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Einleitung

1. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) der Niere

1.1. Wirkungsweise und physiologische Bedeutung des RAAS

Als wichtigstes Exkretionsorgan des Korpers besitzt die Niere essentielle Bedeutung in der
Aufrechterhaltung des Elektrolyt- und Flissigkeitshaushalts sowie in der Regulation des
Blutdrucks.

Sie ist nicht nur Zielorgan zahlreicher Hormone, sondern steuert auch selbst auf endokrinem
Wege entscheidende Korperfunktionen. Eine wichtige Rolle hierbei spielt das Renin

Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (Peters & Clausmeyer, 2002; Mercure C. et al., 1998).

Zentraler Regulator des RAAS ist Renin, ein proteolytisch wirksames Enzym, das vorwiegend
in der Niere gebildet wird. Es katalysiert die Hydrolyse des von der Leber ins Blut
sezernierten Glykoproteins Angiotensinogen zu Angiotensin | (ANGI) und gibt so Ansto8 zum

Start einer komplexen Enzymkaskade (Abb.1.1).

Das biologisch inaktive ANGI wird durch das aus dem Lungenepithel stammende Angiotensin-
Converting-Enzyme (ACE) in das aktive, um zwei Aminosauren kirzere Oktapeptid-Hormon
Angiotensin Il (ANGII) tiberfiihrt. Uber die Bindung an spezielle Angiotensin-II-(AT)-Rezeptoren
ist ANGII eigentlicher Mediator des Systems. Es wirkt stark vasokonstriktorisch und fiihrt
folglich zu einer Erh6hung des GefaBwiderstands und damit auch des Blutdrucks. ANGII regt
in der Neurohypophyse die Freisetzung von Vasopressin zur vermehrten Wasser-
rickresorption an und induziert aullerdem zur gesteigerten Fllssigkeitsaufnahme das
Durstgefiihl im Hypothalamus. Uber AT1-Rezeptoren nimmt es zum einen direkten Einfluss
auf die tubuldre Na’- und Wasser-Riickresorption. Zum anderen férdert es diese auch
indirekt Uber die Stimulation der Nebenniere zur Synthese und Sekretion des
Steroidhormons Aldosteron. Letztendlich resultiert eine Aktivierung des RAAS in einer

malgeblichen Erhéhung des Blutdrucks und des Blutvolumens.
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Anders als beim Menschen, bei dem unter physiologischen Bedingungen vor allem die
Plasmareninkonzentration begrenzend ist, gilt in der Maus Angiotensinogen als limitierender

Faktor des Systems (Kurtz A., 1989; Hackenthal E. et al., 1990, Persson PB., 2003).
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Abb.1.1 Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
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1.2. Der juxtaglomerulire Apparat, die Reninsynthese und -sekretion

In der Niere wird Renin hauptsachlich von juxtaglomeruldaren Epitheloidzellen (JGE-Zellen),
die in der Wand der Vasa Afferentia in unmittelbarer Ndahe zum vaskuldren Pol des
Glomerulus sitzen, exprimiert (Abb.1.2) und dort in sekretorischen Vesikeln bis zu seiner

kontrollierten Freisetzung gespeichert (Bader & Ganten, 2000; Taugner R. et al., 1987).
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= ’
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- L Ly i
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Endothelzelle
der Glomeruluskapillare -
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| i I ! J
Malpighi-Kérperchen juxtaglomerulérer Apparat

Abb.1.2 Schematische Darstellung eines Glomerulums mit detaillierter Beschreibung des

juxtaglomeruliren Apparats
(Grafik aus http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio211/chap25/chap25.htm)

Die nierenspezifische Reninsynthese und -sekretion wird durch verschiedenste systemische
und intrarenale Faktoren dirigiert. Auf Zellebene betrachtet, stellen hier die sekundaren
Messenger Ca®*, cGMP sowie cAMP die wichtigsten Regulatoren dar. Der sekundare
Botenstoff cGMP kann sowohl stimulierend als auch inhibierend auf das RAAS einwirken
(Wagner C. et al., 1998a; Kurtz A. et al., 1998; Beierwaltes WH., 2010). Der cAMP-Signalweg
gilt mit der Aktivierung von Gsa und Proteinkinase A (PKA) als klassischer Stimulator des
Reninsystems, Ca®* hemmt es dagegen. Anders als bei den meisten sekretorischen Zellen

fuhrt ein Anstieg des intrazelluliren Ca**-Spiegels zur Inhibition der Reninsekretion. Dieses

Einleitung: Renin und Reninzellrekrutierung



Phdanomen wird auch als Calciumparadoxon der Reninfreisetzung bezeichnet (Schweda &

Kurtz, 2004; Griinberger C. et al, 2006; Peters & Clausmeyer, 2002; Persson PB.; 2003).

1.3. Die Regulation der renalen Reninaktivitit

Die Regulation der Reninexpression ist duBerst komplex. Auf Organebene gilt das
sympathische Nervensystem, das tber 31-Rezeptoren zur Reninproduktion und -freisetzung
anregt, als wohl wichtigster systemischer Stimulator. Andere systemische Regulatoren wie
die Kochsalzzufuhr die ANGII-Konzentration im Blut und auch der Blutdruck wirken dagegen
mit negativen Feedback-Mechanismen hemmend auf das Reninsystem (Schnermann J., 1998;
Holmer S. et al., 1993; Bader & Ganten, 2000; Schweda F. et al., 2005; Kurtz & Wagner,
1998). Bei der lokalen Kontrolle zur Reninregulation sind besonders der Macula-densa-
Mechanismus als tubuldrer Chloridsensor, der Perfusionsdruck in der Nierenarterie und
endotheliale Faktoren wie Stickstoffmonoxid und Prostaglandin E;, von entscheidender

Bedeutung (Kurtz & Wagner, 1998).

1.4. Reninzellrekrutierung im Verlauf der Nephrogenese

E16 > adult

—_—
. afferente
arcuate Interl_obulare APSFEH
interlobare Arterie Arterie
Arterie

Abb.1.3 Schematische Darstellung der Nierengefiflbaumentwicklung und Renin-
zellrekrutierung (in griin) wihrend der Nierenreifung von E16 bis adult.
(Mit freundlicher Genehmigung von Dominik Steppan zur Verfiigung gestellt).

Renin und Reninzellrekrutierung
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Die Lokalisation von Reninzellen an ihrer klassischen juxtaglomeruldren Position in der
Tunica Media der afferenten Arteriolen ist zwar typisch fiir die ausgereifte Niere, variiert
jedoch wahrend der Nephrogenese in einem fiir Sdugetiere uniformen Muster (Carbone GM.
et al.1993; Gomez RA. et al., 1989; Graham PC. et al., 1992; Kon Y. et al., 1994, Minuth M. et
al., 1981; Castrop H. et al, 2010). In Abb.1.3 sind schematisch die Entwicklung des

Gefdllbaums und die Reninzellrekrutierung im Verlauf der Nierenreifung gezeigt.

Nach Vaskularisierung der Niere lassen sich Renin bildende Zellen zunachst in der Wand
groRer arterieller Gefdl3e finden. Mit fortschreitender Nierenreifung folgen sie dann dem sich
entwickelnden Gefalisystem in Richtung kleinerer Arterien, ziehen sich dabei zunehmend aus
den groRen GefaRen zurlick, bis sie schliellich den vaskuldren Pol am Glomerulus und damit ihre
klassische juxtaglomeruldre Position im Adultstadium erreicht haben (Sauter & Machura et al.,

2007; Minuth M. et al., 1981; Gomez AR. et al., 1989 & 1999).

Abb.1.4 Abstammung der JG-Zellen.

Dargestellt sind methanephrotische Angioblast

Mesenchymzellen (MC) als  Ursprung / \
vaskuldrer  Glattmuskelzellen sowie  der

Reninzellvorldufer und der Endothelzellen, die

von Angioblasten abstammen. Wihrend der S5 Reninzellvorldufer
Ontogenese konnen sich Reninzellvorldufer in %’v \

JG-Zellen und zu einer Subpopulation von . G

Glattmuskelzellen entwickeln. Diese speziellen

Glattmuskelzellen besitzen die Fahigkeit, iiber ~— S == T e
metaplastische ~ Verformung  wieder in  gndothelzellen

Reninzellen tiberzugehen JG-Zellen
(nach Sequeira Lopez ML etal,, 2001). Glattmuskelzellen

Welche Zellen im Laufe der Nephrogenese die Fahigkeit zur Reninproduktion erlangen, ist
unklar. Auch deren Herkunft ist bislang nicht bekannt. Eine Hypothese besagt, dass Reninzellen
ohne nierenspezifische Induktion in extrarenalen GefaRwanden ihren Ursprung finden und im
Verlauf der renalen Vaskularisierung in die fotale Niere eingeschleust werden (Richoux AS. et al.
1987, Fuchs S. et al. 2002). Da sich wahrend der Embryonalentwicklung Renin bildende Zellen
bereits noch vor Vaskularisierung der Niere im undifferenzierten Blastem des Metanephros
finden lassen, geht eine andere Hypothese (Abb.1.4) davon aus, dass Renin produzierende
Zellen von Progenitorzellen des renalen Metanephros abstammen (Sequeira Lopez ML. et al.,
2001, Reddi V. et al., 1998). Embryonale Reninzellen konnen Vorlaufer anderer nicht Renin
exprimierender Zelltypen sein. Deshalb flihrt eine Inhibition der Generierung Renin bildender
Zellen zu schweren Entwicklungsstorungen der Gesamtniere (Sequeira Lopez ML. et al., 2004;

Pentz ES. et al., 2004). Welche Faktoren dieses charakteristische An- und Abschalten der

Renin und Reninzellrekrutierung
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Reninexpression im Zuge der Nierenreifung verantworten, ist bislang noch weitestgehend
ungeklart. Neueste Daten lassen allerdings vermuten, dass Chromatinremodellierung und cAMP
zur Erlangung und Aufrechterhaltung des Reninzellcharakters eine wesentliche Bedeutung

besitzen (Pentz ES. et al., 2008).

1.5. Aspekte zur Rekrutierung Renin bildender Zellen in der adulten
Niere

Interessanterweise kdnnen Zellen, die wahrend der Nierenentwicklung einmal zur Synthese
von Renin befahigt waren, diese auch im Adultstadium wiederaufnehmen (Sequeira Lopez
ML. et al., 2004). In der adulten Niere stellen JG-Zellen nur eine sehr kleine Zellpopulation
von myoepithelialen Zellen in der Tunica Media der afferenten Arteriolen dar. Dabei ist die
Anzahl an Renin produzierenden Zellen sehr variabel. Sie sinkt im Allgemeinen mit
zunehmendem Alter und unterliegt je nach Reninbedarf teils drastischen Schwankungen.
Chronische Stimulation des Reninsystems wie Salzdepletion, Nierenarterienstenose oder
ACE-Inhibition fuhrt zu einer retrograden Rekrutierung Renin bildender Zellen in den
afferenten Arteriolen bis hin zu den interlobularen Arterien. Dies geschieht in einer bislang
noch unverstandenen diskontinuierlichen Weise, bei der sich reninpositive mit
reninnegativen Zellen in einem streifen- bzw. banddhnlichen Muster abwechseln (Fuchs S. et
al., 2002; Kurtz & Wagner, 1998). Man geht davon aus, dass Glattmuskelzellen der GefdaRe
durch reversible metaplastische Verformung die Eigenschaft zur Reninsekretion erlangen
(Cantin M. et al., 1977; Sequeira Lopez ML. et al., 2001). Eine Studie von Sequeira Lopez ML.
et al. aus dem Jahre 2004 zeigte, dass nicht alle glattmuskelzelldhnlichen Zellen diese
Umwandlung durchlaufen kénnen, sondern nur solche, welche schon wahrend der friihen
Entwicklung genetisch dazu vordeterminiert wurden. Welche Regulationsmechanismen
diesem schon seit langem bekannten Phdanomen der Rekrutierung von Reninzellen in der

adulten Niere auf Organ-, Zell- und molekularer Ebene zu Grunde liegen, ist jedoch offen.

Auch die Herkunft der Reninzelle konnte noch nicht eindeutig festgelegt werden. Lange Zeit
wurde angenommen, dass JG-Zellen aufgrund der in ihnen enthaltenen Myofilamente
metaplastisch modifizierte Glattmuskelzellen (SMC) sind (Taugner & Hackenthal, 1989;
Taugner R. et al., 1984, Barajas L., 1979; Kurtz & Wagner, 1998). Neuere Untersuchungen zur

Aufklarung der Abstammung Renin exprimierender Zellen (Abb.1.4) lassen jedoch vermuten,

Renin und Reninzellrekrutierung
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dass es sich dabei nicht um Glattmuskelzellen per se handelt. Dagegen wird angenommen,
dass diese Zellen ihren Ursprung vielmehr in einer Vorlauferzellform finden, welche auch in
eine Reihe nicht Renin bildenden Zelltypen wie SMCs, Mesangial- oder extrarenalen Zellen

weiter differenzieren kann (Sequeira Lopez ML. et al., 2001).

2. Prostaglandine und das Renin-Angiotensin-System

Die Prostaglandine (PGs) PGl, und PGE,, welche lber Prostanoidrezeptoren wirken, gelten
als wichtige direkte Stimulatoren der Reninsynthese und -sekretion. In-vitro-Studien an
deletionsmutanten Mausen einzelner Prostaglandinrezeptoren konnten belegen, dass zur
Vermittlung des PG-Stimulus auf die Reninzelle, speziell die Prostanoidrezeptoren EP2, EP4
und IP eine wichtige Rolle spielen. Diese leiten das Signal Gs-Protein gekoppelt ins Zellinnere
weiter, was zu einem Anstieg der intrazelluldren cAMP-Konzentration und letztendlich zur
Sekretion von Renin fihrt (Castrop H. et al., 2010; Friis UG. et al., 2005; Fujino T. et al., 2004;
Jensen BL. et al., 1996; Schweda F. et al., 2004; Breyer & Breyer, 2000).

