACAP bei Ratten lasst sich auch
der Blutdruck in vivo senken. ®2"® Der hypotone Effekt von PACAP scheint nicht iiber eine
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Beeinflussung der Katecholaminausschuttung, sondern tber direkte Wirkung am Kapillarbett
ausgelost zu sein. ©? Zudem hat PACAP in einigen Studien einen direkt

tachykardieinduzierenden Effekt. ©?

1.2.3 PACAP-Rezeptoren

Zwei Typen von PACAP Bindungsstellen werden nach ihrer Affinitat zu VIP und PACAP
unterschieden. Die Bindungsstelle Typ | hat eine hohe Affinitat zu PACAP und eine viel
niedrigere Affinitat zu VIP, Typ Il hat eine nahezu gleich hohe Affinitat zu PACAP und VIP.
(127;128;130;131;132)

Bei dem Typ | hat PACAP eine I1Cs von 1 nM und VIP eine 1Cso von 1000nM, beim Typ 11
haben PACAP und VIP je eine ICso von 1 nM. ?® Molekularbiologische Nachweisverfahren
haben bisher drei spezifische Rezeptoren nachgewiesen. Den PACAP spezifischen PAC1
Rezeptor, der, der Bindungsstelle Typ | entspricht, und zwei PACAP und VIP spezifische
Rezeptoren, VPAC1 und VPAC2, die vermutlich der Bindungsstelle Typ Il entsprechen.
(133;134;135)

Dabei gibt es bei Ratten nach dem momentanen Stand der Wissenschaft finf Untergruppen
von PAC1 Rezeptoren. ®341%) Diese unterscheiden sich durch unterschiedliche Amino-
saurestrangen an einer intrazellularen Loop-Region. **® Die Prasenz dieser Strange
beeinflusst die Adenylatzyklase stimulierende Wirkung und die Phospholipase C
stimulierende Wirkung. Das weist darauf hin, dass verschieden Strdnge mit verschiedene
intrazellularen Signalkaskaden gekoppelt sind. #3637

Interessant ist dabei eine TM4 genannte Variante des PAC1 Rezeptors, die keinen Einfluss
auf die Adenylatzyklase und die Phospholipase C hat, dafiir Gber spannungsabhangige L-Typ
Ca?" Kanéle einen Ca?* Einstrom in die Zelle bewirkt, &:1%8139:140)

Der PAC1 Rezeptor ist strukturell mit Glukagon, Calcitonin und Sekretin Rezeptoren
verwandt.

Im Gegensatz zum PAC1 Rezeptor, der wie erwahnt mit verschiedenen intrazellularen
Signalkaskaden gekoppelt sein kann, sind die VPAC Rezeptoren primér an Adenylatzyklase
gekoppelt. (133;136;17)

Der VPACL1 Rezeptor hat neben der Affinitat zu PACAP und VIP auch eine schwéchere

Bindungskapazitat fir Sekretin. Daneben ist die Affinitdt von PACAP(1-38) zu dem VPAC1
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Rezeptor hoher als die von PACAP(1-27), die wiederum hoher ist als die von VIP.
(133;134;108;107)

Der VPAC2 Rezeptor hat keine Affinitat zu Sekretin, dafiir eine hohe Affinitat zu Heloder-

min. Seine Affinitaten zu beiden PACAP Molekiilen sowie zu VIP sind identisch. &%)

VPAC Rezeptoren dominieren in peripheren Geweben. Sie kommen vorwiegend in Lunge,

(128;130;84;41;144;143;142;109;17;106)

Leber und Hoden vor. Dagegen sind PAC1l Rezeptoren

hauptséchlich im zentralen Nervensystem, Hypophyse und Nebenniere vorhanden.
(109:104;103;90)

Zu der Frage, ob PAC1 Rezeptoren in der Niere vorkommen gibt es eine uneinheitliche
Studienlage. Viele Untersuchungen zeigten keinen entscheidenden Hinweis flr das Vor-
handensein von PAC1 Rezeptoren in der Niere. 429139 |n anderen Studien konnten sie beim
Menschen neben VVPAC1-Rezeptoren nachgewiesen werden. ©©

Dagegen kommen beide VPAC Rezeptortypen zu ungefahr gleichen Teilen in mittlerer Dichte
an den Oberflachenstruktur der Nierenepithelien und GefaRe vor. 1%¥857%7) per VPAC2
Rezeptor wurde vor allem an der Oberflache der BlutgefaRe der Nierenrinde gefunden. 4%
Es gibt allerdings Untersuchungen die keine VPAC2-Rezeptoren in den Nieren nachweisen

konnten. ©®

1.2.4 PACAP als direkter Stimulator der Reninsekretion ?

Obwohl PACAP eine Rolle in der Regulation der Funktion zahlreicher Organe zugeschrieben
wird, gibt es bisher kaum Untersuchungen zur Bedeutung von PACAP auf die
Nierenfunktion. Da allerdings sowohl PACAP @V als auch PACAP-Rezeptoren
(77:85:109:13984) iy der Niere beschrieben wurden, liegt es nahe eine biologische Funktion von
PACAP in der Niere anzunehmen. In der vorliegenden Arbeit wird der Frage nachgegangen,
ob PACAP moglicherweise eine Bedeutung fur die Freisetzung von Renin haben konnte.
Hintergrund dieser Uberlegung ist die Beobachtung, dass vasoaktive Hormone den Blutdruck
hé&ufig nicht nur direkt Uber ihre Effekte an den WiderstandsgefaRen sondern auch indirekt
tiber eine Beeinflussung der Reninfreisetzung regulieren. %4723

In der Regel inhibieren vasokonstriktorische Substanzen die Reninsekretion wahrend

vasodilatative Substanzen die Reninausschiittung steigern. %1%
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PACAP wirkt an vielen peripheren Arterien und Arteriolen wie Koronararterien, pulmonale
Arterien und Arterien der Haut als Vasodilatator. “’% Bei Ratten konnte durch PACAP eine
erhdhte Nierendurchblutung erreicht werden, was fir eine Dilatation der Arteriolen der Niere
spricht. &

PACAP greift zudem auch Uber die Regulation des Durstgefuhls in den Wasserhaushalt des
Korpers ein, so dass eine Verbindung zum RAA-System bestehen konnte. ¢

SchlielRlich aktiviert PACAP sehr potent die Adenylatzyklaseaktivitat und erhéht damit die
CAMP-Konzentration intrazellular. Da cAMP den wichtigsten bekannten Stimulus der
Reninfreisetzung darstellt, konnte PACAP, bei Expression von PACAP-Rezeptoren auf
juxtaglomerularen Zellen, die Reninsekretion stimulieren. 419

Ein direkt stimulierender Effekt von Hormone, die strukturell mit PACAP verwandt sind, wie

zum Beispiel VIP, auf die Reninsekretion der Niere ist bekannt, (/:10:11:14:23:26)

Um den Einfluss von PACAP auf die Reninfreisetzung zu untersuchen, wurden hauptséchlich
Versuche an der isoliert perfundierten Rattenniere durchgefiihrt. Der Vorteil dieses Modells
gegeniber in vivo Experimenten besteht darin, dass die Reninfreisetzung unter kontrollierten
Bedingungen, beispielsweise einem konstanten Perfusionsdruck, untersucht werden kann.
Wie erwahnt ist PACAP ein Vasodilatator. Eine Infusion von PACAP in vivo fuhrt also zu
Veranderungen des Blutdrucks, die indirekt das Reninsystem beeinflussen kdnnten. Bei einem
in vivo Effekt von PACAP auf das Reninsystem liele sich also kaum unterscheiden, ob es

sich um einen blutdruckabh&ngigen oder -unabhédngigen Effekt handelt.
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2 Material und Methoden

2.1 Isoliert perfundierte Rattenniere

2.1.1 Vorbereitung und Isolierung der Rattenniere

Fur die isoliert perfundierte Rattenniere wurden mannliche Sprague-Darley-Ratten mit einem
Korpergewicht von 230 g bis 350 g verwendet. Die Ratten wurden von der Firma Charles
River bezogen und im Tierstall der Universitat Regensburg gehalten. Die Tiere hatten freien
Zugang zu Standardrattenfutter und Wasser.