2.1. Allgemeine Prostaglandincharakterisierung und -wirkungsweise

Allgemein umfassen die Prostaglandine (Prostanoide) eine mannigfaltige Familie von
Autacoiden aus dem Cyclooxygenase (COX) katalysierten Arachidonsdauremetabolismus.
Freie Arachidonsdure, abgespalten von Membranphospholipiden, wird dabei in einer
zweistufigen enzymatischen Reaktion zundchst in das instabile Zwischenprodukt PGH,
umgewandelt. PGH; wird mit Hilfe spezieller Synthasen dann in die verschiedenen biologisch
aktiven und stabileren Prostanoidformen metabolisiert. Die funf Prostanoidvertreter sind
PGE,, Prostacyclin (PGl,), PGF,,, PGD, sowie Thromboxan A, (TxA,). Jedes dieser
Prostaglandine wirkt Uber einen spezifischen G-Protein-gekoppelten Zelloberflachen-
rezeptor. Es wird angenommen, dass Prostanoide in allen wichtigen Organsystemen wie
dem Kardiovaskularsystem, dem Gastrointestinaltrakt, dem Reproduktions- oder renalen
System in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine Rolle spielen. In der
Niere kénnen sie sowohl auf parakrine als auch auf autokrine Weise wirksam werden und
sind an der Regulation der Salz-Wasser-Homeostase, des Gefaltonus und hormoneller

Prozesse beteiligt (Harris RC. 2008; Hao & Breyer, 2008; Nasrallah R. et al., 2007).
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2.2. Prostaglandinbiosynthese - Cyclooxygenasen, als Schliisselenzyme

Als Schlisselenzym und geschwindigkeitsbestimmender Faktor der Prostaglandin-
biosynthese spielt COX, auch bekannt als Prostaglandinsynthase G,/H, (PTGS), eine zentrale
Rolle in der Bereitstellung der verfligbaren Prostanoidmenge. Damit ist PTGS entscheidend
an der Regulation der Uber Prostaglandine vermittelten Prozesse beteiligt. Es gibt zwei
klassische Cyclooxygenaseisoformen, COX-1 (PTGS1) und COX-2 (PTGS2), welche zwar eine
60% -ige Homologie aufweisen, jedoch Produkte zweier unterschiedlicher Gene sind und sich
sowohl in ihren Expressionsmustern als auch in ihrer Regulation unterscheiden. Eine putative
dritte Isoform, COX-3 als SpleiBvariante von COX-1, wird derzeit noch diskutiert
(Chandrasekharan NV. et al., 2002). COX-1 wird Uberwiegend konstitutiv exprimiert und
katalysiert die Produktion von Prostaglandinen, die alltagliche physiologische Funktionen in
Organen wie der Niere, im Gastrointestinaltrakt und in Thrombozyten koordinieren und
modellieren. Basierend auf ihrer weiten Verbreitung in den unterschiedlichsten Geweben,
gilt COX-1 im Allgemeinen als die konstitutive, COX-2 dagegen als die induzierbare Isoform.
Verglichen mit COX-1 ist die COX-2-Expression basal zwar weitaus spezifisch begrenzter,
reagiert aber daflir enorm auf inflammatorische und proliferative Stimuli. Von COX-2
generierte Prostaglandine gelten aullerdem als zentrale Regulatoren von physiologischen
Ereignissen wahrend der Entwicklung, des Zellwachstums und bei Entziindungen (Khan KN.

et al., 1998; Cheng & Harris, 2003).

2.3. COX-Expression in der Niere

In der Niere werden beide Isoformen, sowohl COX-1 als auch COX-2, konstitutiv exprimiert.
COX-1 wird in glomerularen Mesangialzellen, vaskuldren Endothelzellen, parietalen
Epithelzellen der Bowman-Kapsel und Zellen des kortikalen sowie medulldaren
Sammelrohrsystems synthetisiert (Komhoff M. et al., 1997, Cheng & Harris, 2004). In den
Spezies Maus, Ratte, Kaninchen, Hund und Mensch wird COX-2 in der Macula densa und
Interstitialzellen der Medulla gebildet. Tiefergreifende Studien an Ratten- und
Kaninchennieren zeigten aulRerdem eine COX-2-Expression in an die Macula densa
angrenzenden tubuldren Zellen im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife (Castrop H.
et al., 2010; Vio CP. et al., 2001). In der humanen Niere finden sich zusatzlich geringe, aber

detektierbare Mengen an COX-2 in den Podozyten und Glattmuskelzellen der Arteriolen

Cyclooxygenasen und Prostaglandine
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(Harris RC. et al., 1994; Komhoff M. et al., 1997; Khan KN. et al., 1998; Campean V. et al.,
2003; Harris RC., 2006).

2.4. COX-2 als potenter Regulator des RAAS

Es ist bekannt, dass die Macula-densa-(MD)-Zellen sowohl im Mensch als auch im Nager
neben COX-2 auch die PGE,-Synthase besitzen. Diese ist zur Bildung von PGE, essentiell
(Campean V. et al., 2003; Therland KL. et al. 2004). Nicht nur ihre Lokalisation in
unmittelbarer Nahe der JG-Zellen lasst vermuten, dass von COX-2 stammende
Prostaglandine an der Signalvermittlung zwischen epithelialer Macula densa und vaskularen
Renin sekretierenden JGE-Zellen beteiligt sind. Die Regulation der macularen COX-2-
Expression unterliegt den gleichen physiologischen Parametern und geht im Normalfall mit
Anderungen der Aktivitdt des Renins einher. Sowohl die Bildung des Renins als auch die
PTGS2-Produktion ist stark von der tubuldren Salzkonzentration, ANGII und dem Blutdruck
abhidngig (Schweda F. et al., 2003; Wagner C. et al., 1998b; Wagner C. et al., 2000).
Peti-Peterdi et al. (2003) konnten unter Verwendung von Biosensorzellen in ihren Versuchen
eine Freisetzung von PGE, aus MD-Zellen als Reaktion auf eine verringerte luminale NaCl-
Konzentration belegen. Bei Niedrigsalzdiat, gesenktem renalen Perfusionsdruck, unter
chronischer Gabe von Schleifendiuretika oder bei Barttersyndrom-Patienten konnte eine
gesteigerte COX-2-Expression festgestellt werden. Ahnliche Befunde lieferten Studien mit
ACE-Inhibitoren und ANGII-AT1-Rezeptorantagonisten (Cheng HF. et al., 1999; Cheng HF. et
al., 2001). Ein weiterer aussagekraftiger Beleg fir das enge Zusammenspiel des RAAS mit
PTGS2 ist die Tatsache, dass klassische Mandver zur Stimulation der Reninproduktion bei
fehlender COX-2-Aktivitat z.B. in Knockoutmadusen und bei selektiver pharmakologischer
Inhibition fehlschlagen oder nur einen sehr schwachen Effekt erzielen. Bei fehlender COX-1-
Expression konnte dies nicht beobachtet werden (Cheng HF. et al., 2001, Cheng HF. et al.,
2002; Yang T. et al., 2000).

Cyclooxygenasen und Prostaglandine
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3. Der Differenzierungsfaktor TGF-3, dessen Rezeptor TGF-BRII und
das RAAS

Einige Studien geben Anstof8 zur Annahme, dass auch der Differenzierungsfaktor
TGF-p (transforming growth factor beta), im Speziellen seine Isoformen TGF-B1 und - 32, mit
dem Renin-Angiotensin-System interagieren (Kashiwagi M. et al., 2000, Liu & Ballermann,
1998). Bereits 1991 beschrieben Horikoshi et al. im Rahmen von Versuchen mit Mausen
unter Trinkwasserentzug einen deutlichen Anstieg sowie eine Ansammlung und
Kolokalisation von TGF-B2 und Renin in JGE-Zellen in der Glattmuskelzellschicht von
interlobularen Arterien. Vergleichbares zeigte sich auch bei Ratten unter Dehydration,
Kaliumdepletion oder unter ACE-Inhibition (Ray PE. et al., 1993). In Kindern mit Hypertrophie
des juxtaglomeruldren Apparates, verursacht durch Nierenarterienstenose und ischamischer
akuter Nierenschadigung, konnte eine gesteigerte TGF-B2-Expression beobachtet werden

(Ray PE. et al., 1994).

3.1. Die TGF-§ initiierte Signaltransduktionskaskade

Ligand TGF-Bs zahlen zur Superfamilie TGF-,

welche auBerdem die BMPs (bone

Cytoplasma

F—smad6/7 Smurf1/2 morphogenetic proteins), Aktivine und

Rezeptoren b mit ihnen verwandte Proteine umfasst.
Typ Il und |

S in-Th in-Ki . .
(Seronin-Threonin-Kinase) /&‘{Q_Smw@ Von TGF-B selbst sind drei Isoformen

) {.jB-Smaa_(’E)
smurf1/2 — @-Smad) (Smad4 Smad4 beschrieben (TGF-B1-3), welche alle

auch in der Niere exprimiert werden

Koaktivatoren Ando T. et al., 1998). Allgemein spielen
od. Rtepr:assoren 1 ( ) g p
f S - sie eine wichtige Rolle in der Regulation

Nukleus

von Zellfunktionen sowie bei der

Abb.1.5 Allgemeiner Mechanismus der TGF-B-Rezeptor- Entwicklung, z.B. bei der Angiogenese
und Smad-Aktivierung ) )

(nach Derynck R. & Zhang YE., 2003). oder Zelldifferenzierung, und stehen
deshalb in Verbindung mit Tumorgenese. Die Weiterleitung von TGF-B generierten Signalen
erfolgt Uber zwei verschiedene Transmembranrezeptoren mit Seronin-Threonin-Kinase-

Aktivitat, den TGF-B-Rezeptor-Typen | und Il (TGF-BRI und -RlIl). Im Zuge der Signaltransduktion

TGF-B und TGF-B-Signalwegskomponenten
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(Abb.1.5) kommt es, induziert durch Ligandenbindung, zur Dimerisierung von Typ |, auch
bekannt als ALK (activin like kinase 1-7), und Typ-ll-Rezeptoren. Die Bildung dieses
heterodimeren Komplexes an der Zelloberflaiche ermoglicht nun der Rezeptorkinase des
Rezeptors Typ |l die Transphosphorylierung der Rezeptor-lI-Kinasedomane, was diese
wiederum zur Phosphorylierung von Smad-Proteinen und damit zur Aktivierung der Smad-
Protein-Kaskade befdhigt. Es handelt sich dabei um eine lineare Signalweiterleitung,
ausgehend vom Typ-lI-Rezeptor liber Typ-I-Rezeptor und den Smads, welche letztendlich zu
einer ligandinduzierten Transkription im Nukleus fuhrt (Attisano & Wrana, 2002; Shi &
Massagué, 2003;Yingling JM. et al., 2004, Derynck & Zhang, 2003; Carvalho RL. et al., 2004;
Oshima M. et al., 1996).

3.2. Der TGF-B-Rezeptor-Typ Il in Renin bildenden Zellen

Die unterschiedlichen Differenzierungsfaktoren besitzen, je nachdem welches Signal sie
vermitteln, verschiedene Kombinationen von bestimmten Typ-I- und Typ-llI-Rezeptoren.
Auch die Bildung oligomerer Smadkomplexe und diverse sequenzspezifische
Transkriptionsfaktoren, mit denen sie interagieren kénnen, erhéhen die Variabilitdt dieses
Systems und bilden auf diese Weise mit die Grundlage zu einer zell, organ und
kontextabhdngigen Regulation (Attisano & Wrana, 2002). Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl TGF-B-Rezeptor-Typ | als auch -Typ Il in der Niere in Endothelzellen des Glomerulus,
Mesangial- und Epithelzellen, sowie im Tubulus exprimiert werden (MacKay K. et al., 1989;
Shankland SJ. et al., 1996). Unter pathologischen Bedingungen andert sich dieses
Expressionsmuster (Ando T. et al., 1998). Bei experimentieller membranéser Nephropathie
beispielsweise lasst sich TGF- BRI- und -RIl-Expression verstarkt in glomerularen Epithelzellen

beobachten (Shankland SJ. et al., 1996).

Rezeptorexpressionsstudien an Mausen wahrend der Entwicklung und im Adulttier, bei
denen eine starke TGF-BRII-Expression in Renin bildenden Zellen nachgewiesen werden
konnte, implizieren, dass ein von TGF-BRII transduziertes Signal im Zusammenhang mit dem

RAAS stehen konnte (Liu & Ballermann, 1998).
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4. Zielsetzung: Untersuchung von COX-2 und TGF-3 als potentielle

Faktoren zur Steuerung der Reninzellrekrutierung

Sowohl die COX-2- als auch die TGF-BRII-Expression unterliegen, wie die des Renins,
wahrend der Nephrogenese starken sequentiellen Schwankungen, wobei die des TGF-BRII
sogar auf weiten Strecken mit der des Renins korreliert (Stubbe J. et al.; 2003; Liu &
Ballermann., 1998). Auch wird die Synthese von Renin, COX-2 und TGF-B2 (ein Ligand des
TGF-BRII) durch gleiche physiologische Prozesse modelliert. TGF-B ist entscheidend an der
Ausbildung von GefalRen beteiligt (Karamysheva AF., 2008). Es wird aullerdem vermutet,
dass TGF-B die Differenzierung von Perizyten beeinflusst. Diese Zellen gehdren wie die
Glattmuskelzellen zu den muralen Zellen. Man geht derzeit davon aus, dass beide Zelltypen
der gleichen Zelllinie entstammen (Armulik A. et al., 2005; Gaengel K. et al., 2009). Bei der
Rekrutierung Renin bildender Zellen spielen glattmuskelzelldhnliche Zellen eine zentrale
Rolle. Basierend auf einer gemeinsamen Abstammung kéonnte TGF-B in der Reninzelle, im
Speziellen der TGF-B-Rezeptor Il, von Bedeutung sein. COX-2 dagegen wirkt Gber den cAMP-
Signalweg. Neueste In-vivo-Studien lassen darauf schlieRen, dass eine intakte cAMP-Kaskade

essentiell fiir die Reninexpression wahrend der Entwicklung ist (Neubauer B. et al., 2009).

Eine Involvierung beider Faktoren, COX-2 und TG-BRIl, in den bislang weitestgehend
unaufgeklarten Steuermechanismus der Reninzellrekrutierung, wahrend der Nephrogenese
aber auch in der adulten Niere, ist daher durchaus denkbar. Eingehende Untersuchungen zur
Reninexpression in COX-2 defizienten sowie an reninzellspezifisch deletierten TGF-BRII
Mausen sollen daher Aufschluss bringen, ob und — wenn ja — inwieweit ein Fehlen dieser
Faktoren das Phdanomen der Reninzellrekrutierung beeinflusst. Um moglichst detaillierte
Aussagen Uber die Reninzellverteilung machen zu kénnen, wird hauptsachlich nach der
bereits von Sauter & Machura (2008) etablierten Methode zur Erstellung von
dreidimensionalen (3D-) Modellen arterieller NierengefaBbdaume gearbeitet. Diese
ermoglicht eine weitaus konkretere Bestimmung des Reninexpressionsmusters im
vaskuldren System als es die herkdmmliche zweidimensionale Betrachtungweise zulasst. Mit
Hilfe dieser Studie sollen neue Einblicke und Erkenntnisse in die Regulations- und

Rekrutierungsmechanismen des Reninsystems gewonnen werden.

Zielsetzung — COX-2, TGF-# und Reninzellrekrutierung
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MATERIAL
&
METHODEN

1. Material

1.1. Gerite

Gerat Hersteller
Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Computer Precision 690, Dell, Frankfurt am Main
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Filtersets

TRITC-Filter: Filter set 43, Zeiss, Jena

Anregung 533-558nm
Emission 570-640nm

Cy2-Filter: Filter set 38 HE, Zeiss, Jena
Anregung 450-490nm
Emission 500-550nm

Cy5-Filter: Filter set 50, Zeiss, Jena
Anregung 625-655nm
Emission 665-715nm

Fluoreszenzlampe X-Cite 120, EXFO Life Sciences & Industrial
Division, Mississauga, Canada

Grafikkarte Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen

Homogenisator Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen

Inkubationsschrank Modell B6200, Heraeus, Hanau

Material & Methoden: Material



Kiihl- und Gefrierschranke

Kamera
Kryotom
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrotom
MilliQ Plus PF Reinwasseranlage

PCR-Gerate

pH-Meter
Pipetten

Scantisch

Schiittler

Spannungsquellen

UV-Leuchttisch
UV-Spektrometer
Vakuumzentrifuge

Vortexgerate

Waagen

Warmeblocke

Warmeplatte
Warmeschrank
Warmetopf

Wasserbader

Santo Kihlschrank, AEG, Niirnberg

Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochsen-
hausen

Ultra-low-freezer -85°C, New Brunswick Scientific

AxioCam MRm, Zeiss, Jena
CM 305085, Leica, Wetzlar
MR 80, Heidolph, Schwabach

Axiostar 1122-100, Zeiss, Jena
Axiovert 200M, Zeiss, Jena

Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar
Millipore , Schwalbach

Thermocycler, OmniGene, MWG, Ebersberg
Primus 96, Peqlab, Erlangen
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim

Digital pH-Meter; Knick, Berlin

Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson, Middleton, USA

motorisierter Marzhausertisch (MAC 5000 Con-
troller), Ludl Electronic Products, Miinchen

SM25, Edmund Biihler, Hechtlingen

LKB ECPS 3000/150, Pharmacia, Ratingen
LKB GPS 200/400, Pharmacia, Ratingen
Multidrive XL, Pharmacia, Ratingen

Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt
Gene Quant Il, Pharmacia Biotech, Freiburg
Univapo 150 H UniEquip, Martinsried

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York,
USA REAX1, Heidolph, Schwabach

Analysenwaage H-20T, Mettler, GieRen
Feinwaage P-1210, Mettler, GieRen
Feinwaage W13, Mettler, GieRen

Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg

HI 1220, Leica, Wetzlar
Modell 300, Memmert, Schwabach
PSI, HOT POT 1.411.80/I

Modell W13, Haake, Karlsruhe
1083, GFL, Burgwedel
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Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau
Biofuge haemo, Heraeus, Hanau
Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

1.2. Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

Augenfiaden 7/0 USP 0,5 EP DSS10 Serag-Wiessner, Naila
Auslaufpipetten 5 mil, 10 ml, 25 ml Sarstedt, Nimbrecht
Deckgldschen Labonord, Ménchengladbach
Filter Schleicher & Schuell, Dassel
Gewebe-Einbettkassetten Labonord, Ménchengladbach
Glaswaren Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz

Hamatokritkapillaren Brandt, Wertheim
Handschuhe Hartmann, Heidenheim
Kaniilen 0,4 x 19mm BD Drogheda, Dublin, Irland
Light Cycler 480 Multiwell Platten 96 Roche, Mannheim

Liquid Blocker Labonord, Mdnchengladbach
Niedrigsalzfutter 0,02% NaCl Ssniff, Soest

Objekttrager, Superfrost Plus Menzel-Glaser, Braunschweig
Parafilm American National Can,

Greenwich, USA

Pipettenspitzen mit und ohne Filter Sarstedt, Nimbrecht
Biozym Scientific, Hessisch
Oldendorf
Praparatekasten Roth, Karlsruhe
Reagiergefalle Eppendorf 0,2 mi, 0,5 mli, Sarstedt, Nimbrecht
1,5ml, 2,0 ml
Reagiergefalle Falcon 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nimbrecht
Silikonkautschuk GieRformen Roth, Karlsruhe
Skalpellklingen Feather, Kéln

1.3. Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller

Agarose Biozym, Oldendorf

Material




Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DNA Liangenstandard:
100 bp DNA Ladder

Essigsaure 100%

Enalapril

Ethanol p.a.

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
First-Strand Buffer, 5x

Formaldehyd

Glycergel Mounting Medium

Glycerin 87%
GoTaq DNA Polymerase, 5 U/pl

GoTaq Reaction Buffer Green, 5x
bzw. Colorless, 5x

H,0; 30%

HCI IN

Heparin Liquemin®25000 (5000 I.E./ml)

Isopropanol

Isotone NaCl,-Losung 0,9%
K>;HPO, x 2 H,0

KH,PO,

Ketamin
Magermilchpulver
Maleinsdure

Methanol

Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm

New England, Biolabs,
Frankfurt am Main

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen,
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen,

Dako Cytomation, Glostrup,
Danemark

Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
CP-Pharma, Burgdorf
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Material
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MgCl,

M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/l
Na,HPO, x 12 H,0

NaOH 1N

Natriumchlorid, NaCl

Nuklease freies Wasser

Oligo(dT);s Primer, 0,5 pg/pl
Paraformaldehyd

PCR Nucleotide Mix
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP,je 10 mM)

Paraplast-Plus Paraffin
Pferdeserum (Horse Serum)
Phenol

Phenylhydrazin Hydrochlorid,
C5H8N2 x HCI

RENCTK (Angiotensin | Radioimmunoassay)
Rinderserumalbumin (BSA)

RNasin Ribonuclease Inhibitor, 40 U/pl
Sevofluran SEVOrane”

SYBR® Green PCR Kit

Tissue-Tek

TRIzol-Reagenz

Xylazin

Xylol

1.4. Puffer und Losungen

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Chemikalien fiir samtliche Puffer und Losungen

in bidestilierten Wasser gelost.

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt,
Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenstein
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Promega, Freiburg

Sherwood, St. Louis, USA
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

DiaSorin, Saluggia, Italien
Sigma, Deisenhofen
Promega, Mannheim
Abbott, Wiesbaden
Roche, Mannheim
Sakura, NL

GibcoBRL, Eggenstein
Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt

Material
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1.4.1. Immunhistochemie

Fixierlosung (Methyl-Carnoy-Losung)

Methanol
Chloroform
Eisessig

Fixierlosung fiir Perfusion

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Paraformaldehyd

PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer

NaCl

KCL

NazHPO4 X2 Hzo
KH,POq4

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KzHPO4 X3 Hzo
NaCl
KH,PO4

Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer
BSA (Bovine Serum Albumin)

Blockierlésung

PBS-Otto-Puffer
BSA (Bovine Serum Albumin)
HS (Horse Serum)

1.4.2. Molekularbiologie

Agarosegel

TBE
Agarose

DEPC-H,0

1/1000 Vol. DEPC in ddH,0, schiitteln,

60%
30%
10%

3%

136 mM
2,7mM
10,1 mM
1,8 mM

10 mM
140 mM
10 mM

1%

1%
10%

2%

UN geodffnet unterm Abzug stehen lassen, dann autoklavieren

Ethidiumbromidlésung

Ethidiumbromid

50mg/ml

Material
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Maleatpuffer

TRIS
Maleinsaure
EDTA

NaOH zur gDNA-Extraktion
NaOH

6x Loading Dye

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerol

EDTA

10x TBE

Tris
Borsaure
EDTA

Tris HCl zur gDNA-Extraktion

Tris HCI

1.5. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Biomers.net nach gewiinschter Nukleotidabfolge
synthetisiert und lyophylisiert geliefert. Durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser wurde

1,22%
1,74%
0,89%

add 1L

25 mM

0,09%
0,09%
60%

60 mMZ

add 10 ml

0,9M
0,9M
0,02 M

1M, pH 8

eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Primer fiir Genotypisierung:

COX-2 -/-:

TGF-BRIIfloxflox

Ren 1d (468):
Ren 1d (653):

Cre (400):
TGF-BRIifloxflox :

Deletionsprimer
(nach Chytil A., 2002)

5-GCC-CTG-AAT-GAA-CTG-CAG-GAC-G-3*
5-CAC-GGG-TAGCCA-ACG-CTA-TGT-C-3¢

5-CAC-CAT-AGA-ATC-CAG-TCCGG-3’
5’-ACC-TCT-GCG-ATG-CTC-TTC-C-3*

5-GCA-GGC-ATC-AGG-ACC-TCA-GTT-TGA-TCC-3*
5-AGA-GTG-AAG-CCG-TGG-TAG-GTG-AGC-TTG-3'

5-GTA-GTA-GAA-GGG-GGA-GT-3'

5-GAA-GGA-GAG-CAA-AAG-GT-3

5-TTG-GTG-TAC-GGT-CAG-TAA-3

5’-TAA-ACA-AGG-TCC-GGA-GCC-CA-3’
5’-AGA-GTG-AAG-CCG-TGG-TAG-GTG-AGC-TTG-3’

Material
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Primer fiir mRNA-Analysen:

GAPDH 5°-ATG CCA TCA CTG CCA CCC AGA AG-3’
5°-ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG-3’

Renin 5°-ATG AAG GGG GTG TCT GTG GGG TC-3’
5°-ATG CGG GGA GGG TGG GCA CCT G-3°

COX-2: 5’-ACAACAACTCCATCCTCCTG-3/,
5’-AGCCATTTCCTTCTCTCCTG-3’

TGF-BRII 5’- CGCTTCGCCGAGGTCTACAA 3’

5’-GGCCAGGTCATCCACAGACA 3’

1.6. Antikorper

Antikorper

Art

Hersteller

Chicken Anti-Renin (murine) IgG

Mouse Anti-aSMA (murine) IgG

Rabbit Anti-COX-2 (murine) IgG

Mouse Anti-Wilms’ Tumor 1 Protein

(human) IgG

Sheep Anti-Tamm Horsfall Glycoprotein
(human) IgG

Goat Anti-K-cadherin (human) IgG

Mouse Anti-Calbindin D-28K IgG

Priméarantikorper

Primarantikorper

Primarantikorper

Priméarantikorper

Priméarantikorper

Priméarantikorper

Priméarantikorper

Davids Biotech,
Regensburg

Beckman Coulter,
Miinchen

Cayman Chemical
Michigan, USA
Dako, Hamburg

Bio Trend, K6In

Santa Cruz

Biotechnology. Inc,

Heidelberg

Swant, Marly,
Schweiz

Donkey Anti-Chicken IgY
TRITC-conjugated

Donkey Anti-Chicken IgY
Cy2-conjugated

Donkey Anti-Mouse IgG
Cy2-conjugated

Sekundarantikérper

Sekundarantikérper

Sekundarantikérper

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg
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Donkey Anti-Mouse IgG Sekundarantikorper Dianova, Hamburg
Cy5-conjugated

Donkey Anti-Rabbit IgG Sekundarantikorper Dianova, Hamburg
TRITC-conjugated

Donkey Anti-Goat IgG Sekundarantikorper Dianova, Hamburg
Cy5-conjugated

1.7. Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit Hilfe von Microsoft Office 2007 verfasst. Die Bearbeitung der Bilder
erfolgte mit Adobe Photoshop CS4 und Image) (Wayne Rasband. NIH. USA). Die gezeigten
Graphen wurden mit GraphPad Prism 5 und Microsoft Office XP erstellt. Bei der
Literaturrecherche half PubMed von NCBI (The National Center for Biotechnology
Information: http://www.ncbi.nIm.nih.gov). Zur Proteinsequenzrecherche wurde die

Datenbank UniProtkB von EMBL-EBI UK zu Hilfe genommen (http://www.ebi.ac.uk/embl).

Zur Mikroskopie wurde AxioVision Rel.4.5. von Zeiss und flr die 3D-Rekonstruktion Amira

4.1.2 visualization software (Mercury Computer Systems, Inc., USA) verwendet.

2. Methoden

2.1. Versuchstiere

Samtliche Nierenproben der homozygoten COX-2-Knockoutmause erhielten wir aus einer
Kooperation mit freundlicher Unterstiitzung von Kirsten Madsen (University of Southern
Denmark, Odense, Denmark; Department of Physiology).

Homozygote COX-2-Knockoutmdause und deren Wildtypkontrollen (WT) stammen aus einer
Heterozygot x Heterozygot-Verpaarung. Fir die Versuche wurden als Kontrollen Geschwister-
tiere verwendet. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR-Analyse von DANN, isoliert aus
Schwanzbiopsieproben. Die Versuchstiere wurden von Jackson Laboratories, Bar Harbor,
USA erworben und hatten einem gemischten genetischen Hintergrund (C57BI/6 und 129Sv).
Diese Mause wurden erst nach einer systemisches Riickkreuzung (6-7 Generationen) in den

C57BI/6-Stamm zu Experimenten verwendet.
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Zur Erstellung der Wildtypentwicklungsserie wurden C57Bl/6-Mdause benutzt, welche von
Charles River, Sulzfeld bezogen wurden.
Zur Generierung der reninzellspezifischen TGF-BRII-Knockoutmaus wurde das Cre/loxP -

Renld_Msuse (mit freundlicher

Rekombinase-System verwendet. Dazu wurden zundchst Cre
Genehmigung von Ariel Gomez, University of Virginia erhalten) mit kommerziell erworbenen
TGF-BRIIfloxflox Madusen (von EMMA-The European Mouse Mutant Archive, nach Chytil A. et
al., 2002) gekreuzt. Die Tiere besaRen einen gemischten genetischen Hintergrund aus 129Sv
und C57BI/6. Fir die Versuche wurden heterozygote TGF-BRII RenCrefloxflox M&duse benutzt,

die sowohl ein funktionsfahiges Renld-Gen als auch ein CreRentd

trugen benutzt. Fir die
Versuche wurden zundchst RenCrefloxflox Mannchen mit homozygoten RenRenfloxflox
Weibchen verpaart, so dass die RenRenfloxflox Geschwistertiere als Kontrollen zu den
konditionalen RenCrefloxflox Knockouts dienen konnten. Die Genotypisierung erfolgte

mittels einer PCR durch die Analyse der genomischen DNA, isoliert aus der Schwanzspitze.

Alle Tierexperimente wurden gemdf den Richtlinien des National Institute of Health
guidelines for the care and use of animal research durchgefiihrt und von der lokalen
Ethikkommission genehmigt. Es wurde stets auf optimale Haltungsparameter fir Nager
geachtet (Temperatur 23°C + 2°C, relative Luftfeuchtigkeit 55% + 5%, Hell-Dunkelintervall

12h, Futter und Wasser ad libitum).

2.2. In-vivo-Studien

2.2.1. Untersuchungen an sich entwickelnden Mausnieren

Zur Untersuchung des Reninexpressionsmusters wahrend der Entwicklung wurden sowohl
flir die Rekonstruktion, als auch zur Messung der Reninabundanz Mause aus repradsentativen
Entwicklungsstadien benétigt. Um das entsprechende Entwicklungsstadium exakt
bestimmen zu kénnen, wurden die Mause zeitlich verpaart. Die Zuchtpaare wurden 24h
nach Zusammensetzen wieder getrennt. Der Trennungstag wurde dabei als Embryonaltag 1
gewertet. Fir samtliche Untersuchungen war n>3 pro Entwicklungszeitpunkt und Versuchs-

gruppe (Knockout- und Wildtypkontrollgruppe).

Zur Entnahme der fotalen Nieren wurde das Muttertier zundchst mit Sevofluran anasthesiert

und durch Genickbruch getotet, danach wurden die Nieren der Embryos entnommen. Zur
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Praparation der postpartalen Nieren wurden die Jungtiere zuerst mit Sevofluran betdaubt und
dann durch Genickbruch getotet. Alle Nieren wurden schnellstmoglich entnommen. Es
diente je eine Niere pro Tier zur molekularbiologischen, die 2. Niere zur histologischen
Untersuchung. Die Nieren zur RNA-Isolation wurden in Flussigstickstoff gefroren und bis zur
spateren RNA-Isolierung bei -80°C gelagert. Die Nieren fiir histologische Versuche wurden

direkt nach Entnahme in eine Fixierlésung Gberfihrt.

Gewebefixierungen fiir histologische Untersuchungen:

Die Nieren zur Rekonstruktion der COX-2 Knockoutstadien wurden sofort nach Entnahme in

Methyl-Carnoy-Fixierlésung tGberfihrt und darin mind. 24h bei 4°C fixiert.

Flr die immunhistochemischen Untersuchungen zur COX-2-Lokalisation im Wildtyp wahrend
der Entwicklung war eine Perfusion des Nierengewebes notwendig. Bei den Untersuchungen

an den TGF-BRII-RenCrefloxflox und RenRenfloxflox Madusen war eine Perfusion Standard.