Die Narkose der Ratten erfolgte mit 150 mg Trapanal pro kg Korpergewicht. Das Narkotikum
wurde intraperitoneal injiziert. Auf einer Wéarmeplatte (37°C) wurden die Tiere in Ruckenlage
platziert. Sobald keine Schmerzreflexe mehr auslésbar waren, wurde durch einen queren
Schnitt supraclavikuldr rechtsseitig die rechte Vena jugularis aufgesucht und kranial
unterbunden. Nach kaudal wurde ein zentraler Venenkatheter gelegt und fixiert. Uber diesen
wurden im Laufe der Operation 5 mg Heparin injiziert, um eine Thrombose der GefaRe der
Niere zu verhindern.

Durch eine mediane Laparotomie vom Xyphoid bis ins Becken wurde das Abdomen er6ffnet.
Um eine Austrocknung der Baucheingeweide zu verhindern wurden diese mehrmals wéhrend
der Operation mit 0,9% Kochsalzlésung befeuchtet. Nach Darstellung des Retroperitonialrau-
mes, durch Retraktion der intraperitonealen Baucheingeweide, wurde die Aorta aufgesucht.
Sie wurde aus dem paraaortalen Bindegewebe freiprapariert und mobilisiert.

Die Mesenterialarterien, die rechte Arteria suprarenalis inferior, die aus der rechten Nierenar-
terie entspringt, sowie die linke Nierenarterie und die Aorta kranial des Abganges der rechten
Nierenarterie wurden aufgesucht, mobilisiert und fur Ligaturen vorbereitet. Die Vena cava
inferior wurde kaudal des Abganges der rechten Nierenvene ebenfalls fur eine Ligatur vorbe-
reitet. Die Niere wurde aus lhrem Bett mobilisiert, dabei der Ureter mit den begleitenden

Strukturen kurzstielig durchtrennt.
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Aorta

Vena cava

P

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Operationssitus. Die
durchgezogenen  Kreise  stellen  Abbindligaturen, die  gestrichelten

Einbindeligaturen dar.

Nach der Infusion der Heparinlosung liber den vorbereiteten zentralen Venenzugang wurden
die aortalen Seitenaste ligiert. Die Aorta abdominalis wurde kaudal des Abganges der rechten
Nierenarterie abgeklemmt. Kaudal der Abklemmung wurde die Aorta durch eine feine
Inzision er6ffnet und katheterisiet. Der Katheter wurde fixiert, die Aorta kranial des Abganges
der rechten Nierenarterie ligiert und die Klemme gel6st.

Die rechte Nierenarterie wurde mit einem initialen Fluss von ca. 15 ml/min in situ perfundiert.
Durch den sofortigen Beginn der Perfusion konnte eine Ischamie der rechten Niere verhindert
werden.

Zuletzt wurde die untere Hohlvene kranial der Anheftung an die Leber durchtrennt, um einen
venosen Rickstau in der Niere zu verhindern.

Die Niere wurde entnommen und in einer speziellen Warmeschale fixiert. Schlielich wurde
die Vena cava von kranial kanuliert, um eine separate Ableitung des venosen Blutes zu
gewabhrleisten. War dieser Katheter fixiert wurde die Vena cava kaudal der Einmundung der
rechten Nierenvene ligiert. SchlieSlich wurden eventuell verbliebene vendse oder arterielle

Lecks verschlossen. Die Gesamtzeit dieser Operation betrug ca. 45 Minuten.
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2.1.2  Perfusion der isolierten Rattenniere

Als Basislosung fur die Perfusion der Niere sowie als Dialyselésung wurde eine modifizierte
Krebs-Henseleit-Losung verwendet.

Zur originalen Krebs-Henseleit Losung wurden alle physiologischen Aminosauren in einer
Konzentration von 0,2 bis 2.0 mM, 8,7 mM Glukose, 0,3 mM Na' Pyruvat, 2,0 mM Na" L-
Laktat sowie 1,0 mM a-Ketoglutarat und 1,0 mM L-Malat gegeben. Dazu wurde noch 1
mU/100ml Vasopressin 8-Lysine gegeben. Die Zugabe von Flucloxacillin und Ampicillin, mit
einer Konzentration von je 3 mg/100ml, verhinderte ein Bakterienwachstum in der Losung.
Der pH Wert dieser Losung wurde durch Titrieren mit NaOH-L6sung in einem Bereich zwi-
schen 7,73 und 7,77 eingestellt. Durch das Begasen mit CO,, in einem offenen System, und
die dadurch stattfindende Reaktion von CO, und H,O zu H'HCO5  stellte sich ein physio-
logischer pH Wert von 7,4 ein.

Fur die Perfusionslosung wurde die oben genannte Ldsung noch mit 6 g/100ml
Rinderserumalbumin versetzt und es wurden mit Dialysat gewaschene menschliche
Erythrozyten (aus Erythrozytenkonzentraten) bis zu einem Haematokritwert von 15%
zugegeben.

Als Dialyseltsung wurde die modifizierte Krebs-Henseleit-Losung verwendet, bei der die Zu-

sétze von Albumin und Humanerythrozyten fehlten.

Die Perfusionslosung von 250 ml wurde in einem Kreislauf durch einen Dialysator gepumpt,
dort mit einem Dialysat von 5 | dialysiert, um die Elektrolytkonzentrationen und die
Stoffkonzentrationen konstant zu halten sowie um Stoffwechselprodukte ab zu dialysieren
und den pH-Wert der Lésung konstant zu halten. Dabei wurden die Perfusionslésung und die
Dialysel6sung durch mehrere Einrichtungen auf einer konstante Temperatur von 37°C gehal-
ten.

Die Dialyselésung wurde in einem Wasserbad bei 37°C temperiert und mit einem Gemisch
von 94% O, und 6% CO, begast. Durch die Begasung mit CO, stellte sich hier ein
physiologischer pH Wert ein.

Die Perfusion der Niere erfolgte in der Regel mit einem konstanten Perfusionsdruck von 100
mmHg. Der Druck wurde tber eine spezielle doppellumige Perfusionskantle im Bereich der
Nierenarterie gemessen und als Regelsignal fir die elektrische Steuereinheit der

Perfusionspumpe genutzt. Bei einem Abfall des Perfusionsdruckes im Bereich der
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Nierenarterie wurde durch den elektrischen Regelkreis die Pumprate der Perfusionspumpe
erhoht, dass der eingestellte Druck von 100 mmHg wieder erzielt werden konnte. Bei einem
Anstieg des Drucks tiber 100 mmHg trat eine gegenlaufige Regulation ein.

Die venos aus der Niere austretende Losung wurde Uber einen Katheter separat abgeleitet und
wieder dem Kreislauf der Perfusionslésung zugefiihrt. Dabei bestand die Moglichkeit Proben
zur Bestimmung der Reninkonzentration zu entnehmen.

Auch an dem Schenkel zur Perfusion der Niere gab es verschiedene Mechanismen, um die
Temperatur des Perfusates konstant bei 37°C zu halten.

An dem der Niere zufihrenden Schenkel konnte eine zusétzliche Pumpe angeschlossen
werden, mit der bis zu funf verschiedene Substanzen in einem genauen Mischverhéltnis
zuinfundiert werden konnten. Dieses Mischverhaltnis wurde durch Abstimmung der Pumpen

konstant gehalten.

Cruck-fFluikmessung
CO, + O, - _ Altivsubstanz
‘ T

Ferfusat
Oialysat . e . BrLsa

Abbildung 5: Darstellung des Perfusionsvorganges der isolierten Rattenniere.

Vor Beginn der Experimente wurde die Niere zuerst ca. 15 min mit diesem konstanten Druck
perfundiert, damit sich die verschiedenen physiologischen Parameter einregulieren konnten.
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Die Abnahme der Proben begann mit der Abnahme der Basalwerte. Die Probe bestanden aus
der Abnahme von jeweils einem Wert direkt vom vendsen Katheter, sowie jeweils einem
Leerwert aus dem Perfusatkreislauf.

Die Zeit zwischen der Abnahme der einzelnen Proben betrugt 3 Minuten.