Die Nieren (ab E16-pp14) wurden durch Perfusion mit Paraformaldehyd (3%) in PBS fixiert.
Dazu wurden die Tiere zunachst durch Genickbruch getotet und das Abdomen gedffnet.
Nach dem Abbinden und Entnehmen der linken Niere zur RNA-Isolation und Resektion des
Leberlappens (als Abfluss) wurde der Brustbereich gedffnet. Perfundiert wurde mit Hilfe
einer Kanile tber den linken Herzventrikel. Zunachst wurde mit 5ml isotoner NaCl-Losung
und 10l.E. Heparin gespilt. Danach erfolgte die Fixierung mit frisch hergestelltem
Paraformaldehyd (3%) in PBS. Der Fluss wurde dabei konstant bei 10ml/1,5min gehalten.
Nach Entnahme der perfundierten Nieren wurde je eine halbe Niere zur Paraffineinbettung
in 70% Methanol bei 4°C aufbewahrt und eine halbe fiir Kryoschnitte in Tissue-Tek  ber

FlUssigstickstoff eingebettet und bei -80°C gelagert.

2.2.2. Versuche an adulten Miusen

Die Mause fiir die molekularbiologischen wie auch histologischen Untersuchungen am
Adultstadium waren im Alter von 90-120 Tagen. Fir die Stimulationsversuche wurden die

Knockoutmause und Wildtypkontrollmause in je 2 Versuchsgruppen (n 2 4) eingeteilt.
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Kontrollgruppe: Die Kontrolltiere erhielten Standardfutter (Na* 0.6% w/w) und blieben

unbehandelt.

LS + Enalapril: Zur Stimulation des Reninsystems wurden die Tiere 7 Tage unter
Niedrigsalzdiat (LS, Na* 0.02% w/w) gehalten und erhielten ab dem
4. Tag zusatzlich den Angiotensin-Converting-Enzyme-(ACE)-Inhibitor

Enalapril (10mgkg'Tag™) als Trinkwasserzusatz.

Probeentnahme fiir molekularbiologische Untersuchungen

Nach Beenden des Stimulationsprotokolls wurden die Mause mit Sevofluran tief andsthesiert
und durch Dekapitation getotet. Unmittelbar folgend wurden Blutproben zur
Plasmareninbestimmung gesammelt. Die Abtrennung des Blutplasmas erfolgte mit einer
Hamatokrit-Zentrifuge (5min, 12500g). Das Blutplasma wurde bis zu den Messungen bei -

20°C gelagert.

Fir die Analysen der renalen mRNA wurden dem getoteten Tier die Nieren schnellst moglich
entnommen und in FlUssigstickstoff gefroren. Die Lagerung des Nierengewebes erfolgte bis

zur Isolation der Total-mRNA bei -80°C.

Gewebefixierung fiir histologische Untersuchungen:

Die Fixierung der Nieren der adulten Mause erfolgte durch retrograde arterielle Perfusion
mit 3% Paraformaldehyd in PBS. Dazu wurden die Mause zundchst mit einer Kombination
aus Ketamin und Xylazin (80mg/kg KG i.p.) anasthesiert. Nach Offnen des Abdomens und
Darstellung der Bauchaorta wurde die Aorta unterhalb des Abgangs der Arteriae renales
abgeklemmt, so dass die Durchblutung der Nieren nicht beeintrachtigt wurde. Distal zur
Klemme wurde der Perfusionskatheter eingefiihrt und festgeklammert. Zum Druckausgleich
erfolgte das Offnen der unteren Vena cava. Nach Entfernen der oberen Klemme wurden
Uber den Katheter 10ml isotone NaCl-Losung und 10 |.E. Heparin retrograd perfundiert.
Danach erfolgte die Fixierung mit frisch hergestelltem Paraformaldehyd (3%) in PBS. Der
Fluss wurde dabei konstant bei 40ml/3min gehalten. Nach Entnahme der perfundierten

Nieren wurden diese bis zur Paraffineinbettung in 70% Methanol bei 4°C aufbewahrt.
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2.3. Histologische Methoden

2.3.1. Anfertigung von Paraffinschnitten

Um autokatalytische Prozesse zu verhindern und zum besseren Erhalt der Gewebestruktur
wurde das Nierengewebe direkt nach Organentnahme bzw. bereits davor durch PFA-
Perfusion fixiert.

Zur Paraffineinbettung erfolgte zunachst eine schrittweise Entwasserung des Gewebes in
einer Methanolreihe aufsteigender Konzentration [2x (70 %, 80 %, 90 %, absolut) je 30min].
Gesplilt wurde in absoluten Isopropanol 2x je 30min bei RT anschliefend 30min bei 45°C.
Dem folgend wurden die Nieren weitere 30min in einem Isopropanol/Paraffin-Gemisch
(1:1; 55°C) belassen und dann 2x je 24h bei 60°C in Paraffin inkubiert. AbschlieRend wurden
die Praparate in mit 60°C warmem Paraffin gefillte Silikon-Kautschuk-Einbettformchen
Uberfihrt und zur Aushartung eine Nacht bei Raumtemperatur belassen. Mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms wurden dann Gewebeschnitte erstellt, in einem 40°C warmen
Wasserbad gestreckt und abschlielend auf Objekttrager aufgezogen. Zur Rekonstruktion
wurden 5um dicke Folgequerschnitte angefertigt. Die Objekte wurden bei 40°C mind. 12h im
Warmeschrank getrocknet und in dieser Form gelagert.

Die Gewebeschnitte wurden bei 40°C mind. 12h im Warmeschrank getrocknet und in dieser
Form gelagert.

Unmittelbar vor der Farbung erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte in Xylol (abs., 2x

15min) dann Isopropanol (abs., 3x 5min) und Methanol (abs., 2x 5min).

2.3.2. Anfertigung von Kryoschnitten

Zur Erstellung von Kryoschnitten wurde in Tissue-Tek” eingebettetes Gewebe am Kryotom
geschnitten. Es wurden 6pum dicke Gefrierschnitte nahe der Nierenmitte gelegen angefertigt
und auf superfrost plus Objekttrager aufgebracht. Vor dem Farben wurde das Gewebe kurz

angetaut.

2.3.3. Immunhistochemische Firbung

Sowohl Kryo- als auch Paraffinschnitte wurden mit der gleichen Methode indirekt
immunfluoreszent doppel- bzw. dreifachgefarbt. Dabei wird nach Anregung mit Licht

entsprechender Wellenlange die Fluoreszenz eines mit dem entsprechenden Fluorophor
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markierten Antikérperkomplexes, bestehend aus zwei Antikérpern detektiert. Der primare
Antikorper bindet an das zu detektierende Antigen im Gewebe. Der sekundare Antikorper
dagegen richtet sich spezifisch gegen Antigensequenzen der Wirtsspezies aus der der

1. Antikérper stammt und ist mit einem signalemittierenden Fluorophor gekoppelt.

Doppelfarbung COX-2, WT1, COX-2, WT1, COX-2,
Farbung zur THP Cdh6 Trippelfirbung Calbindin
Rekonstruktion Trippelfarbung Doppelfarbung
Paraffinserienschnitte Kryoschnitte Kryoschnitte Paraffinschnitte
Gewebe
S5um 6um 6um S5um
Demaskierung - TrisEDTA, pH 8.5, 1h, 94°C|TrisEDTA, pH 8.5, 1h, 94°C|TrisEDTA, pH 8.5, 1h, 94°C
10% Horseserum, 5% Magermilch in PBS 5% Magermilch in PBS 5% Magermilch in PBS
Blockierlosung 1 1% BSA in PBS 1h RT 1h RT 1h RT
30min, RT
Mouse Anti-a-SMA Rabbit Anti-COX-2 Rabbit Anti-COX-2 Rabbit Anti-COX-2
(1:10) (1:200) (1:200) (1:200)
Primare Chicken Anti-Renin Mouse Anti-WT1 Mouse Anti-WT1 Mouse Anti-Calbindin
Antikérper (1:200) (1:100) (1:100) (1:200)
Sheep-Anti-THP Goat-Anti-Cdh6
(1:100) (1:50)
Verdiinnl6sung 1% BSA in PBS 5% Magermilch in PBS 5% Magermilch in PBS 5% Magermilch in PBS
Cy2 Donkey Anti- |TRITC Donkey Anti-Mouse | TRITC Donkey Anti-Mouse | TRITC Donkey Anti-Mouse
Mouse (1:400) (1:300) (1:300) (1:300)
Sekundare TRITC Donkey Anti- | Cy5 Donkey Anti-Mouse | Cy5 Donkey Anti-Mouse | Cy2 Donkey Anti-Mouse
Antikorper Chicken (1:300) (1:400) (1:400) (1:400)
Cy2 Donkey Anti-Sheep Cy2 Donkey Anti-Goat
(1:400) (1:400)

Zur eigentlichen Farbung wurden die Schnitte zuerst auf dem Schittler je 3x 5min in PBS-
Puffer gewaschen. Je nach Farbeprotokoll der verwendeten Antikérper wurden die Antigene
gegebenenfalls demaskiert und die Schnitte erneut in PBS gewaschen. Zur Abschwachung
unspezifischer Bindungen wurden sie dann in Blockierlésung tberfiihrt und dort je nach
Farbeprotokoll 30-90min bei RT belassen. Nach dem Blockieren wurden die Schnitte mit den
entsprechenden primaren Antikérpern (verdinnt in Blockierldsung) in einer Feuchtkammer
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antikérper waren dabei in der entsprechenden
Blockierlésung verdiinnt. Am Folgetag wurde 3x 5min mit der Lésung gewaschen in der die

entsprechenden sekundaren Antikorper (je nach Farbeprotokoll) verdiinnt wurden. Dem
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folgend wurde der sekundare, Fluorophor konjugierte Antikdrper aufgebracht. Aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der konjugierten Fluorophore mussten die Schnitte ab diesem Schritt im
Dunkeln gehalten werden. Die Inkubation erfolgte 90min bei RT in einer Feuchtkammer. Vor
dem abschlieBenden Eindeckeln mit Glycergel wurden die Schnitte 3x je 5min in PBS-Puffer

danach in H,0 gewaschen.

2.3.4. Mikroskopie und Bilddigitalisierung

Die Digitalisierung der immunfluoreszenzgefarbten Gewebeschnitte erfolgte mit Hilfe eines
Axiovert200M Mikroskops mit den entsprechenden Fluoreszenzfiltersets und motorisierter
Objektauflage, einer SchwarzweiR-CCD-Kamera (AxioCamMRM) sowie der Software

AxioVision von Zeiss.

2.3.5. Erstellung von 3D-Rekonstruktionen

Um das Reninexpressionsmuster detailliert untersuchen zu kénnen wurden 3D-Rekon-
struktionen (Abb.2.1) unterschiedlicher Nierenentwicklungsstadien sowie adulter unbehan-
delter und mit LS und Enalapril behandelter Nieren angefertigt. In den Rekonstruktionen
wurden der arterielle GefdBbaum und die zugehorige Reninverteilung gezeigt. Es wurden

Knockouttiere und Kontrollen verglichen.

Abb.2.1 Schema zur Methode
der 3D-Rekonstruktion.

(Mit freundlicher Genehmigung
von Charlotte Wagner zur

Verfligung gestellt)
+ +
Serienschnitte Fluoreszenzfarbung Digitalisierung 3D-
relevanter Nierenstrukturen Datenprozessierung Rekonstruktion

Zur 3D-Rekonstruktion dienten Paraffinserienschnitte, die wie oben beschrieben fixiert, ge-
gen Renin sowie a-SMA immunfluoreszent gefarbt und digitalisiert worden waren. Es
wurden Modelle arterieller GefaBbdaume von unreifen und adulten COX-2- und TGF-BRII
RenCrefloxflox Knockoutnieren und den korrespondierenden Wildtypen angefertigt. Als

Wildtypreferenzen konnte bei den COX-2-Knockoutrekonstruktionen (auf C57BI/6 Stamm
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rickgekreuzte Tiere) bereits existierende Modelle aus der C57Bl/6 Wildtypbibliothek
(erstellt und mit freundlicher Genehmigung zur Verfligung gestellt von Katharina Machura)
zurlickgegriffen werden. Da es sich bei den TGF-BRII RenCrefloxflox Tieren um einen anderen
genetischen Hintergrund handelte, wurden fiir diese Kontrollmodelle von Nieren der TGF-

BRIl RenRenfloxflox Geschwistertiere angefertigt.

COX-2-Knockouts (und korrespondierende WT-Kontrollen)

Adult
rekonstruiertes
E18 ppl pp3 ppl0 basal,
Stadium
LS+Enalpril
190-220 300-350 80-100 90-120 90-120
Ausschnitt
Schnitte Schnitte Schnitte Schnitte Schnitte
Zusitzlich Nierenkapsel, Becken|Nierenkapsel, Nierenkapsel Nierenkapsel, Nierenkapsel,
dargestellte |Glomeruli Becken, Ureter Glomeruli
Strukturen Glomeruli

Reninzellspezifische TGF-BRII-Knockouts (und korrespondierende WT-Kontrollen)

Adult
Rekonstruiertes Stadium E18 ppl
basal, LS+Enalpril
150-200 100-120 90-120
Ausschnitt
Schnitte Schnitte Schnitte
Zusitzlich dargestellte Strukturen Nierenkapsel Nierenkapsel, Glomeruli|Nierenkapsel, Glomeruli

Die Mehrkanalbildaufnahme erfolgte bei allen Stadien mit 100-facher VergroRerung. Nach
der Bilderfassung einer Nierenserie folgte das ,Equalizing” der einzelnen Bilder. Dazu wurde
mittels des freizuganglichen Bildanalyse-Programms Image J (Wayne Rasband, NIH, USA) ein
Stapel von Bildern gleicher GroBe erzeugt. Fir die spater separate Datensegmentierung

wurden die Farbkandle, also der Renin- und aSMA-Kanal tiber die RGB-Split-Funktion wieder
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getrennt. Zur eigentlichen Rekonstruktion erfolgte der Datenimport in die Amira 4.1.2
Visualization Software auf einem Dell Precision 690 Computer System. Nach Abgleich der
PixelgroRe entsprechend der BildvergroBerung folgte die Bildalignierung, in der die
Einzelbilder einer Serie in die gleiche Orientierung gebracht werden. Bei der anschlieRenden
Datensegmentierung wurden die Renin- und a-SMA-Signale, orientiert an den
unterschiedlichen Grauwerten des Bilds, mit Hilfe einer Reihe von Segmentierungs-
werkzeugen des Programms markiert und in Labelsets zusammengefasst und weiter
bearbeitet. Diese Datensets bilden die Grundlage zur Erstellung von Matrizen, der
Berechnung der Oberflaichenvolumina und statistischen Berechnungen. Zur Rekonstruktion
von Glomeruli, Nierenkapsel, Ureter und Nierenbecken erfolgte die Markierung nach
strukturellen Merkmalen. Es ist bekannt, dass sich in sklerotisiertem Gewebe IgM-Antikérper
ansammeln. Der verwendete sekunddre Anti-Maus-Antikorper erzeugt dort eine
Artefaktfarbung. Die sklerotisierten Glomeruli im adulten COX-2-Knockout konnten aufgrund
dieses Nebeneffekts erkannt und markiert werden. Die Langenbestimmung der
superfiziellen afferenten Arteriolen, erfolgte mit Hilfe der 3D-Strecken- und
Winkelmessfunktion der Software. Als Grundlage dazu dienten die berechneten

Oberflachenvolumina (Surfacedateien) der erstellten Modelle.

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Genotypisierungen, Chytil-Deletionspcr

Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden mittels PCR genotypisiert. Zur Uberpriifung
der Deletion des im TGF-BRII-Gens gefloxten Bereichs wurde ebenfalls eine PCR
durchgefiihrt. Die Extraktion der genomischen DNA (gDNA) erfolgte dabei nach der NaOH-
Methode. Firr die Genotypisierungen wurde gDNA aus Gewebe der Schwanzspitze, fir die
TGF-BRII-Deletionspcr nach Chytil A. et al. (2002) gDNA aus renalem Gewebe von

neugeborenen Mausen benutzt.
Protokoll zur gDNA-Extraktion

e 2mm Mausschwanz bzw. 1 Niere im 1,5ml| Cup mit 100ul 25mM NaOH versetzen
e Inkubation bei 96°C fir 1h im Thermocycler

e gut vortexen, um den Schwanz aufzulésen und Zugabe von 10ul Tris HCI, pH8
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e 6min zentrifugieren bei 10000rpm

e einsetzen von 2ul des Uberstandes (gDNA) in die Genotypisierungs-PCR

20ul PCR-Reaktionsansatz:

Je 1ul sense und antisense Primer (10pmol/ul),
2,5ul dNTPs (2,5 mM),

4ul Puffer (GoTaq buffer green)

0,3ul GoTagqg

9,2ul dd H,0

Allgemeines Amplifizierungsprotokoll:

Die Annealing-Temperatur war fiir die verschiedenen PCRs wie folgt:
RenCre: 56°C
TGF-BRII floxflox: 61°C
Chytil-Deletionspcr: 62°C

Phase Zyklen Temperatur Dauer
Aktivierung 1 94°C 3min
Denaturierung 94°C 30s
Annealing 35 je nach Primern Imin
Elongation 72°C 1min
Elongation 1 72°C 2min
Store 1 4°C oo

Die PCR-Ansatze wurden auf ein Agarosegel (2%) aufgetragen und durch horizontale

Gelelektrophorese in die einzelnen DNA-Fragmente nach ihrer Grofle aufgetrennt. Die

Auftrennung erfolgte bei 120 V.
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2.4.2. Isolation der renalen Gesamt-mRNA

Die Isolierung der Total-RNA aus gefrorenen Nieren basiert auf der Guanidinium-Phenol-
Chloroform-Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987). Alle Arbeitsschritte erfolgten auf
Eis und es wurde darauf geachtet RNAse-Kontamination zu vermeiden. Zuerst wurden die
gefrorenen Organe mit einem Ultra-Turrax Mixer in 1ml TRIZOL homogenisiert und 5min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden 200ul Chloroform und je 1/5 des Gesamtvolumens
TRIZOL hinzugefligt, 15s stark geschittelt und 3min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation
(4°C, 12000g, 15min) konnte die wassrige RNA-haltige Phase abgenommen werden. Zur
RNA-Fallung wurde Isopropanol (abs., je 1Vol.) zugegeben und nach mehrmaligen
schwenken 10min bei RT inkubiert. Nach weiteren Zentrifugationschritten wurde das RNA-
Pellet zundchst mit 75% Ethanollosung (1ml je ml TRIZOL) gewaschen, in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und abschliefend in nukleasefreiem Wasser 1-3min bei 55°C
resuspendiert.

Zur Quantifizierung wurde die isolierte RNA 1:50 in nukleasefreiem Wasser verdiinnt und
photometrisch vermessen. Aus dem Quotienten der optischen Dichte. bei 260nm und
280mm wurde die Qualitat der isolierten RNA ermittelt. Fur die Versuche wurde nur RNA mit

einem Quotienten zwischen 1,5 und 2,0 verwendet. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.4.3. ¢cDNA-Synthese

Mit Hilfe der reversen Transkriptase wurde die isolierte RNA in copy DNA (cDNA)
umgeschrieben. Dies bietet den Vorteil, dass zwar noch alle Information der urspriinglichen
RNA gespeichert sind, jedoch in sehr viel stabilerer Form konserviert bleiben und sich mit
PCR-Techniken analysieren lassen.

Je 1pg der isolierten Gesamt-RNA wurde zur cDNA-Synthese, als Template fir die spatere
Realtime (RT)-PCR eingesetzt. Diese erfolgte mit Hilfe der MMLV reversen Transkriptase
Reaktion. Als Primer wurden Oligo(dT);s-Ketten verwendet, um so hauptsdchlich mRNA mit

polyA-Schwanz zu transkribieren.
Protokoll:

10ul Reaktionansatz:
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lug  Gesamt-RNA, 1ul  Oligo-(dT);s  Primer  (0,5pg/ul)  add  DEPC-H,0
- 5min auf 65°C erhitzt, anschlieRend sofort auf Eis stellen
Mix aus 1pl MMLV Reverse Transkriptase (100U), je 4ul dNTPs (2,5mM) und Puffer
(5x first strand buffer) sowie 3ul DEPC-H,0 erstellen und zu 10ul Ansatz geben.

- lhbei37°C

Um das Enzym zu inaktivieren, wurde der Reaktionsansatz anschlieBend 2min auf

94°C erhitzt.

Fiir die quantitative PCR wurde die erhaltene cDNA mit 20ul nukleasefreiem Wasser

verdlinnt und bei -20°C gelagert.

2.4.4. Semiquantifizierung der Renin mRNA mittels Realtime-PCR

Zur Quantifizierung der Renin mMRNA-Expression wurden RT-PCR-Analysen am Roche
LightCycIer® 480-Gerat unter Verwendung des Lightcycler 480 SYBR Green Master PCR Kits
von Roche durchgefiihrt. Bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR) wird die
entstandene DNA-Menge nach jedem PCR-Zyklus photometrisch vermessen. Die
Bestimmung der Produktmenge erfolgt indirekt liber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs

SYBR Green, der mit hoher Affinitat an doppelstrangige DNA bindet.
Protokoll:

10pl Reaktionansatz:

S5ul Lightcycler 480® SYBR Green Master, je 0,5ul sense und antisense Primer
(10pmol/ul), 3ul dd H,0 und 1l cDNA

Phase Zyklen Temperatur Dauer

Aktivierung 11 95°C 15min
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 40 58°C 20s
Elongation 72°C 20s
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Nach jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen. Zum Abschluss eines jeden Laufs wurde
auBerdem die Schmelzkurve der amplifizierten DNA bestimmt (Aufschmelzen der DNA von
60°C-95°C mit 0,1°C/s) und dabei die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen.

Als Housekeeper wurde das nicht mitregulierte Kontrollgen GAPDH verwendet.

2.4.5. Bestimmung der Plasmareninkonzentration

Zur Bestimmung der Plasmareninkonzentration (PRC) wurde die von Renin katalysierte
Bildung von Angiotensin | (ANGI) aus Angiotensinogen gemessen. Die Konzentration an
ANGI, welche proportional zum Reningehalt der Probe ist, wurde mit Hilfe eines
Radioimmunoassay-Kits (RIA) der Firma DiaSorin mit den vom Hersteller bereitgestellten
Reagenzien und Standards bestimmt. Diese Analysen basieren auf der Kompetition um eine
limitierte Anzahl an Bindungsstellen des Renins der Probe mit 1,5) radioaktiv markierten ANGI.
Zur PRC-Messung wurde das aus dem Vollblut abgetrennte Blutplasma 1:20 mit Maleatpuffer
verdinnt und 50ul davon mit 22ul dialysiertem Substrat (Serum aus bilateral
nephrektomierten Ratten, 1:5 mit Maleatpuffer verdiinnt), 28ul RIA-Reaktionpuffer und 2ul
PMSF auf Eis vermischt. 5ul dieses Mix wurden zur Bestimmung des Warmwerts 1,5h bei
37°C inkubiert der Rest bis zum Assay fir die entsprechenden Kaltwerte auf Eis belassen.
Nach 24h Inkubation mit 500ul Tracer bei RT und Absaugen wurde die Menge an
umgesetzten ANGI mittel RIA bestimmt und die Differenz zwischen Warm- und Kaltwert
berechnet. Die Messdaten wurden auBerdem um den Messwert des ANGI-Umsatzes der

Kontrolle ohne Plasmaprobezusatz korrigiert.

2.4.6. Statistische Analysen

Signifikanzniveaus zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurden mit Hilfe des
einfraktionellen ANOVA-Tests berechnet. Als signifikant wurden Statistiken mit der

Irrtumwahrscheinlichkeit P< 0,05 (*), als hochsignifikant P< 0,01 (**) bezeichnet.
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Ergebnisse

1. Reninzellrekrutierung in COX-2 defizienten Miusen

1.1. COX-2-Expression im Laufe der murinen Nephrogenese

Um Aussagen Uber die COX-2-mRNA-Abundanz im Verlauf der murinen Nephrogenese
treffen zu kdonnen, wurden zundchst Expressions-Analysen durchgefihrt. Dazu wurde die
Gesamtnieren-mRNA einer Entwicklungsserie von C57BI/6 Wildtypmausen, beginnend mit

Embryonaltag (E) 15 bis zum adulten Stadium, vermessen.
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Abb.3.1 Renin- und COX-2-Expression wihrend der Entwicklung in CS57Bl/6 M:iusen.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM von 3-5 Nieren pro Entwicklungsstadium.

Abb.3.1 zeigt das zeitliche Expressionsprofil von COX-2 verglichen mit Renin. Ausgehend von
der geringsten COX-2-Expression an Embryonaltag (E) 15, steigt die COX-2-Expression bis

zum postpartalen Tag (pp) 5 zunachst kontinuierlich auf etwa das 4-fache des Ausgangswerts
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an. Am 10. Tag post partum fallt sie wieder auf die Halfte des Anstiegsniveaus zuriick und
nimmt dann wieder zu. Das Maximum der COX-2-Expression findet sich an pp14-21. Zu
diesem Zeitpunkt erreicht es mehr als das 10-fache des Ausgangswerts von E15. Bis zum
Adultstadium sinkt sie wieder auf pp10-Niveau ab.

Auch die Reninexpression steigt ab E15 an, findet ihr hochstes Level um den Zeitpunkt der
Geburt bei E19-ppl und nimmt dann zunachst wieder ab. Ab pp3 erfolgt ein erneuter, wenn
auch flacherer Anstieg der Kurve bis pp14. Danach erniedrigt sich die Expressionsrate auf das

Kurvenminimum im Adulttier.

1.2. Untersuchungen zur Reninzellrekrutierung wihrend der renalen

Entwicklung von COX-2-Knockoutmiusen

Renin/lGAPDH mRNA

(* p <0.05)

Entwicklungsstadium

Abb.3.2 Reninexpression in COX-2-Knockoutméusen wihrend der Entwicklung verglichen zu
COX-2 +/+. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £ SEM von 3-6 Nieren pro
Entwicklungzeitpunkt.* bezeichnet signifikante Unterschiede von p < 0.05.
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Zur genauen Analyse der renalen Reninexpression bei COX-2-Defizienz wurden COX-2-
Knockoutmduse (COX-2 -/-) mit reinem C57BI/6 Hintergrund verwendet. Es ist bekannt, dass
COX-2-Knockoutmduse einen starken Phanotyp, einhergehend mit erheblichen renalen
Schaden besitzen und dass dieser entscheidend vom genetischen Hintergrund der Tiere
abhangig ist (Dinchuk JE. et al., 1995, Morham SG. et al., 1995, Norwood VF. et al., 2000;
Yang T. et al., 2005). Um eine solche StorgroRe moglichst auszuschlieRen, wurden mit
C57BI/6 ruckgekreuzte Tiere gewahlt. Diese besitzen nach Yang T. et al. (2005) im Vergleich

zu anderen COX-2 -/- Knockoutlinien den mildesten Phanotyp.

Als erstes wurde die Reninexpression der COX-2-Knockouttiere auf mRNA-Ebene untersucht.
Dazu wurde die Gesamtnieren-RNA der auch fiir die Rekonstruktion ausgesuchten
Entwicklungsstadien vermessen. Wie Abb.3.2 veranschaulicht, zeigte sich in allen
untersuchten COX-2 -/- Stadien, ausgenommen in ppl0, eine zu den korrespondierenden
Wildtypen signifikant erniedrigte Reninexpression. Bei COX-2 -/- Nieren der Stadien E18, pp1
sowie pp3 liegen die Reninwerte etwa 30-35% unter den entsprechenden Wildtypwerten. In
adulten Knockouttieren zeigte sich eine Reninexpression von nur noch 20% des
Wildtypniveaus. Bei den untersuchten COX-2 -/- Nieren von Postpartaltag 10 konnte

dagegen ein um ca. 1/3 erhohter mRNA-Wert festgestellt werden.

Als nachstes sollten 3D-Rekonstruktionen des arteriellen NierengefdlBbaums, basierend auf
gegen o-Glattmuskelaktin und Renin immunhistochemisch gefarbten Serienschnitten,
Aufschluss Uber das zeitlich-rdumliche Reninexpressionsmuster in COX-2-Knockoutmausen
geben. Rekonstruiert wurden GefaBbdaume von COX-2 -/- Nieren mit zugehoriger
Reninverteilung von E18, ppl, pp3 und pplO0 sowie adulten Nieren. Diese
Nierenentwicklungsstadien sind fiir den Verlauf der Reninexpression reprasentativ. Bei den
frihen, noch wenig entwickelten Stadien E18 und ppl wurde jeweils der GefaRbaum einer
halben Niere rekonstruiert. Zur besseren Orientierung im Modell wurden dort sowohl
Nierenkapsel und Becken als bei ppl auch der Ureter mit dargestellt. Aufgrund des sich
immer komplexer verastelnden GefiRgeflechts wurden, aus Griinden der Ubersichtlichkeit,
ab pp3 nur Nierenteilbereiche betrachtet. In den Modellen der adulten Nieren sind

aulRerdem die Glomeruli mit abgebildet.

Obgleich das vaskuldare System mit zunehmendem Nierenreifegrad immer diffiziler und

komplexer wird, ist das allgemeine durchweg konstante Aufbauprinzip des renalen

Untersuchungen zu COX-2

42



Gefdllbaums bereits am Embryonaltag 18 deutlich zu erkennen. Die Arteria (A.) renalis
verzweigt sich am Hilus in die sich zu den arcuaten Bogen gabelnden A. interlobares. Aus den
arcuaten Arterien entspringen dann entweder direkt zu den Glomeruli fihrende afferente
Arteriolen, diesen noch vorgeschaltete A. interlobularis, oder arcuate Seitendste, welche
noch vor den interlobularen Arterien zwischengeschaltet sind. Anderungen dieses
Grundbauplans im Hinblick auf die Aufzweigungsart lieBen sich in keinem der
rekonstruierten Knockoutmodelle finden. Auch im Entwicklungsstand des Gefallbaums war
in keinem Stadium in den COX-2 -/- Nieren ein wesentlicher Unterschied zu den Wildtypen
festzustellen (Abb.3.3-6). Allerdings zeigten sich in den Knockouttieren deutliche
Aberrationen in der Ausbildung der kortikalen GefdaBbaumstruktur. Der kortikale Phanotyp

des adulten Tiers war ab pp10 stark ausgepragt.