Zuzusetzende Substanzen wurden entweder in den zufuhrenden Schenkel des
Perfusionskreislaufes ber die oben beschriebene Pumpe mit genau 3% des Perfusionsflusses
infundiert. Eine andere Mdglichkeit bestand darin, eine Substanz direkt in die Dialysatflussig-
keit zu geben. Diese Substanz musste allerdings gut dialysierbar sein und konnte nicht mehr
abgesetzt werden.

2.2 Messung der PACAP-Plasmakonzentration in vivo

2.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Fur den Versuch kamen insgesamt 12 S-D-Ratten zum Einsatz, die in vier Gruppen eingeteilt
wurden. Die Tiere wurden in den Tierstallen der Universitat Regensburg gehalten.

In der ersten Gruppe hatten die Tiere freien Zugang zu Standardfutter mit 0,6% NaCl-Gehalt
und Wasser und hatten keine zusétzliche Behandlung. Diese Gruppe wurde als
Kontrollgruppe verwendet.

In der zweiten Gruppe hatten die Tiere ebenfalls freien Zugang zu Standardfutter und Wasser.
Den Ratten wurde bei einer Operation in tiefer Sevofluran-Narkose die linke Nierenarterie
mittels eines Silberclips mit 0,2 mm Offnung eingeengt.

In der dritten Gruppe hatten die Tiere ebenfalls freien Zugang zu Standardfutter und Wasser.
Den Tieren wurde in Allgemeinanésthesie mit Sevofluran eine Osmotische Minipumpe der
Firma Alzet subkutan implantiert. Uber die Pumpe wurde Furosemid mit 12mg pro Tag
abgegeben.

In der vierten Gruppe wurden die Tiere mit salzarmen Futter ernghrt. Das Futter hatte eine
Konzentration von 0,02% NaCl. Zuséatzlich wurden die Ratten mit 10mg Ramipril pro kg

Korpergewicht tber das Trinkwasser behandelt.
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2.2.2  Probengewinnung und Messung der PACAP-Plasmakonzentration

Die Tiere wurden eine Woche nach Behandlungsbeginn in tiefer Narkose mit Sevofluran
mittels Dekapitation get6tet und das Blut in mit EDTA beschichteten Rohrchen aufgefangen.

Nach Zentrifugation des in EDTA beschichteten Rohrchen aufgefangenen Blutes wurde das
Plasma separiert und die Peptide mittels ,,solid phase extraction® extrahiert (C18-SepPac-
Cartiges, Walus, USA) Anschlieend wurde die PACAP-Konzentration mittels eines
kommerziell erhéltlichen Radioimmunoassays (Peninsula Labaratories Inc., San Carlos, USA)

gemessen.

2.3 Renin RIA

Die Proben wurden sofort nach der Abnahme auf Eis heruntergekiihlt um die Enzymaktivitat
zu minimieren. Die Erythrozyten wurden von den Proben abzentrifugiert, der Uberstand
wurde abpipettiert und vor der weiteren Verarbeitung bei —20°C eingefroren.

Die Renin-Aktivitdt wurde mittels Angiotensin I-Radioimmunoassay bestimmt. Gemessen
wurde dabei die Angiotensin | Konzentration. Das Angiotensin I-RIA-Set wurde ber die
Firma DiaSorin GmbH Deutschland bezogen.

Der Test beruht auf der Bildung von Angiotensin | aus Angiotensinogen unter optimalen
Bedingungen. Dafur wurde ausreichend Angiotensinogen zugesetzt und durch eine selektive
Enzymblockade der Abbau von Angiotensin | verhindert. Die Bildung von Angiotensin | ist
in weit Uberwiegenden Mal durch Renin enzymkatalysiert. Dabei ist die pro definierter
Zeiteinheit gebildete Menge an Angiotensin | bei konstanten Reaktionsbedingungen
proportional der Plasmareninkonzentration.

Das Prinzip des RIA basiert auf der Kompetition zwischen einer definierten Menge radioaktiv
markierten Angiotensin | und Angiotensin | aus Probenansatzen um eine begrenzte Zahl an
eine Roéhrchenwand gebundener Antikdrperbindungsstellen. Nach einer Inkubation ist die
Menge des wandgebundenen markierten Angiotensin | reziprok proportional zu der Menge

des freien Angiotensin | in dem Probenansatz.
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Zur Angiotensin I-Erzeugung wurden in einem Eppendorf-Cup 10 pl der Probeflussigkeit mit
1 pl Enzyminhibitor und 10 pl Reninsubstrat-Pufferlosung versetzt.

Bei dem Enzyminhibitor handelte es sich um Phenylmethylsulfonylflourid-Lésung. Das
Reninsubstrat war eine Angiotensinogen-Ldsung, die aus dem Plasma von nephrektomierten
Ratten gewonnen wurde. Dieses Reninsubstrat wurde im Verhaltnis vier Teile Reninsubstrat
zu funf Teilen Reaktionspuffer versetzt. Bei dem Reaktionspuffer handelte es sich um EDTA-
Kalium-Phosphatpuffer-Losung.

Die Losungen in dem Eppendorf-Cup wurden mittels eines VVortex-Mischers gemischt und zur
Reaktion 90 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach 90 Minuten im Wasserbad wur-
den die Probenanséatze auf Eis heruntergekdhlt.

Sie wurden in die mit Angiotensin | Antikdrper beschichteten Reagenzglasern tberfthrt und
mit 500 pl der radioaktiven Tracerldsung versetzt. Bei der Tracerlésung handelte es sich um
12%)-markiertes lleu-5-Angiotensin |. Dieser Ansatz wurde gut durchmischt und bei
Raumtemperatur 3 bis 24 Stunden inkubiert.

Die Inkubationsmischung wurde vorsichtig vollstdndig abgesaugt. Die Radioaktivitat wurde

mittels eines Gammazahlers gemessen.

2.4 Auswertung

2.4.1 Berechnung der Reninaktivitat

Zur Berechnung der Reninaktivitat in den Proben wurde zuerst eine Standardkurve mit
definierten Konzentrationen an Angiotensin | Konzentrationen erstellt. Anhand derer
bestimmte der Gammazahler bereits die Konzentration von Angiotensin | in der Probe.

Die Plasmareninaktivitat (PRA) wurde als ng gebildetes Angiotensin I/h*min*g berechnet.
PRA = c(Angiotensin 1)*2,1/t(Inkubation) [ng/h*min*g]

Von jeder Probe musste noch der zugehorige Leerwert abgezogen werden. Aussagekréftig ist
die Sekretion von Renin, so dass die Plasmareninaktivitait mit dem Fluss zur Zeit der

Probenabnahme multipliziert werden musste.
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Abbildung 6: FluR-Diagramm einer isoliert perfundierten Rattenniere

konstantem Druck von 100 mmHg.

2.4.2 Statistische Berechnung

Die Daten wurden als arithmetisches Mittel + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. In der statistischen Auswertung wurden die Messwerte einer Versuchsperiode
gemittelt. Prifungen auf Signifikanz wurden mit dem t test je nach Art der Daten gepaart oder

ungepaart durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von PACAP auf die Reninsekretion der Niere

3.1.1 Stimulation der Reninsekretion durch PACAP

Da aus den in der Einleitung beschriebenen Erkenntnissen die Vermutung nahe lag, dass
PACAP einen Einfluss auf die Reninsekretion haben konnte, wurde der Effekt von PACAP
auf die Reninsekretionsrate isoliert perfundierter Rattennieren untersucht. Dabei wurde
zundchst eine Konzentration von 10 nM PACAP(1-27) gewéhlt. Diese Konzentration kommt
in vivo vor ©794121122) yng vermittelt in anderen Organsystemen biologische Effekte.
(W7:123125) 50 |jegt die ECso bezogen auf die Adenylatzyklase stimulierende Wirksamkeit fiir
PACAP(1-27) bei 0,3 nM.

Wie in Abbildung 7 gezeigt, lag nach einer Einregulierungszeit die Reninsekretionsrate auf
einem konstanten Niveau von 27,0+3,6 ng Angiotensin I/h*min*g. Die Zuinfusion von
PACAP(1-27) 10 nM stimulierte die Reninsekretionsrate sehr schnell auf 171,1+15,7 ng
Angiotensin I/h*min*g (n=5 Versuche, p<0,01).
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Abbildung 7: Wirkung von PACAP(1-27) 10 nM auf die Reninsekretionsrate.
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Der Stop der PACAP-Infusion resultierte in einer ebenfalls schnellen Abnahme der
Reninsekretionsrate auf 56,2+6,4 ng Angiotensin I/h*min*g (p<0,05). Der stimulierende
Effekt von PACAP(1-27) auf die Reninsekretion war reversibel.

3.1.2 Abhangigkeit der Stimulation von der PACAP-Konzentration

Nach dem Nachweis der Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems durch PACAP, war nun

der néachste Schritt die Konzentrationsabhangigkeit dieses Effektes zu untersuchen.

Um die Spannbreite der physiologischen PACAP-Konzentrationen sicher mit einzuschlieRen,
(7:94122123) \nyrde die Konzentration von PACAP(1-27) im Perfusat angefangen von einer
Konzentration von 10 pM in Zehnerpotenzen bis zu einer Konzentration von 100 nM

gesteigert.

Wie in Abbildung 8 ersichtlich, zeigte sich ein schneller, konzentrationsabhangiger Anstieg

der Reninsekretion mit steigender PACAP-Konzentration (n=5 Versuche).

2507 PACAP(1-27) (nM)
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Reninsekretionsrate (ng Angl /h*min*g)

254

o-—4 +—r—r————7T—7T— 77
15 25 35 45 55 65

Perfusionsdauer (min)
Abbildung 8: Konzentrationsabhangige Stimulation der Reninsekretionsrate
durch PACAP(1-27).
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Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden die drei Werte der Reninsekretionsraten
bei jeder PACAP Konzentration gemittelt (n=5 Versuche, Abb. 9).

200

150+

100+

50- !

Reninsekretionsrate (ng Angl /h*min*g)

0 001 01 1 1 10 100
PACAP(1-27) (nM)
* p< 0,05, # p<0,001

Abbildung 9: Effekte von PACAP(1-27) auf die Reninsekretionsrate. Es sind die
Mittelwerte der Ergebnisse aus Abbildung 8 dargestellt.

Waéhrend PACAP(1-27) in Konzentrationen von 1 pM und 10 pM keinen Einfluss auf die
Reninsekretion hatte, flihrte die Applikation von 100 pM PACAP(1-27) zu einer signifikanten
Stimulation der Reninsekretionsrate von 29,0+4,7 auf 48,6+6,2 ng Angiotensin | / h*min*g.
Hohere Konzentrationen von PACAP(1-27) stimulierten die Reninsekretionsrate weiter, bis
bei einer Konzentration von 100 nM schliel3lich ein Plateau erreicht wurde (142,0+24,9 ng
Angiotensin I/h*min*g (p<0,001 vs. 0 nM PACAP). Die halbmaximale Konzentration EC50,
berechnet aus diesen Daten, betrug 1,9 nM.
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3.1.3 Wirkung von PACAP(1-38)

Neben PACAP(1-27) galt es auch die Wirkung von PACAP(1-38) auf die Reninsekretion der
Niere zu untersuchen, da auch PACAP(1-38) in physiologisch wirksamen Konzentrationen in

vivo vorkommt, 439

Dazu wurde dhnlich wie zu den Versuchen mit PACAP(1-27) eine Konzentrationsreihe mit
PACAP(1-38) durchgefiihrt. Es wurden Konzentrationen von 1 nM, 10 nM und 100 nM
untersucht (Abb. 10).
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Abbildung 10: Effekt von PACAP(1-38) auf die Reninsekretionsrate isoliert

perfundierter Rattennieren.

Ahnlich wie bei PACAP(1-27) stimulierte PACAP(1-38) die Reninsekretionsrate rasch und
konzentrationsabh&ngig. So erhohte die Zugabe von 1 nM PACAP(1-38) die Reninfreisetzung
von 32,1+12,6 auf 64,5+11,1 ng Angiotensin I/h*min*g (p<0,05; Abb. 10). Zudem stellt sich
bei 100 nM PACAP(1-38) ein Plateau der Reninsekretion ein (116,6+9,5 ng Angiotensin
I/h*min*g, p<0,001 vs. 0 nM PACAP). Die maximale Stimulierbarkeit der Reninsekretions-
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rate durch PACAP(1-38) scheint jedoch gegentiber PACAP(1-27) abgeschwécht zu sein
(siehe Abbildungen 8 und 10).

Auch die Wirkung von PACAP(1-38) war reversibel, da nach dem Stop der PACAP Infusion
die Reninsekretionsrate rasch auf Kontrollwerte zurtickging (Abb. 10).

3.1.4 Hemmung der Effekte von PACAP auf die Reninsekretion durch Angiotensin 1l

Nachdem, wie oben dargestellt, eine deutliche Stimulation der Reninsekretion durch
PACAP(1-27) und PACAP(1-38) nachgewiesen worden war, wurde die Regulierbarkeit
dieses Effektes genauer charakterisiert. Da Angiotensin Il, im Sinne eines negativen
Rickkopplungsregulators, einen starken und physiologisch bedeutenden Regulator der
Reninfreisetzung darstellt, wurde Uberprift, ob Angiotensin Il die Effekte von PACAP auf die
Reninsekretion beeinflusst (Abb. 11). Hierzu wurde die Reninsekretionsrate zundchst mit
PACAP(1-27) in der Konzentration von 10 nM vorstimuliert und anschlieRend Angiotensin 11

in der Konzentration von 1 nM zugegeben.

1 control PACAP(1-27) 10nM
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Abbildung 11: Effekt von Angiotensin Il 1 nM auf die mit PACAP(1-27)

vorstimulierte Reninsekretionsrate.
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PACAP(1-27) stimulierte die Reninsekretionsrate von 54,2+6,7 auf 172,3+38,6 ng
Angiotensin I/h*min*g (p<0,05). Die zusatzliche Gabe von 1 nM Angiotensin Il hemmte
diese stimulierte Reninfreisetzung auf Werte unterhalb der Kontrollwerte (p<0.01).

Es zeigt sich also, dass die stimulatorische Wirkung von PACAP auf die Reninfreisetzung der

physiologischen Regulation durch Angiotensin 11 unterliegt. %%

3.2 Wirkungsmechanismus von PACAP

Nachdem nun die Konzentrationsabhéngigkeit von PACAP sowie die Reversibilitdt und die
Hemmbarkeit der PACAP Wirkung nachgewiesen war, galt es den Weg der Stimulierung der
Reninsekretion durch PACAP herauszufinden.

3.2.1  Wirkung von PACAP in Abhingigkeit von Ca?*

Wie erwahnt vermittelt PACAP seine biologischen Effekte klassischerweise uUber die
Aktivierung von Adenylatzyklasen, also den cAMP Signalweg. Allerdings wurde auch die
Modulation der intrazellularen Kalziumkonzentration durch PACAP beschrieben. ® Da die
freie zytosolische Kalziumkonzentration einen wesentlichen Regulator der Reninfreisetzung
darstellt, wurde in den folgenden Experimenten Uberprift, ob die Wirkung von PACAP auf
die Reninfreisetzung Ca?*-abhangig ist. Hierzu wurde zunachst von einem Perfusat mit einer
Kalziumkonzentration von 2,5 mM (Kontrollperfusat) auf ein kalziumfreies Perfusat
gewechselt. Wie in Abbildung 12 dargestellt fiihrte dieses Mandver zu einer deutlichen
Steigerung der Reninsekretionsrate von 28,0 + 6,5 auf 92,3 + 6,9 ng Angiotensin I/h*min*g
(p<0,05), vereinbar mit der bekannten hemmenden Wirkung von Kalzium auf die
Reninfreisetzung.“®"5"%%) Dje anschlieRenden Applikation von 10 nM PACAP(1-27)
stimulierte die Reninsekretionsrate weiter bis auf 382,1+27,0 ng Angiotensin I/h*min*g

(p<0,05). Die Stimulation der Reninfreisetzung durch PACAP ist also nicht kalziumabhangig.
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Abbildung 12: Effekt von PACAP(1-27) 10 nM auf die Reninsekretionsrate unter

Verwendung eines kalziumfreien Perfusates.