Abb.3.3 zeigt die Rekonstruktionen COX-2 -/- E18 mit zugeho6rigem Wildtyp. Renin wird am
Embryonaltag 18 im Wildtyp entlang des gesamten Gefdllbaums exprimiert, obwohl es
bereits beginnt, sich aus den grofRen proximalen GefdBen zuriickzuziehen. Es lasst sich in den
groRen arcuaten Bogen und transversalen Seitendsten, den interlobularen Arterien, tGber
samtliche Aufgabelungen hinweg bis hin zu den afferenten Arteriolen finden. Die
Reninexpression erstreckt sich dabei fast kontinuierlich mit nur wenigen Unterbrechungen
Uber die gesamte Gefalllange, bereits bis zu den vaskuldaren Polen der Vasa afferentia. Es
zeigte sich, dass die Verlagerung der Reninexpression dabei nicht in der gesamten Niere
synchron verlauft. In einigen Bereichen lasst sich Renin bereits naher am vaskularen Pol
beobachten als an anderen. Im Knockout findet sich die Reninexpression zwar an
vergleichbaren Positionen wie im Wildtyp, jedoch in geringeren Mengen. Es ist eine
vereinzelte, meist fleckige Reninexpression in den groflen arcuaten GefdBen, den
interlobularen Arterien und den afferenten Arteriolen zu detektieren. Im rekonstruierten
COX-2-Knockoutmodell lasst sich feststellen, dass die Reninexpression nicht in allen

Nierenteilbereichen gleich stark ausgepragt ist.
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Abb.3.3 Amira 3D-Gefidflbaumrekonstruktionen von COX-2 -/- im Vergleich zu COX +/+ Nieren an
Embryonaltag 18. Dargestellt sind arterielle Gefélie (rot), Renin (griin), zusétzlich der Ureter sowie das Becken
(blau) und die Nierenkapsel (gelb). AuBBerdem wird ein isolierter arcuater Ast gezeigt (herausgegriffen aus dem
jeweiligen Modell) bei dem exemplarisch Glomeruli (gelb) mit dargestellt sind.
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Abb.3.4 Amira 3D-Gefiflbaumrekonstruktionen von COX-2 -/- im Vergleich zu COX +/+ Nieren an
Postpartaltag 1. Dargestellt sind arterielle Gefdle (rot), Renin (griin), zusétzlich der Ureter sowie das Becken
(blau) und die Nierenkapsel (gelb). AuBlerdem wird ein isolierter arcuater Ast gezeigt (herausgegriffen aus dem
jeweiligen Modell) bei dem exemplarisch Glomeruli (gelb) mit dargestellt sind.
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Einen Tag nach der Geburt an pp1 ist Renin im COX-2 +/+ aus den distalen Bereichen der
A. arcuatae weitestgehend verschwunden und (iberwiegend nur noch an den Verzweigungs-
punkten zu und in den groBen arcuaten Seitenasten, den interlobularen Arterien und den
afferenten Arteriolen vorhanden und zwar in einem gestreuten diskontinuierlichen Muster.
Hauptsachlich in juxtamedulldren afferenten Arteriolen sitzt es bereits an seiner klassischen
Position am vaskuldren Pol der Glomeruli. Auch in diesem Entwicklungsstadium gleicht das
raumliche Expressionsprofil der COX-2-Knockoutmaus dem des Wildtyps. Wieder befinden
sich Renin bildende Zellen generell an den gleichen Stellen des GefdaBbaums, im Knockout

aber mit sehr viel geringerer Abundanz (Abb.3.4).

Am postpartalen Tag 3 (pp3) hat sich Renin bereits vollstandig aus den arcuaten Stammen
und groBtenteils auch aus den arcuaten Seitenasten zurlickgezogen. Es findet sich nun
vorwiegend in den proximaler gelegenen GefaRverastelungen und in den an der Grenze zur
Medulla gelegenen afferenten Arteriolen, haufig schon auf seine juxtaglomeruldre Position
begrenzt. In Abb.3.5 ist ein kortikaler GefalRausschnitt, ausgehend von einem arcuaten
Seitenast, einer 3 Tage alten COX-2-Knockoutmaus und des korrespondierenden Wildtyps
abgebildet. Sich entwickelnde kortikoradiale interlobulare Arterien und afferente Arteriolen
sind sowohl im COX-2 +/+ als auch im Knockout frei von Renin bildenden Zellen. Im arcuaten

Seitenast ist bei beiden an Abzweigungspunkten noch Reninexpression zu finden.

An Postpartaltag 10 (pp10) lasst sich Reninexpression in der juxtamedulldaren und mittleren
kortikalen Zone an seiner klassischen Position am Eingang zum Glomerulus beobachten. Wie
Abb.3.5 verdeutlicht, zeigt hier der Knockout im Vergleich zum Wildtyp, im Gegensatz zu
allen anderen rekonstruierten Stadien, aber im Einklang mit den mRNA-Daten, eine
gesteigerte Reninexpression. Vor allem vor juxtamedullaren Glomeruli, aber auch

mittkortikal lasst sich im Knockout eine gesteigerte Reninabundanz finden.

Im Adulttier limitiert sich die Reninproduktion im COX-2 +/+ wie auch im Knockout auf eine
juxtaglomeruldre Position in den afferenten Arteriolen. Im Wildtyp finden sich prinzipiell an
jedem Glomerulus Renin produzierende Zellen. Wobei haufig die Reninabundanz in
juxtamedulldaren Glomeruli hoher ist als in superfiziellen. In der COX-2 defizienten Niere
hingegen tritt an den oberflachigen Glomeruli nur vereinzelt eine geringe, meist aber keine
Reninexpression auf. In Bereichen des Kortex lassen sich in COX-2 -/- Nieren gehauft deutlich

kleinere sklerotisierte Glomeruli beobachten, direkt unterhalb der Kapsel sogar nur
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ausschlieBlich solche. Aus Abb.3.6 wird ersichtlich, dass diese geschadigten Glomeruli nur
selten Reninexpression aufweisen. Auch bei histologischer Betrachtung lasst sich vor den
subkapsularen Glomeruli keine und — wenn doch — nur geringe Reninimmunreaktivitat

beobachten.

Abb.3.5 Amira 3D-GefiBlbaumteilrekonstruktionen von COX-2 -/~ und COX-2 +/+ Nieren an
Postpartaltag 3 und 10. Gezeigt ist ein kortikaler Abschnitt des Geféd3baums, ausgehend von einem arcuaten
Ast von Knockoutnieren (rechts) an pp3 und darunter pp10, jeweils mit korrespondierendem Wildtyp links. Der
Gefaflbaum ist in rot dargestellt, Renin in griin und zusétzlich die Nierenkapsel in gelb.
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Abb.3.6 Amira 3D-Gefiflbaumteil-

rekonstruktionen adulter COX-2 -/-
und COX-2 +/+ Nieren. Abgebildet ist
ein kortikaler Ausschnitt des Gefal3-
baums, ausgehend von einem arcuaten
Ast, je einer adulten, unbehandelten
Knockout- und Wildtypmaus. Dargestellt
sind in rot der Gefdbaum, in griin die
Reninverteilung und jeweils in gelb
Glomeruli und die Nierenkapsel.

Im Modell der COX-2 -/~ sind auBBerdem
sklerotisierte Glomeruli in braun gezeigt.
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1.3. Untersuchungen zur Reninzellrekrutierung in der adulten

COX-2-Knockoutmaus

Um feststellen zu kénnen, ob das Fehlen von COX-2 auf die Reninzellrekrutierung im

Adulttier Einfluss nimmt, wurden

aulRerdem die Renin-mRNA

und Amira 3D-

Teilstlickrekonstruktionen von COX-2 -/- und +/+ Nieren unter Stimulation des RAAS

untersucht. Dazu wurden die Tiere 7 Tage unter Niedrigsalzdiat (LS) gehalten und ihnen

wurde die letzten 4 Tage der Diat zusatzlich der ACE-Inhibitor Enalapril verabreicht.
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Abb.3.7 Renin-mRNA-Abundanz in adulten unbe-
handelten COX-2 -/- und mit Niedrigsalz und Enalapril
(ACE-Inhibitor) behandelten COX-2 -/- Miusen. Zum
Vergleich mit dargestellt sind die Wildtypkontrollgruppen.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte = SEM von 3-6
Nieren pro Versuchsgruppe.

* bezeichnet signifikante Unterschiede von p < 0.05 und
** Signifikanz von p < 0.01.

Dass eine Stimulation zur Reninsynthese
mit LS in Kombination mit ACE-Inhibition
im adulten Knockouttier moglich ist,
bestatigen die Renin-mRNA-Messungen
(Abb.3.7). Die Reninexpression liegt im
COX-2 -/- zwar generell, basal wie
stimuliert, signifikant deutlich unter den
Level der COX-2 +/+ Kontrollgruppen. Im
COX-2 -/- war jedoch eine Stimulation
16-fache des

auf das Basalwerts

moglich. Beim Wildtyp zeigte sich
dagegen eine etwa 8-fache Steigerung
im Vergleich zu den unbehandelten

Tieren.

In Abb.3.8 sind die Rekonstruktionen
von Nieren mit chronisch stimulierten
RAAS abgebildet. Verglichen mit den
zugehorigen, unbehandelten Kontrollen
(Abb.3.5) weisen der Wildtyp und der
Knockout eine gesteigerte Reninex-

pression auf.
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Abb.3.8 Amira 3D-Gefiflbaumteilrekonstruktionen adulter, zur Reninexpression
stimulierter COX-2 -/- und COX-2 +/+ Nieren. Abgebildet ist ein kortikaler Ausschnitt
des GefaBBbaums, ausgehend von einem arcuaten Ast, je einer adulten mit Niedrigsalz und
Enalapril (ACE-Inhibitor) behandelten COX-2-Knockout- und Wildtypmaus. Dargestellt
sind in rot der GefdBbaum, in griin die Reninverteilung und jeweils in gelb Glomeruli und
die Nierenkapsel.
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Im Wildtyp zeigt sich eine retrograde Rekrutierung Renin bildender Zellen in den afferenten
Arteriolen an Glomeruli aller Nierenbereiche. Auch im Knockout kann im Vergleich zum
Basalzustand insgesamt eine erhohte Reninabundanz beobachtet werden. Allerdings nimmt
die Reninexpression, ausgehend von den juxtamedulldren hin zu den weiter auen liegenden
superfiziellen Glomeruli, ab. Eine Rekrutierung Renin bildender Zellen tritt vorwiegend an
juxtamedulldaren Glomeruli auf. Die subkapsularen Glomeruli weisen auch hier wieder,
verglichen mit tiefer liegenden Glomeruli, eine geringere Reninabundanz auf. Eine
Rekrutierung Renin produzierender Zellen kann aber auch in dieser Region stellenweise

beobachtet werden.

1.4. Untersuchungen zu Gefiflbaumaberrationen im COX-2-/-

Am Gefallbaum der adulten, COX-2 defizienten Maus lassen sich besonders im Kortex
deutliche Malformationen erkennen. Der kortikale arterielle Baum erscheint, verglichen zum
Wildtyp im Ganzen, gestaucht und komprimiert zu sein. Es befindet sich nahezu kein Raum
zwischen Kapsel und afferenten Arteriolen des dufleren Kortex. Im Gegensatz zum Wildtyp,
bei dem diese langgestreckt zur Kapsel zeigen, sind die afferenten Arteriolen im Knockout
schirmartig in Richtung Nierenmitte gedriickt. Auch die subkapsuldren Glomeruli, bei denen
es sich ausschlieRlich um kleine sklerotisierte Glomeruli handelt, stehen in unmittelbarem

Kontakt zur Kapsel.

COX-2 +/+ v, | cOX-2 -

100 pm |
& b

Abb.3.9 Renin- und ¢SMA-Immunfluoreszenzaufnahmen einer adulten COX-2 -/- Niere. Gezeigt ist ein
gegen Renin (in rot) und aSMA (in griin) immunhistologisch gefarbter Paraffinschnitt (Sum). Weille Pfeile
markieren exemplarisch kleine sklerotisierte Glomeruli, die in direktem Kontakt zur Nierenkapsel stehen. Links
ist zum Vergleich der entsprechende COX-2-Wildtyp abgebildet.
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Abb.3.9 zeigt hierzu exemplarisch Ausschnitte von zur Rekonstruktion verwendeten

mikroskopischen Aufnahmen. Es handelt sich dabei um immunhistologisch gegen a-

Glattmuskelaktin und Renin gefarbte COX-2 -/- und Wildtyp-Nierengewebeschnitte.

Auf ein im Knockout schon in den frilhen postnatalen Stadien beginnendes gestortes

kortikales Wachstum des arteriellen GefaRbaums deuten auch die Rekonstruktionen von pp1l

und pp3 (Abb.3.3-5). Die am Nierenrand liegenden Gefdlle erscheinen dort bereits etwas
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Abb.3.10 Lingenmessung superfizieller afferenter Arteriolen
von COX-2 -/- verglichen zu Wildtypméiusen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien. Gemessen wurde aus den erstellten
3D-Modellen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £ SEM
von 20-40 afferenten Arteriolen pro Entwicklungszeitpunkt und
Versuchsgruppe.

* bezeichnet signifikante Unterschiede von p < 0.05

verdichtet. Am postpartalen Tag 10

(Abb.3.5) ist der Phanotyp des

adulten COX-2 -/- schon deutlich
erkennbar. Der GefaBbaum zeigt
sich im Vergleich zum Wildtyp

gestaucht und die afferenten

Arteriolen der kortikalen Zone
bilden

biindel

doldenartige  Glomeruli-

direkt unterhalb der
Nierenkapsel. Um die optischen
Eindricke zu quantifizieren, zeigt
Abb.3.10 die Langenmessung der
superfiziellen afferenten Arteriolen
aus den rekonstruierten Modellen
der einzelnen Stadien des Wildtyps
und Knockouts im Vergleich. Es war
messbare

eine durchweg klar

Verkiirzung  der  oberflachigen
afferenten GefiaBe im Knockout

festzustellen.

1.5. Immunhistologische COX-2-Lokalisationsstudien

Um eine mogliche parakrine Wirkung von COX-2 stammenden Prostaglandinen auf die

Reninzellen zu untersuchen, wurden immunhistochemische Co-Farbungen von COX-2, Renin
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und o-SMA als GefaBindikator an C57BI/6 Wildtypmausen unterschiedlichen Alters
ausgewertet. Da der einzige gefundene, fiir die Mausniere signalgebende COX-2-Antikorper,
eine sehr hohe Artefaktfarbung von Erythrozyten verursacht, mussten samtliche zur
Immunhistologie verwendeten Nieren perfundiert werden. Es wurde Gewebe einer

Entwicklungsserie (E18, ppl-pp7, ppl0, ppl4, pp21) und adult untersucht.

E18 COX-2 +/+ ppl COX:2 /4 = 2

adult COX-2 +/% ) adult COX-2 -/-
LS + Enalapril

A

100 pm 100 pm~

Abb.3.11 Immunfluoreszenzfirbungen von COX-2, Renin und o-SMA (als GefiBlindikator) in
Wildtypnierenschnitten unterschiedlicher Entwicklungsstadien. Dargestellt sind COX-2- (rot), Renin- (griin)
und o-Glattmuskelaktinimmunreaktivitdt (blau) auf Paraffinschnitten (Spm) perfundierter Nieren. Gezeigt sind
Féarbungen von COX-2 +/+ Méusen der Stadien E18, pp2, pp3, adult, unbehandelt und mit LS, Enalapril
behandelt sowie die zugehorige adulte COX-2 -/- Negativkontrolle.