3.2.2  Wirkung von PACAP in Abhéngigkeit von cAMP

Nachdem nun gezeigt worden war, dass PACAP auch im Ca?’-freiem Medium die
Reninausschittung steigern kann, galt es die Abhangigkeit von cAMP auf die Reninsekretion
durch PACAP zu untersuchen.

3.2.2.1 Wirkung von PACAP(1-27) in Kombination mit Isoproterenol

Zuerst wurde untersucht, ob PACAP nach einer Vorstimulation der Reninsekretion durch
Isoproterenol noch in der Lage waére die Reninausschuttung weiter zu stimulieren.
Isoproterenol ist ein R-Adrenorezeptoragonist, der ber eine Erhdhung der intrazelluléren

cAMP Konzentration der Reninsekretion stimuliert.“%%)
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Nach Abnahme der Kontrollwerte wurde die Reninsekretion mit 10 nM Isoproterenol von
27,5+6,1 auf 586,3+84,3 ng Angiotensin I/h*min*g vorstimuliert. Die zusétzliche Gabe von
PACAP(1-27) in einer Konzentration von 10 nM hatte keinen weiteren Effekt auf die
Reninsekretion (Abb. 13).
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Abbildung 13: Effekte von 10 nM PACAP(1-27) nach Vorstimulation der

Reninsekretion Gber den cAMP Weg mittels Isoproterenol.

Im Gegenzug wurde untersucht, ob unter einer VVorstimulation der Reninsekretionsrate mittels
10 nM PACAP(1-27) die Reninfreisetzung mit Isoproterenol weiter zu stimulieren ware.
PACAP(1-27) in der Konzentration von 10 nM stimulierte die Reninsekretionsrate deutlich
von 46,6+11,7 auf 198,5+36,6 ng Angiotensin I/h*min*g (p<0,05, n=3). Die Gabe von 10 nM
Isoproterenol stimulierte die Reninfreisetzung allerdings nochmals signifikant auf
470,8+105,0 ng Angiotensin I / h*min*g (Abb. 14).
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Abbildung 14: Wirkung von 10 nM Isoproterenol auf die Reninsekretion nach
Vorstimulation mit PACAP(1-27) 10 nM.

3.3 Wirkung von PACAP in Kombination mit VIP

Es ist schon ldnger bekannt, dass das vasoaktive intestinale Peptid VIP ein Stimulator der
Reninsekretion ist. “®?%") Da VIP und PACAP in anderen Zelltypen dieselben Rezeptoren
aktivieren konnen, wurde untersucht, ob dieses auch beziglich der Effekte auf die
Reninsekretion zutrifft. Da keine pharmakologischen Blocker der einzelnen VIP/PACAP
Rezeptoren verfugbar sind, wurde in einem indirekten Ansatz Uberprift, ob sich die Effekte
von PACAP und VIP auf die Reninsekretion gegenseitig beeinflussen.

Zuerst wurde untersucht, ob PACAP unter einer VVorstimulation mit VVIP noch eine zusétzliche

Stimulation der Reninsekretion bewirken kann (Abb. 15).
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Abbildung 15: Stimulation der Reninsekretion durch PACAP unter

Vorstimmulation durch VIP.

Bei einer VIP-Konzentration von 10nM ergab sich eine signifikante Steigerung der
Reninsekretion von 37,1+7,3 auf 171,2+21,3 ng Angiotensin I/h*min*g (n=4, p<0,05, Abb.
15). Die Zugabe von PACAP in einer Konzentration von 10 nM hatte keinen weiteren Effekt

auf die Reninsekretion.

Umgekehrt galt es zu klaren, ob VIP nach einer Vorstimulation mit PACAP eine weitere
Steigerung der Reninsekretion bewirken konnte. Wie in Abbildung 16 gezeigt, war dieses
jedoch auch nicht der Fall. Nach der bekannten VVorstimulation der Reninsekretion mit 10 nM
PACAP(1-27) hatte die Applikation von 10 nM VIP keinen weiteren Effekt auf die

Reninfreisetzung mehr.
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Abbildung 16: Stimulation der Reninsekretion durch VIP unter Vorstimulation
durch PACAP.

3.4 PACAP Konzentration im Plasma

Um eine mogliche in vivo Relevanz der erhobenen in vitro Befunde zu untersuchen, wurde
abschlieRend die Konzentration von PACAP(1-27) im Plasma von Ratten bestimmt. Hierzu
wurde ein kommerziell erhaltlicher Radioimmunoassay verwendet (Peninsula Laboratories
Inc., San Carlos, USA).

Wie in Abbildung 17 gezeigt, betrug die Plasma-PACAP-Konzentration unter
Kontrollbedingungen 76.1 + 18.2 pMol/L. Da es in der isoliert perfundierten Niere bei einer
PACAP(1-27) Konzentration von 100 pM zu einer signifikanten Stimulation der
Reninsekretionsrate kam (Abb. 17), liegt die in vivo Plasmakonzentration also im wirksamen
Bereich.

Um zu tberpriifen, ob PACAP im Sinne eines hormonellen Regulators die Reninfreisetzung
kontrollieren kdnnte, wurde untersucht, ob Mandver die bekanntermalRen das Reninsystem

regulieren auch zu Verénderungen der PACAP-Plasmakonzentration fihren. Dazu wurde bei
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den Ratten entweder fur eine Woche eine einseitige Nierenarterienstenose angelegt (Abb. 17,
Clip, n=4), oder die Ratten wurden fiir eine Woche mit dem Schleifendiuretikum Furosemid
12 mg/Tag (Abb. 17, Furosemid, n=4) behandelt oder die Tiere wurden auf salzarmer Diét
gehalten und zusatzlich mit dem ACE-Hemmer Ramipril 10 mg/kg Korpergewicht versorgt
(Abb. 17, salzarme Kost mit zusatzlicher Ramiprilgabe, n=4). Alle Mano6ver stimulieren
bekanntermaBen das Reninsystem %9 sie hatten allerdings keinen Einfluss auf die
PACAP(1-27) Konzentration im Plasma (Abb. 17).
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Abbildung 17: In vivo PACAP-Plasmakonzentration unter Bedingungen, die das

Renin-Angiotensin-System stimulieren.
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4 Diskussion

4.1 Wirkungsweise von PACAP 1-27 auf die Reninsekretion

Es gibt verschiedene Signalkaskaden, die die Reninausschittung der juxtaglomeruldren Zellen
steuern. Ein Mechanismus ist dabei die Stimulation der Reninsekretion tber eine Erhéhung
der intrazellularen cAMP-Konzentration. “®“9 Ebenfalls bekannt ist, dass PACAP in
verschiedenen Geweben (ber Stimulation der Adenylatzyklase die cAMP-Konzentration
intrazellular erhoht. 71130 Daher wurde die Vermutung aufgestellt, dass PACAP die
Reninausschittung stimulieren konnte.

Neben der Steigerung der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Aktivierung der
Adenylatzyklase bewirkt PACAP sowohl (ber die VPAC-Rezeptoren als auch Uber einige
Varianten der PAC1-Rezeptoren eine CaZz’-Mobilisation. *” Eine besondere Rolle spielt der
PAC1 TM4-Rezeptor, der durch ein Offnen von L-Typ-Ca”*-Kanalen einen Ca** Einstrom in
die Zelle bewirkt. *8139140) Djeser Rezeptor hat keinen Effekt auf die Adenylatzyklase und
damit die cCAMP-Konzentration im Zytoplasma. ‘*13% Dieser Rezeptor misste, sollte er in
der Niere eine Rolle spielen, zu einem Abfall der Reninkonzentration fuhren. Ob dieser

Rezeptor jedoch in der Niere vorkommt, ist bisher nicht untersucht worden. (84)

4.1.1 Stimulation der Reninsekretion durch PACAP

In den Versuchen mit den Konzentrationsreihen von PACAP zeigte sich eine signifikante
Steigerung der Reninsekretion ab einer PACAP-Konzentration von 0,1 nM. Eine weitere
Steigerung der PACAP-Konzentration im Perfusat in Zehnerpotenzen zeigte - jeweils zum
Vorwert - signifikante Anstiege der Reninausschittung.

Damit konnte nachgewiesen werden, dass der PACAP-Effekt konzentrationsabhéangig ist. Es
handelt sich nicht um einen ,Alles-oder-nichts-Effekt”. Es ist eine Regulation der
Reninausschittung durch die PACAP-Konzentration im Plasma maoglich.

Die direkte Wirkung von PACAP konnte auch durch Experimente an der isoliert
perfundierten Mauseniere nachgewiesen werden. ™'V Dabei 4nderte sich, wie bei unseren

Experimenten auch, der Perfusatflu® der isolierten Niere nicht. Auch in Zellkulturen
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reninproduzierender Zellen konnte die Reninsekretion durch PACAP stimuliert werden. ¢
Die Membrankapazitat von JG-Zellen konnte bei ,,patch-clamp*“-Versuchen durch PACAP
beeinflusst werden. ™Y Die Zusammenschau dieser Experimente und der eigenen Ergebnisse

deutet stark auf eine direkte Beeinflussung der Reninsekretion durch PACAP hin.

4.1.1.1 Reversibilitat des PACAP-Effektes

Wichtig war nun nachzuweisen, dass die erhéhte Reninsekretion unter PACAP nicht auf einen
toxischen Effekt zurtickzufuhren ist. Da der PACAP-Effekt reversibel ist, kann diese
Maglichkeit ausgeschlossen werden.

Hinweise darauf, dass der Effekt physiologisch ist, zeigten ebenfalls die Versuche mit den
PACAP-Konzentrationsreihen. Mit steigender PACAP-Konzentration stieg auch die
Reninsekretion der Niere. Diese Steigerung war (ber einen groReren Bereich proportional zur
PACAP-Konzentration im Perfusat, was auf einen physiologischen Regulationsmechanismus
hindeutet.

Wichtig ist auch die Tatsache, dass mit Isoproterenol, bei einer Vorstimulation durch PACAP,
eine weitere Stimulation der Niere erreicht werden konnte. Diese Stimulation mit
Isoproterenol 10 nM ist physiologisch. “®“®) Das Maximum der Stimulation mit Isoproterenol
liegt sogar hoher als eine Stimulation durch PACAP 100 nM. Das spricht gegen einen
artifiziellen Effekt von PACAP auf die Reninstimulation der Nieren.

Aus den Versuchen Uber die Reversibilitit von PACAP und die Versuche Uber die
Stimulierbarkeit der Reninausschittung mittels Isoproterenol bei einer durch PACAP
vorstimulierten Nieren, zeigte sich, dass PACAP die Reninsekretion zwar steigert, allerdings
nicht bis zu einem Maximum. Der Effekt auf das Renin-Angiotensin-System ist durch
PACAP regulierbar.
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4.1.1.2 Hemmung des PACAP Effektes durch Angiotensin 11

Wichtig war nun herauszufinden, ob klassische Hemmer der Reninsekretion wie Angiotensin
Il die Stimulation der Reninausschiittung mittels PACAP antagonisieren konnen. ¢88499)
Dazu wurde eine Niere mit PACAP stimuliert und UGberprift, ob durch Zugabe von
Angiotensin 1l die Reninsekretion gehemmt werden kann. Es zeigt sich eine signifikante

Hemmung der Reninsekretion.

Diese Versuche unterstrichen die These, dass PACAP zur Regulation der Reninsekretion in
Frage kommt. Neben PACAP, das stimulierend wirkt, kdnnen auch noch andere Substanzen
in physiologischen Konzentrationen in die Regulation des Renin-Angiotensin-Systems
eingreifen. Dabei gibt es Substanzen, die zuséatzlich stimulieren kénnen wie z.B. Isoproterenol
und Metabolite, die die Reninsekretion hemmen koénnen wie z.B. Angiotensin Il. Man kann
davon ausgehen, dass PACAP Teil eines komplexen, vielschichtigen Regulationssystems des

Reninsekretion ist.

4.1.2 Wirkungsunterschiede zwischen PACAP(1-38) und PACAP(1-27)

Wie beschrieben existiert neben PACAP(1-27) auch die Form PACAP(1-38). ¥ Das N-
terminale Ende beider Aminosauren ist das fiir die Funktion entscheidende. (%9299
PACAP(1-38) hat eine hohere Rezeptorbindungsaffinitat als PACAP(1-27). ©®® So ist die 1Cso
am PAC1-Rezeptor fir PACAP(1-27) 0,4 nM, fur PACAP(1-38) 0,2 nM. Die stimulierende
Potenz ist fir PACAP(1-38) mit einer EDsq von 0,2 nM ebenfalls hoher als PACAP(1-27) mit
0,3 nM. @788 vsersyche mit VIP, bei dem das C-terminale Ende verandert wird,
unterstreichen die aus den oberen Ergebnisse hergeleitete These, dass das C-terminale Ende
von PACARP fiir die Rezeptoraffinitat verantwortlich ist. ®

Daraus konnte man ableiten, dass PACAP(1-38) die Reninsekretion stérker stimuliert als
PACAP(1-27), vor allem wenn der PAC1-Rezeptor die entscheidende Rolle in der Niere
spielen sollte. An den VPAC-Rezeptoren ist die Bindungsaffinitat von PACAP(1-27) &hnlich

der Bindungsaffinitat von PACAP(1-38). (:27:128:131)
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Im Versuch zeigte sich eine signifikante Steigerung der Reninsekretion durch PACAP(1-38).
Allerdings war die Steigerung nicht so ausgepragt wie bei PACAP(1-27).

Das konnte drauf hindeuten, dass der PAC1 Rezeptor nicht der vermittelnde Rezeptor in der
Rattenniere ist. Er wurde bisher nicht in der Niere nachgewiesen.**®% Sollten VPAC-
Rezeptor die entscheidenden Bindungsstellen in der Niere sein, sollte die Affinitat von
PACAP(1-27) und PACAP(1-38) nahezu gleich grof3 sein. Auch damit sollte PACAP(1-38)
auf Grund der hheren Potenz mit um ca. 50% niedrigerer EDso starker stimulieren, 381142
Die geringere Steigerung der Reninausschuttung konnte erklart werden, wenn man in Betracht
zieht, dass PACAP(1-38) eine groRe Bindungsaffinitat zu Plasmaproteinen hat. So bindet z.B.
Ceruloplasmin PACAP(1-38) sehr viel starker als PACAP(1-27). ©® Auch wenn
Ceruloplasmin in der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung allenfalls in Spuren vorkommen
durfte, muss man anhand dieser Ergebnisse davon ausgehen, dass PACAP(1-38) durch andere
Proteine, eventuell auch durch Albumin gebunden wird. °**%Y Damit ware der freie Anteil

des Hormons niedriger als PACAP(1-27), was die schwachere Stimulation erklaren kénnte.

Wegen der starkeren Stimulation der Reninsekretion durch PACAP(1-27) wurde in den
weiteren Versuchen PACAP(1-27) eingesetzt.

4.1.3  Wirkungsweise von PACAP in Abhéngigkeit von Ca?*

Neben vier Klassen von PAC1-Rezeptoren, die intrazellulér die Adenylatzyklase aktivieren
gibt es den PAC1 TM4-Rezeptor, der durch ein Offnen von L-Typ-Ca?*-Kanalen einen Ca**
Einstrom in die Zelle bewirkt. 3839140 Djeser Rezeptor hat keinen bisher nachgewiesenen
Effekt auf die Adenylatzyklase und damit die cCAMP-Konzentration im Zytoplasma. (3%
Da ein Ca?'-Einstrom zu einer Hemmung der Reninsekretion fiihren wiirde, PACAP in den
Versuchen allerdings die Reninausschuttung steigerte ist eine Rolle des PAC1 TM4-

Rezeptors bei der PACAP-vermittelten Reninabgabe unwahrscheinlich.

Um einen eventuellen Einfluss von Ca?* auf den PACAP-Effekt auszuschlieBen wurde
untersucht, ob PACAP auch in Ca?*-freiem Medium die Reninsekretion steigern kann.
Sollte Ca®" eine Rolle bei dem Effekt von PACAP auf die Reninsekretion haben, wiirde sich

die Stimulationsleistung von PACAP in Ca*-freiem Medium &ndern. So kénnte sich
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einerseits eine erhohte Sekretion zeigen, wenn ein gewisser hemmender Effekt, z.B. Uber
PAC1 TM4 fehlen wirde. 313140 Es konnte sich auch eine fehlende oder erniedrigte
Sekretionssteigerung zeigen, falls der PACAP-Effekt teilweise oder ganz durch eine

Erniedrigung der intrazellularen Ca2*-Konzentration bedingt ware.