Weille Pfeile kennzeichnen exemplarisch COX-2-Signale.
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In sdmtlichen postpartalen Stadien bis hin zum adulten Stadium konnte COX-2, wenn auch
nicht immer in gleichem Ausmal, im Bereich der Macula densa (MD) und vereinzelten
interstitiellen Zellen der Medulla und Papille beobachtet werden. Sporadisch und duBerst
selten zeigten sich einzelne Zellen grolRer Blutgefdfle COX-2 immunpositiv. In adulten, unter
Normalbedingungen gehaltenen Mausen konnte eine COX-2-Produktion vereinzelt in der
MD-Region und in interstitiellen Zellen der Medulla detektiert werden. Es zeigte sich hier nur
eine sehr geringe Abundanz. Bei mit LS und ACE-Inhibitor behandelten Tieren liel3 sich COX-
2-Expression fast an jeder Macula densa finden und auch die COX-2-Abundanz in Medulla
und Papille war erhéht (Abb.3.11). In Nierenschnitten von COX-2-Knockouttieren konnte
keine COX-2-Immunreaktivitat festgestellt werden (Abb.3.11, adult COX-2 -/-). In Korrelation
zu den COX-2-mRNA-Analysen zeigten fétale und postpartale Stadien eine deutlich héhere
COX-2-Abundanz. In reifenden Nieren lieR sich COX-2-Expression verstarkt in kortikalen
tubuldaren Strukturen beobachten. Schon am Embryonaltag 18 konnte COX-2-
Immunreaktivitat an juxtamedulldren Glomeruli im Bereich der Macula densa nachgewiesen
werden (Abb.3.11, E18). Auffillig in den noch unreifen Nieren war, dass eine zunachst
schwache Synthese von COX-2 in der nephrogenen Zone direkt unterhalb der Nierenkapsel
oft zellclusterartig auftrat. Auch in den Vorldauferformen der friihen, sich entwickelnden
Nephrone, wie den komma- und S-férmigen Korperchen (comma-shaped body = CSB, S-

shaped body = SSB) zeigte sich COX-2-Abundanz (Abb.3.11, pp1, pp3).

Zu keinem untersuchten Entwicklungszeitpunkt konnte eine direkte Co-Lokalisation von
Renin und COX-2 gefunden werden. AuBerdem standen Renin und COX-2 bildende Zellen
meist lediglich im Bereich der Macula densa in enger rdumlicher Ndhe zueinander. Dies war
selbst im Entwicklungsstadium E18 der Fall, in dem noch eine sehr flachige Reninexpression
nahezu entlang des gesamten GefdBbaums auftritt (Abb.3.11, E18). Es konnte beobachtet
werden, dass COX-2 in der Region der Macula densa oft in grolerem Umfang gebildet
wurde, bevor dort die volle Reninexpression erreicht war. Mit zunehmender
Reninimmunreaktivitdt an juxtaglomeruldrer Position begann sich die COX-2-Expression dort

meist bereits wieder abzuschwéchen.

Da die Malformationen der COX-2-Knockoutmaus vor allem im dufleren Kortex auftreten,
war es von Interesse die genaue Lokalisation der COX-2-Signale zu determinieren, besonders

den Abschnitt des heranreifenden Nephrons, in welchem COX-2-Expression erstmals auftritt.
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Dazu wurden immunbhistologische Tests mit verschiedenen Nephronabschnittsmarkern (nach
Georgas K. et al., 2009) durchgefiihrt. Verwendet wurden zu diesem Zweck perfundierte
Nieren der postnatalen Entwicklungsstadien ppl-pp5, welche eine ausgepragte nephrogene
Zone besitzen. Als Indikatoren fiir einzelne Segmente im sich entwickelnden Nephron

wurden K-Cadherin (Cdh6) und Wilmstumorfaktor 1 (WT1) gewahlt.

Bei K-Cadherin handelt es sich um ein transmembranes Zell-Zell-Adhasionsprotein, dessen
Expression wahrend der Nephrogenese im spaten distalen renalen Vesikel, im oberen Bogen
des kommaférmigen Korperchens, im medialen Segment des S-férmigen Korperchens und
im Phase Il Nephron hauptsachlich in der Anlage der Henle-Schleife stattfindet. WT1 als ein
Transkriptionsfaktor wird im Zuge der Nephrogenese in der Ureterspitze, im pratubularen
Aggregat, im proximalen renalen Vesikel, dem proximalen Teil des CSBs (unteres Segment)
und des SSBs sowie spater in der Bowman-Kapsel (viscerales und parietales Blatt) im
Glomerulus exprimiert. Abb.3.12 zeigt zur besseren Orientierung die Wt1l- und Cdh6-

Verteilung im CSB und SSB, bearbeitet nach Georgas K. et al. (2009).

Verbindungsstick

Abb.3.12 Schematische Einteilung des
komma- (CSB) wund S-formigen
Korperchens (SSB) mit Expressions-
verteilung von Wt1 und Cdhé.

(Grafik bearbeitet nach Georgas K. et
al., 2009)

Wi

unteres
Segment

- CSB | SSB

Als Marker des dicken aufsteigenden Asts der Henle-Schleife (thick ascending limb of Henle,
TAL) wurde gegen das luminal membranstiandige Tamm-Horsfall-Glycoprotein (THP) gefarbt.

Als Indikator des distalen Tubulus diente das Calciumbindeprotein Calbindin.

Es zeigte sich keine Co-Lokalisation von WT1 und COX-2. Allerdings fanden sich oft Stellen
innerhalb der nephrogenen Zone, in komma- und S-féormigen Korperchen (in Abb.3.13
exemplarisch mit * markiert) in denen beide Signale ineinander Gbergehen oder sich nur,
durch einige nichtgefarbte Nephronzellen unterbrochen, aneinanderreihen. In Schnitten die
zusatzlich mit Cdh6 gefarbt waren, konnte in Zellen dieser frilhen Nephronstrukturen
auBerdem eine teilweise Co-Lokalisation von Cdh6 und COX-2 festgestellt werden. Zur

Veranschaulichung wurden einige solcher Stellen in Abb.3.13, pp2 mit weillen Pfeilen
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hervorgehoben. COX-2-Synthese erfolgt im friihen Nephron demnach meist in dem sich WT1
positiven Segment unmittelbar anschlieRenden, K-Cadherin exprimierenden Segment.

Folglich also dem oberen Teil des CSB und der medialen Region des SSB.

Abb.3.13 Immunfluoreszenzfirbun-
gen mit Nephronabschnittsmarkern
und COX-2 in postpartalen
N Wildtypnierenschnitten.

Bei ppl und pp3 ist COX-2-Immun-
reaktivitdt in rot gezeigt sowie Wtl in
blau und THP in griin.

In pp2 wurde gegen COX-2 (rot), Wtl
(blau) und Cdh6 (griin) gefarbt.

Bei pp5 sind COX-2- (in rot) und
Calbindinimmunfluoreszenz in griin
dargestellt.

Weille Pfeile markieren Beispiele von
COX-2-.und Markerexpression.

(*) zeigt exempl. CSBs und SSBs .
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Die mittkortikale COX-2-Expression war dagegen in THP-positiven Bereichen zu finden
(Abb.3.13, pplA, weiRe Pfeile). Wobei sich die COX-2-Immunreaktivitat nicht Gber den
gesamten THP exprimierenden Nephronabschnitt erstreckte, sondern nur stellenweise
auftrat (in Abb.3.13, pplB mit weiBen Pfeilen markiert). COX-2-Produktion findet sich
demzufolge im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife. Im Bereich der MD schlieBen
sich COX-2 exprimierende Zellen den THP immunreaktiven Zellen an (in Abb. 3.13, pp3B mit
weillen Pfeilen markiert). Eine gemeinsame COX-2- und Calbindin-Expression im distalen

Tubulus konnte nicht beobachtet werden (Abb.3.13, pp5).
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2. Untersuchungen zur Reninzellrekrutierung in reninzellspezifischen

TGF-BRII-Knockoutmiiusen

2.1. Reninzellspezifische Deletion von TGF-BRII mit Hilfe des

Cre/loxP-Rekombinasesystems

Der reninzellspezifische Knockout von TGF-BRII (TGF-BRII RenCreflfl oder TGFBRII RC -/-) mit

dem Cre/loxP-Rekombinationssystem bietet eine elegante Maoglichkeit, TGF-BRII

ausschlieBlich in solchen Zellen zu deletieren, bei
denen im lLaufe der Entwicklung der
Reninpromotor aktiv wird. Es wurden dazu TGF-
BRIl RenCreflfl Mause generiert, bei denen ein das
Exon 3 umfassender Bereich des TGF-BRII-Gens
mit /loxP-Sequenzen flankiert ist. Die Cre-
Rekombinase steht dabei unter der Kontrolle des
Reninpromotors. Wird dieser abgelesen, kommt
es zur Aktivierung der Cre-Rekombinase und eine

Rekombination, damit eine Deletion des von loxP-

flankierten TGF-BRII-Genbereichs, findet statt.

Abb.3.14 Agarosegel zum Deletionsnachweis Systemische StérgroRen, die auf das Fehlen von
des gefloxten TGF-BRII-Genteilbereichs in

der RenCreflfl-Maus TGF-BRIl in anderen Organen zurickzufiihren
(PCR nach Chytil A. et al., 2002).

Eine Rekombination wird mit einer Bande bei waren, kdnnen so weitestgehend ausgeschlossen
ca.720bp angezeigt. Der schwarze Pfeil markiert

die Lingenstandardbande 700bp. werden. Als wildtypische Kontrollen dienten TGF-
BRIl RenRenflfl Mause (TGFBRII RR +/+, Mduse ohne Cre-Rekombinase, aber mit gefloxtem
TGF-BRII Gen). Beim Erstellen der Entwicklungsserie wurden alle Nierenstadien zu
histologischen Untersuchungen und Rekonstruktionen perfundiert. AuRerdem wurden

zusatzlich Blutproben und native Nieren fir weitere Analysen entnommen.

Als erstes musste Uberprift werden, ob der im TGF-BRII-Gen gefloxte Bereich in den
verwendeten RenCre-Mausen auch tatsachlich deletiert war. Dazu wurde renale genomische
DNA von neugeborenen TGF-BRII RenCreflfl und TGF-BRII RenRenflfl Mdusen untersucht. In
diesem Alter erfolgt eine sehr hohe Reninexpression, d.h. Reninpromotor- und damit Cre-

Rekombinaseaktivitat sollten zu diesem Zeitpunkt bereits hoch aktiv sein. Getestet wurde
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mit den von Chytil A. et al. (2002) designten Primern, die, sofern eine Rekombination
stattgefunden hat, eine Bande bei ca. 720bp amplifizieren. Beim wildtypischen Gen wird
unter den verwendeten PCR-Bedingungen kein Produkt erwartet, da dieses mehrere kbp
grofld ist. Abb.3.14 zeigt das Agarosegel einer solchen PCR. Die im TGF-BRIl RenCreflfl
detektierte Bande lauft in der fiir die Deletion erwarteten Hohe, was darauf schlielRen |asst,
dass die Cre-Rekombinase aktiv war. Im RenRenflfl konnte keine Bande dieser Grél3e

festgestellt werden.

2.2. TGF-BRII-Expression withrend der murinen Nephrogenese

Abb.3.15 zeigt zunachst den zeitlichen Verlauf von TGF-BRII- im Vergleich zur Renin-mRNA-
Expression einer Entwicklungsserie. Untersucht wurden fiir die Nephrogenese
reprasentative Nierenstadien von TGF-BRIl RenRenflfl Kontrollmdusen, beginnend mit

Embryonaltag 16.
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Abb.3.15 TGF-BRII- und Reninexpression in TGF-BRII RenRenflfl Kontrollméiusen
wihrend der Entwicklung.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM von 3-6 Nieren pro Entwicklungszeitpunkt.
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Es wird deutlich, dass Renin- und TGF-BRII-mRNA im zeitlichen Verlauf weitestgehend
korrelieren. Die geringste Abundanz von Renin und TGF-BRII in der Entwicklung wurde an
E16 gemessen. Von E18 ausgehend konnte wahrend der weiteren fétalen und postpartalen
Entwicklung bis pp3 ein deutlicher Anstieg der beiden Expressionskurven detektiert werden.
Die hochste mRNA-Abundanz zeigte sich zwischen pp3-pp10. Im adulten Tier war ein Abfall
der Expression auf das niedrigste gemessene Expressionslevel erkennbar. Aufler in den
Stadien E18 und pp1, bei denen die TGF-BRII- unter der Reninexpression bleibt, weisen alle

anderen vermessenen Stadien nahezu den gleichen mRNA-Level beider Proteine auf.

2.3. Bestimmung der Plasmareninaktivitit wihrend der Entwicklung in

TGFBRII -/- Miiusen

Die gesammelten Blutproben der TGFBRIlI RC -/- und RR +/+ Entwicklungsserie wurden zur
Bestimmung des im Blutkreislauf zirkulierenden aktiven Renins fiir RIA-(radioimmunassay)-
Messungen verwendet. Dazu wurde die Umsatzrate von Angiotensinogen zu Angiotensin |
(ANGI) im Blutplasma mittels radioaktiv markierter Antikdrper ermittelt. Dieser Umsatz
spiegelt die Reninenzymaktivitat wider, welche direkt proportional zum Reningehalt des

Plasmas ist.

1000+

—8— TGF-pRIl RenCrerfifl
—#- TGF-pRII RenCrerflfl

800

600

400

200

Plasmareninkonzentration (ngAngl / ml *h)

Entwicklungsstadium

Abb.3.16 Plasmareninkonzentration in TGF-BRII RenCreflfl Miusen
wihrend der Entwicklung. Zum Vergleich mit dargestellt ist die PRC der
jeweiligen TGF-BRII RenRenflfl Kontrollgruppe. Die Werte sind Mittelwerte
+ SEM von je 3-8 Plasmaproben pro Entwicklungszeitpunkt.
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Die Ergebnisse aus den RIA-Analysen der Proben zeigen, dass die TGF-BRIlI RenCreflfl Mause
verglichen zu den RenRenflfl Kontrollmdusen eine sich durch die komplette
Entwicklungsserie fortsetzende erniedrigte Plasmareninkonzentration (PRC) aufweisen
(Abb.3.16). In der Kontrollgruppe wurden maximale Umsatzraten (von ca. 600 ng ANGI/ml
Plasma*h) an E18 und im Alter um pp7 gemessen. Ein Minimum der PRC (um 100 ng
ANGI/ml Plama*h) wurde an Embryonaltag 16 festgestellt. Ausgehend von diesem Niveau
steigt die PRC bis E18 zunachst auf das etwa 7-fache und fallt dann zum postpartalen Tag 1
auf ca. den Wert 250 (ng ANGI/ml Plasma*h) zurtick. Ein 2. Maximum findet sich um die
1. Woche nach der Geburt. Zum Adultstadium senkt sich die Reninaktivitat wieder bis auf
etwa ppl-Niveau ab. Der PRC-Verlauf im TGF-BRII RenCreflfl Tier gleicht im Hinblick auf die
Stadien minimaler und maximaler Reninplasmaaktivitat dem der Kontrollgruppe, zeigt sich
generell zu dieser jedoch erniedrigt. Wieder beginnend mit der minimal ermittelten Aktivitat
an E16 von 50 ng ANGI/ml Plasma*h steigt die PRC in den konditionalen Knockoutméausen
auf das 10-fache in E18 an. An pp1 zeigt sich lediglich noch 25% der 2 Tage zuvor ermittelten
Umsatzrate. Bei pp3 und pp7 ist ein erneuter Anstieg der Plasmareninaktivitat zu erkennen.
An pp10 (ca. 100 ng ANGI/ ml Plasma*h) senkt sich diese knapp unter ppl-Level ab. Anders
als bei der Kontrollgruppe ist die PRC im adulten Tier im Vergleich zu pp10 leicht erhoht.

Sie befindet sich wieder in etwa auf pp1-Niveau.

2.4. Untersuchungen zur Reninzellrekrutierung im Verlauf der

Entwicklung von TGF-BRIl RenCreflfl Miusen

In Kombination zu dieser Messung wurde das Renin-mRNA-Profil der zugehorigen TGF-BRII
RenCreflfl Tiere der Entwicklungsserie bestimmt. Abb.3.17 zeigt die Renin mRNA-Werte der
Kontroll- und Knockoutmause in einem Balkendiagramm gegentiibergestellt.