Auch im Ca**-freiem Medium zeigte sich eine Steigerung der Reninsekretion durch PACAP.
Die Steigerung war um das circa 3,8-fache des Ausgangswertes, damit ahnlich der Steigerung
in physiologischem Medium. Dort zeigte sich eine Steigerung um das circa 4,5-fache des
Ausgangswertes. Dieser Unterschied war nicht signifikant.

Damit ist ein Einfluss von Ca®* auf die PACAP-Sekretion unwahrscheinlich. Der Effekt von
PACAP auf die Reninausschittung kann damit nicht hauptsachlich durch eine Senkung des

intrazellularen Ca®*-Spiegels bedingt sein.

414 Wirkungsweise von PACAP in Abhingigkeit von cAMP

Die Frage, ob PACAP die Reninsekretion cAMP-vermittelt steigert, wurde weiterhin
untersucht, indem nach Vorstimulation einer isolierten Rattenniere mit Isoproterenol versucht
wurde, die Reninsekretion mit PACAP weiter zu steigern.

Isoproterenol ist einer der starksten bekannten Stimulatoren der Reninsekretion. 4849

Nach einer Vorstimulation der Reninsekretion mit Isoproterenol (ISO) in der Konzentration
von 10 nM, ist durch Klassische die Adenylatzyklase stimulierende Hormone eine weitere

(13:12)

Erhohung der Reninsekretion kaum mehr moglich. Eine hohere intrazellulére

Konzentration von cAMP als durch 1SO 10 nM hervorgerufen, flihrt nicht zu einer weiteren
Steigerung der Reninausschiittung.

So war zu erwarten, dass auch durch PACAP keine weitere Steigerung der Reninausschittung
maoglich ist, falls der PACAP-Effekt auf die Reninsekretion CAMP vermittelt ist.

Sollte PACAP einen zusatzlich stimulierenden Effekt haben, war von einem anderen
Stimulationsweg neben cAMP auszugehen.

Sollte PACAP unter einer Vorstimulation durch Isoproterenol einen hemmenden Effekt auf
die Reninsekretion haben, konnte eine unter physiologischen Bedingungen untergeordnete

Signalkaskade, z.B. durch einen Ca®* Einstrom mittels PAC1 TM4, dafiir verantwortlich sein.
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Bei einer Vorstimulation durch Isoproterenol zeigt sich keine signifikante Anderung der
Reninsekretion durch eine zusétzliche Zugabe von PACAP. Das spricht fir eine cAMP
vermittelte Steigerung der Reninsekretion durch PACAP.

Das Ergebnis macht auch eine zusatzlichen, unter physiologischen Bedingungen
unterdriickten Signalweg der die Reninausschuttung beeinflussen kann unwahrscheinlich.

Das Ergebnis stutzt die bisherigen Erkenntnisse flr ein Fehlen von PAC1 TM4 Rezeptoren in

der Niere. ®

Da PACAP(1-27) nicht in der Lage war bei einer Vorstimulation mit Isoproterenol 10 nM die
Reninsekretion weiter zu erhohen, trat die Frage auf, ob Isoproterenol die Niere weiter
stimulieren kann, wenn die Reninausschittung bereits mit PACAP vorstimuliert ist.

Die Potenz der meisten anderen Peptidhormone, die die Reninsekretion stimulieren ist
niedriger als die Potenz von Isoproterenol die Reninsekretion zu stimulieren. ®57:726) Daher
konnte man annehmen, dass auch bei einer Vorstimulation des Renin-Angiotensin-Systems
durch PACAP eine weitere Stimulation durch Isoproterenol méglich sei. Diese These basiert
auch auf die Ergebnisse der Stimulation einer isoliert, perfundierten Rattennieren mit
PACAP(1-27) in steigenden Konzentrationen. Dabei war die Steigerung bei einer PACAP-
Konzentration von 100 nM immer noch niedriger als die Stimulation mit Isoproterenol 10
nM.

Es zeigte sich auch, dass Isoproterenol 10 nM die Reninabgabe weiter stimulieren kann, auch
wenn die Niere bereits mit PACAP 10 nM perfundiert ist. Allerdings kann Isoproterenol nur
soweit stimulieren, wie bei einer normal perfundierten Niere ohne Vorstimulation. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Erkenntnissen, dass PACAP bei einer Vorstimulation mit
Isoproterenol keine weiterhin erhdhte Reninsekretion bewirkt und spricht fir einen cAMP-

vermittelten Effekt von PACAP auf die Reninsekretion der Niere.

4.2 Interaktion von PACAP und VIP

Das Renin-Angiotensin-System ist sowohl durch VIP als auch durch PACAP stimulierbar.
(26:23148) Bejde Substanzen wirken teilweise (ber die selben, die sogenannten VPAC-
Rezeptoren. 3313419 Dahej hat PACAP(1-27) eine nahezu gleich groRe Affinitat wie VIP.
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(129107 Daneben wirkt PACAP noch iiber den PAC1 Rezeptor. ‘2?8 An diesen Rezeptor hat
PACAP eine tausendmal hohere Affinitat als VIP. 29

VIP stimuliert bekanntermaBen das Renin-Angiotensin-System. 32514 Dieser Effekt war am
Modell der isoliert perfundierten Rattenniere nachweisbar. VIP stimulierte die Reninsekretion
konzentrationsabhéngig, der Effekt war reversibel.

Da es keine selektiven Blocker fiir die einzelnen PACAP-Rezeptoren gab, wurde versucht
durch indirekte Versuche mit VIP herauszufinden tber welche Rezeptoren PACAP die

Reninausschittung in der Niere stimuliert.

Um weiter zu untersuchen ber welche Rezeptoren PACAP auf die Reninsekretion der Niere
wirkt, galt es die gegenseitige Beeinflussbarkeit von VIP und PACAP auf die
Reninausschittung der Niere zu untersuchen. Bei einer Stimulation der Reninsekretion mit
VIP 10 nM, kann mit der selben Konzentration von PACAP keine weitere signifikante
Stimulation ausgeldst werden.

Das spricht dafur, dass die Wirkung beider Substanzen, bei hoheren Konzentrationen, wie sie
mit 10 nM vorliegen, tiber den VPAC-Rezeptor vermittelt ist. Eine Verdopplung der VIP oder
PACAP Konzentration bei nur einer Substanz im Stimulationsversuch, wiirde nach bisherigen
Forschungsergebnissen ebenfalls keine signifikante Steigerung der Reninsekretion bewirken.
Es ist also gut nachvollziehbar, dass PACAP bei einer Vorstimulation durch VIP keine
weitere signifikante Steigerung der Reninsekretion bewirkt, da auch eine Verdopplung der
VIP-Konzentration nicht zu einer signifikanten Erhdhung der Reninausschiittung fuhrt.

Das lasst darauf schlieBen, dass nicht nur beide Substanzen, zumindest im untersuchten
Konzentrationsbereich, Uber die Aktivierung der Adenylatzyklase mittels VPAC-Rezeptor
wirken, sondern auch, dass beide Substanzen eine ahnlich hohe stimulierende Potenz besitzen.
Dafir spricht auch die entwicklungsgeschichtliche Verwandtschaft von PACAP und VIP,
sowie die Versuche zur Bindungsaffinitat und Potenz am Rezeptor. (4:88129)

Unwahrscheinlich wird durch diese Versuche eine wesentliche Rolle des PAC1-Rezeptors bei
hohen PACAP-Konzentrationen, da PACAP ansonsten entweder eine hohere stimulierende
Potenz als VIP haben misste oder, falls die Reninsekretion tber den PAC1-Rezeptor
gehemmt wirde, zu einem Rickgang der Reninsekretion nach Vorstimulation durch VIP
fuhren wirde.

Diese Ergebnisse decken sich mit Erkenntnissen, die bei Versuchen mit isoliert perfundierten
Mausenieren von PACL1 , knockout“-Mdusen gewonnen wurden. Dort konnte durch PACAP

55



Diskussion 4

in Konzentrationen zwischen 10 nM und 100 nM die Reninsekretion sowohl bei
Wildtypmausen als auch bei PAC1 ,knockout“-Mausen gesteigert werden. V" Allerdings
war hier die Stimulation der Reninfreisetzung im niedrigen Konzentrationsbereich von
PACAP durch den PAC1-Rezeptor vermittelt. Zudem war die Stimulation der
Reninausschuttung, bei PACAP-Konzentrationen, die im Plasma von Mdusen vorliegen, von

PAC1-Rezeptoren abhangig. **V

Bei einer Vorstimulation durch PACAP(1-27) 10 nM fiihrt eine weitere Zugabe von VIP 10
nM ebenfalls nicht zu einer weiteren Steigerung der Reninausschiittung. Auch diese
Beobachtung spricht fur den VPAC-Rezeptor als vermittelnden Rezeptor fir die
Reninausschittung in der Niere durch hohe PACAP-Konzentrationen. In Zusammenschau
bestatigt dieses Ergebnis das Ergebnis, dass PACAP bei einer Vorstimulation durch VIP keine
weitere signifikante Steigerung der Reninabgabe bewirkt.

Isoproterenol 10 nM fiihrt bei einer Vorstimulation durch PACAP 10 nM und VIP 10 nM
gemeinsam zu einer weiteren Stimulation der Reninsekretion. Das deckt sich mit den
Ergebnissen, dass Isoproterenol auch bei einer Stimulation der Reninsekretion nur durch

PACAP zu einer weiteren Stimulation fiihrt.

Wie erwadhnt handelt es sich bei Konzentrationen von 10 nM oder 100 nM bei PACAP und
VIP um relativ hohe Konzentrationen. Die Konzentrationen von PACAP im Plasma von
Mausen liegt im pM-Bereich.

Ob bei niedrigeren Konzentrationen verschiedene Rezeptoren aktiviert werden konnte in den
vorliegenden Experimenten nicht geklart werden. Hierzu sind Versuche erforderlich, die mit
niedrigeren Konzentrationen von VIP und PACAP arbeiten. Zudem bieten sich hier Versuche
an PAC1-knockout Mausen an. 49

Mittlerweile sind solche Versuche durchgefihrt worden. Sie zeigen, dass die Stimulation des
Renin-Angiotensin-Systems bei PACAP-Konzentrationen von 0,1 nM Abhéngig von PAC1-
Rezeptoren ist. Die Reninausschittung wurde bei diesen Konzentration bei Nieren von
Wildtypméusen signifikant gesteigert, wéahrend bei PAC1-knockout M&usen kein Effekt
eintrat. Zudem liegt die Plasmareninkonzentration von PAC1-knockout Mé&usen signifikant
hoher als die Plasmareninkonzentration von Wildtypmausen. 'V

Diese Daten deuten auf eine wichtige Rolle der PAC1-Rezeptoren bei der physiologischen

Regulation der Reninabgabe durch PACAP hin.
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4.3 PACAP-Konzentration im Plasma in vivo

Eine PACAP Wirkung auf die Reninsekretion in der Niere wurde ab einer Konzentration von
100 pM PACAP im Plasma nachgewiesen. Bei Versuchen zeigte sich eine durchschnittliche
PACAP-Plasmakonzentratuion von circa 75 pM in einer Kontrollgruppe. Somit liegt die
PACAP-Konzentration im Plasma im wirksamen Bereich.

Um zu untersuchen, ob PACAP im Sinne eines hormonellen Regulationssystems die
Reninausschuttung der Nieren beeinflusst wurde Mandver veranlasst, die zu einer Steigerung
der Reninsekretion in vivo fihren.

Es zeigt sich bei all diesen Mandvern keine signifikante Steigerung der Plasmakonzentration
von PACAP. Das spricht gegen eine Rolle von PACAP als humorales Regulationsinstrument
bei der Steigerung der Reninausschittung durch ACE-Hemmer, Schleifendiuretika und eine
Nierenarterienstenose.

Diese Daten werden durch Untersuchungen an PAC1 ,knockout“-Mé&usen gestiitzt. Dort
hatten PAC1 ,knockout“-Mause einen niedrigeren Plasmareninspiegel im Vergleich zu
Wildtypméusen. Das RAA-System ldsst sich aber bei beiden genetischen Varianten
gleichsinnig regulieren. ™ PACAP scheint systemisch einen tonisch stimulierenden Effekt
auf die Reninsekretion zu haben, der Regulationsmechanismus der akuten Reninausschittung
ist nach diesen Untersuchungen humoral ebenfalls nicht oder nur unvollstandig von PACAP

abhangig.

Allerdings kommt PACAP vor allem in Nervenendigung in der Nierenrinde als Co-
Transmitter vor “"*41_ Es kénnte also durchaus sein, dass PACAP lokal als Co-Transmitter
ausgeschuttet wird und somit zu einer Steigerung der Reninsekretion fuhrt. Als Co-
Transmitter konnte PACAP auch eine wesentlich hhere Konzentration am juxtaglomerularen
Apparat erreichen, als die PACAP-Konzentration im Plasma. ©*

Um das genau herauszufinden missten noch weitere Versuche durchgefiihrt werden. Es
misste zum Beispiel die lokale PACAP-Konzentration am juxtaglomeruldren Apparat in
Ruhe und bei Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems gemessen werden, was technisch

schwer realisierbar ist. Zudem kdnnten Versuche an PACAP-knockout Mausen hilfreich sein.

57



Diskussion

58



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Es gibt verschiedene Signalkaskaden, die die Reninsekretion der juxtaglomeruldren Zellen der
Niere steuern. Eine Signalkaskade geht dabei Uber die Beeinflussung der intrazellularen
cAMP-Konzentration. PACAP als Hypophysenhormon erhoéht die intrazellulare cAMP-
Konzentration.

Es konnte in den Versuchen mit der isoliert perfundierten Rattenniere gezeigt werden, dass
PACAP uber diese Erhohung der intrazellularen cAMP-Konzentration die Reninsekretion der
Niere steigert. Dabei ist dieser Effekt sowohl durch PACAP(1-27) als auch durch PACAP(1-
38) auszuldsen. Die Sekretionssteigerung ist reversibel und durch Angiotensin I hemmbar.
Durch Simultanversuche mit VIP, das eine dhnlich hohe Affinitat zu VPAC-Rezeptoren wie
PACAP besitzt, zeigten sich Hinweise auf eine Beteiligung dieser VPAC-Rezeptoren auf die
Reninausschuttung durch PACAP, bei den verwendeten hohen Konzentrationen. Allerdings
gibt es Untersuchungen an PAC1-knockout Ma&usen, die fir eine Beteiligung der PAC1-
Rezeptoren an der Steigerung der Reninsekretion sprechen. Eventuell waren die relativ hohen
Konzentrationen von VIP fir die Aktivierung der PAC1-Rezeptoren bei unseren Versuchen
ausschlaggebend.

Bei in vivo Versuchen zeigte sich keine Anderung der PACAP-Plasmakonzentration durch
Manover, die die Reninsekretion der Niere erh6hen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass
die Erh6hung der Reninserumkonzentration durch ACE-Hemmer, Schleifendiuretika und
Nierenarterienstenose nicht durch PACAP vermittelt ist.

Allerdings stimuliert PACAP bei physiologischen Konzentrationen die Reninsekretion und
hat demnach eine systemische Wirkung auf das RAA-System. Zusatzlich konnte PACAP als
Co-Transmitter in Nervenendigungen indirekt an der Reninausschittung der Niere beteiligt
sein.

Um die lokale Wirkung von PACAP am juxtaglomeruldren Apparat der Niere zu untersuchen

sind weitere Versuche notwendig.

Teile der Arbeit wurden bereits im ,Journal of the American Society of Nephrology*
publiziert (Hautmann M, Friis U, Desch M, Todorov V, Castrop H, Segerer F, Otto C, Schiitz
G, Schweda F; Pituitary Adenylate Cyclase-activating Polypeptide stimulates Renin secretion
via Activation of PAC1 Rezeptors; J Am Soc Nephrol. 2007; 12:1150-6).
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