Die TGFBRII RC -/- Entwicklungsgruppen scheinen gegeniiber den Kontrolltieren zwar eine
Tendenz zu gesenkter Reninproduktion zu besitzen (E18, pp3), eine signifikant (flir p < 0.05)
erniedrigte Renin-mRNA-Abundanz konnte jedoch nur an pp7 festgestellt werden. Alle
anderen untersuchten Entwicklungsstadien zeigten zur Kontrollgruppe vergleichbare
Reninexpressionslevel. Abgesehen von der starken Senke bei ppl, die bei den mRNA-
Analysen weitaus weniger ausgepragt ist und dem Minimal- (an E16) bzw. Maximalwert
(an E18), korreliert das Renin-mRNA-Expressionsprofil weitestgehend mit dem zeitlichen

Verlauf der Plasmareninaktivitdt. Anders als bei den Messungen der Plasmareninaktivitat
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zeigt sich im renalen mRNA-Reningehalt in den konditionalen Knockouttieren allenfalls eine

Tendenz zu gesenkter Reninproduktion, aber kein signifikanter Unterschied zu den

Wildtypen.
2.0
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Abb.3.17 Reninexpression von TGF-BRII RenCreflfl und RenRenflfl Méusen wihrend der
Entwicklung. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte £+ SEM von 3-8 Nieren pro
Entwicklungszeitpunkt.* bezeichnet signifikante Unterschiede von p < 0.05.

Um festzustellen, ob der reninzellspezifische TGF-BRII-Knockout Auffilligkeiten in der
Reninzellrekrutierung aufweist, wurden 3D-Rekonstruktionen, die Teile des renalen
GefaBbaums und die Reninexpression zeigen, angefertigt. Dazu wurde das rdumliche
Reninexpressionsmuster am Embryonaltag 18 und postpartalen Tag 1 sowie im Adulttier
untersucht. Weder im rekonstruierten pra- und postnatalen noch im adulten TGFBIl RC -/-
Stadium wurden wesentliche Abweichungen zu den Kontrolltieren im Hinblick auf die
Reninmenge und -verteilung beobachtet. Auch der GefaRbaum sowie die Nieren generell

waren wildtypisch entwickelt.
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embryonal Tag 18
TGF-BRIlI RenRenflfl

embryonal Tag 18
TGF-BRII RenCrefifl

Abb.3.18 Amira 3D-Gefilbaumteilrekonstruktionen einer TGF-BRII RenCreflfl und TGF-BRII
RenRenflfl Maus an Embryonaltag 18. Gezeigt ist jeweils ein arcuater Ast. Dargestellt sind arterielle
Gefdfle in rot, die Reninverteilung in griin und zusétzlich die Kapsel in gelb.
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postpartal Tag 1 - o ml
TGF-BRII RenRenfifl

postpartal Tag 1 ———
TGF-BRII RenCreflfl

Abb.3.19 Amira 3D-Gefif3baumteilrekonstruktionen von TGF-BRII RenCreflfl und TGF-BRII RenRenflfl
Nieren an Postpartaltag 1. Gezeigt sind kortikale Abschnitte des Gefélbaums, ausgehend von einem arcuaten
Ast. Der GefdBBbaum ist in rot dargestellt, Renin in griin und zusétzlich die Nierenkapsel und exemplarisch
Glomeruli in gelb.
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Glomerulus

A. interlobularis

A. arcuater Seitenast

adult 1 m
TGF-BRII RenRenflfl

adult
TGF-pBRIlI RenCrefifl "

Abb.3.20 Amira 3D-Gefiflbaumteilrekonstruktionen von adulten TGF-BRII RenCreflfl und TGF-BRII
RenRenflfl Nieren. Gezeigt ist je ein kortikaler Abschnitt des Geféflbaums, ausgehend von einem arcuaten Ast.
Der GefaB3baum ist in rot dargestellt, Renin in griin und zusitzlich die Nierenkapsel und exemplarisch Glomeruli
in gelb. Schwarze Pfeile markieren im TGF-BRII RenCreflfl Modell Stellen von Reninzellbédnderung.

Ergebnisse: Untersuchungen zu TGF-

65



Abb.3.18 zeigt die Rekonstruktion eines arcuaten Bogens einer TGF-RIl RenCreflfl Maus an
Embryonaltag 18 und der entsprechenden Kontrolle. Bei beiden ist eine Reninexpression,
ausgehend vom arcuaten Bogen noch, flachig entlang des gesamten GefaRbaums zu finden.
Ansatzweise ist bereits der Rickzug hin zu den weiter distal gelegenen GefaRRbereichen zu
erkennen. Es 13aBt sich im TGF-BRII RenRenflfl als auch im RenCreflfl ein fir dieses

Entwicklungsstadium typisches Reninexpressionsmuster erkennen.

Bei den Modellen von ppl und adult wurden GefalRbaumteilbereiche, jeweils beginnend mit
einem arcuaten Seitenast rekonstruiert. Zusatzlich wurden in diesen Abbildungen Glomeruli
mit dargestellt.

Einen Tag nach der Geburt an ppl (Abb.3.19) findet sich Reninsynthese im Kontrolltier und
im TGFBRII RC -/- in den interlobularen Arterien sowie afferenten Arteriolen und zwar
vorwiegend in den Vasa afferentia des inneren Kortex. In groflen arcuaten Gefallen ldsst sich
die Reninexpression nur noch in einem diskontinuierlichen Muster, hauptsachlich an Ver-

zweigungspunkten zu den interlobularen Arterien, beobachten.

Im Adulttier ist die Reninproduktion basal auf seine
klassische juxtaglomerulare Position in der Wandung
der afferenten Arteriole begrenzt (Abb.3.20).
Einziger erkennbarer Unterschied zur TGF-BRII
RenRenflfl Maus war eine im RenCre-Tier dullerst
sporadisch auftretende Reninexpression in weiter
oberhalb des GefdBpols liegenden Bereichen der

afferenten Arteriole. In der Rekonstruktion Abb.3.20

Abb.3.21 Renin- und a-SMA- Immunfluo- (mit schwarzen Pfeilen markiert) sind zwei solcher
reszenzfirbung von Nierengewebe einer

adulten TGF-BRII RenCreflfl Maus. Banderungen zu finden.

Gezeigt ist eine Banderung von Reninzellen

(rot) in einer afferenten Arteriole (o-SMA Abb.3.21 zeigt ein zugehdriges immunhistologisches

in griin  dargestellt) ausgehend vom . . . .

Glomerulus (G). Bild eines Nierengewebeschnitts einer adulten TGF-
BRIl RenCreflfl Maus welcher gegen a-Glattmuskelaktin und Renin gefarbt wurde. Dort gut zu
erkennen ist eine vom Pol der afferenten Arteriole ausgehendende, streifenartig in weiter
entfernt gelegene GefaRwandbereiche ausgedehnte Reninexpression. Solche Banderungen

treten in der adulten Niere im Normalfall unter Stimulation zur Reninproduktion im Zuge von

retrograder Reninzellrekrutierung auf.
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2.5. Untersuchungen zur Reninzellrekrutierung in adulten

TGF-BRIl RenCreflfl Miusen

1.5+

B basal
EA LS + Enalapril

mRNA/GAPDH mRNA

. N
o &

Abb.3.22 Renin- und TGF-BRII-Expression von
adulten TGF-BRII RenRenflfl M:iusen unter
Stimulation des RAAS. Dargestellt sind die mRNA-
Daten, links jeweils basal und rechts unter Behandlung
mit LS+Enalapril. Die Werte sind Mittelwerte + SEM
von je 5-6 Nieren pro Versuchsgruppe.

* indiziert Signifikanz fiir p < 0.05.

In den Kontrollmdusen zeigte sich unter
Stimulation eine gegeniliber der basalen
Expression deutlich erhéhte Renin-mRNA-
Abundanz. Die TGF-BRII-Expression blieb
dagegen unbeeinflusst (Abb.3.22). Die Renin-
und TGF-BRII-Expression korrelieren unter LS-
und Enalaprilbehandlung demnach nicht.

Eine Stimulation des RAAS war auch im TGFpRII
RC -/- generell moglich und zwar im gleichen
Ausmal’ wie in den Kontrollmdusen. Abb.3.23

zeigt die Daten der Renin-mRNA-Messung von

TGF-BRII RenCreflfl Nieren verglichen mit den

Um mogliche Auswirkungen einer reninzell-
spezifischen TGF-BRII-Defizienz auf die Renin-
zellrekrutierung im Adulttier feststellen zu
konnen, wurden Mause mit stimulierten
RAAS untersucht. Dazu wurden RenCreflfl-
und Kontrollmause einer 7-tagigen Niedrig-
salzdidt unterzogen (LS). Ab dem 4. Tag der
Didat wurde diesen auflerdem zusatzlich der

ACE-Inhibitor Enalapril verabreicht.

1.5+ *

Renin/GAPDH mRNA

«C;" «GQ (* p <0.05)

Abb.3.23 Reninexpression in mit LS und Enalapril
behandelten TGF-BRII RenCreflfl Miusen.
Gezeigt sind die Daten aus mRNA-Messungen von
TGF-BRII RenCreflfl und TGF-BRII RenRenflfl
Mausen. Dargestellt ist jeweils die basale (links) und
die stimulierte (rechts) Renin mRNA-Expression. Die
Werte sind Mittelwerte = SEM von je 20 Nieren pro
Versuchsgruppe.

* indiziert Signifikanz fiir p <0.05.
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entsprechenden RenRenflfl Mausen. Sowohl Kontroll- als auch TGFBRII RC -/- lassen sich zu
einer des Basalwerts etwa 6-fachen Reninsynthese anregen. Die RenCreflfl-Mause zeigten
weder in der basalen noch in der LS und Enalapril stimulierten Reninexpression einen

signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe.

In Abb.3.24 sind die 3D-Rekonstruktionen zu diesen Messungen dargestellt. Auch dort
konnte beziglich der Reninmenge keine klar ersichtliche Abweichung zum Wildtyp im
Knockoutmodell festgestellt werden. Allerdings zeigte sich im Gegensatz zum TGF-BRII
RenRenflfl Tier zusatzlich zur Reninzellrekrutierung in den afferenten Arteriolen auch eine

vereinzelte Reninabundanz in den GefaBwanden der groReren interlobularen Arterien.
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Diskussion

1. Reninzellrekrutierung in COX-2 defizienten Miusen

Renininduktion erfolgt wahrend der Nephrogenese in einem spezifischen zeitlichen und
raumlichen Muster. Die Reninexpression wandert dabei entlang des sich entwickelnden
Gefdllbaums Uber die groBen GefdaRe bis hin zu seiner juxtaglomeruldren Position im
Adulttier, wo es im Basalzustand auf diese spezielle Lage beschrankt bleibt. In der
ausgereiften Niere kommt es unter Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems allerdings zu
einem weiteren Rekrutierungsphanomen im Zuge dessen zusatzliche Zellen der GefdaBwand
zur Reninproduktion befédhigt werden. Welche Faktoren dieses An- und Abschalten der
Reninsynthese in diesen Zellen wadhrend der Nephrogenese und in der reifen Niere
kontrollieren oder zumindest beeinflussen ist bislang unbekannt. Ziel dieser Studie war es, zu
klaren ob und — wenn ja — inwieweit COX-2 fiir die Rekrutierung Renin bildender Zellen im

Verlauf der Entwicklung und im adulten Tier eine Rolle spielt.

1.1. Renin- und COX-2 Expression wihrend der Entwicklung

Gesetzt den Fall, dass durch COX-2 gebildete Prostanoide fir die Reninexpression von
Bedeutung sind, wadre eine zeitliche Korrelation der Expressionsprofile beider Faktoren
anzunehmen. Die Wildtypserie zur COX-2- und Renin-mRNA-Messung umfasste Nieren im
Alter zwischen E15 bis adult, also die komplette Phase der Reninzellverlagerung wahrend der
Entwicklung. Die Expressionsmuster beider Faktoren waren in ihren entwicklungs-
spezifischen Kurvenverlaufen zeitlich nicht zueinander korreliert. Zur Phase hochster
Reninabundanz, um die Geburt, zeigte COX-2 eine schwache, aber kontinuierlich steigende
Expression. Zum Zeitpunkt starkster COX-2-Bildung, 2-3 Wochen nach der Geburt, war die
Reninexpression dagegen auf ihr niedrigstes Niveau im Adultstadium abgesunken. Hoéchste
COX-2-Aktivitat war demnach in Nierenreifestadien zu finden, in denen sich Renin bereits

vorwiegend an juxtaglomeruldrer Position befindet und der Reninzellrekrutierungsprozess
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nahezu abgeschlossen ist (nach Sauter & Machura, 2007). Zu Entwicklungszeitpunkten des
massiven Rickzugs Renin bildender Zellen aus den groRen arcuaten GefdaRen von E18-ppl

lag der COX-2-Spiegel dagegen vergleichsweise niedrig.

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit Befunden zur Reninexpression, die an
Ratten erhoben wurden. In spaten embryonalen sowie friihen postpartalen Stadien wurde
dort zundchst eine schwache COX-2-Expression festgestellt, welche im Verlauf der 1. Woche
postpartum anstieg und sich, bis zu einem rapiden Abfall ab der 3. Woche, auf einem
wesentlich erhohten Niveau stabil hielt. Auch der zeitliche Verlauf der Reninexpression
zeigte sich dahnlich dem des in der Maus gemessenen (Zhang MZ. et al., 1997; Stubbe J. et al.,
2003). Der sehr niedrigen COX-2-Abundanz der friihen Nephrogenese zu Grunde liegend
postulierten Stubbe J. et al. (2003) daher, dass COX-2 nicht mit dem Reninmaximum bei der
Geburt in Verbindung gebracht werden kann, sondern vielmehr die Reninsekretion wahrend
der postpartalen Sdugeperiode unterstiitzt. Da die Verlagerung Renin exprimierender Zellen
schon wahrend der Embryonalentwicklung an E15/E16 beginnt und sich ab diesem Zeitpunkt
kontinuierlich fortsetzt, spricht diese Hypothese auch gegen eine Beteiligung von COX-2 an

der Reninzellrekrutierung.

1.2. Renin-mRNA-Expression in COX-2 defizienten Miusen wihrend der

Nierenentwicklung

Obwohl es keine direkte tempordre Korrelation von COX-2- und Reninbildung gibt, weisen
dennoch alle untersuchten Knockoutstadien, mit Ausnahme von pp10, einen im Vergleich
zum Wildtyp erniedrigten Renin-mRNA-Level auf. Warum in COX-2 defizienten Mausen 10
Tage nach der Geburt sogar ein zum Wildtyp erhohter Reninwert gemessen werden konnte
ist unklar. Dieses Nierenstadium hebt sich allerdings in voneinander unabhdngigen
Messungen und Versuchsreihen von allen anderen untersuchten Stadien ab. Auffallig ist,
dass es sich dabei um genau den Zeitpunkt handelt, bei dem auch der zeitliche
Expressionsverlauf von COX-2 in der Wildtypserie einen markanten Einbruch aufweist. Die
gegeniber der Wildtypgruppe signifikant erhohte Renin-mRNA-Expression im ppl0
Knockout bestatigte sich unabhdngig davon im 3D-Modell. Ein Fehler in der Methodik oder

bei der Messung selbst ist daher unwahrscheinlich.

: COX-2 und Renin

70



Aus bisherigen Studien ist bekannt, dass adulte COX-2-Knockoutmdause eine geringere
Reninexpression und -sekretion sowie eine erniedrigte Plasmareninaktivitat besitzen (Yang
T. et al., 2000; Cheng HF. et al., 2001; Kim SM. et al., 2007). Daten Uber die Reninabundanz in
COX-2 -/- Mausen wahrend der Entwicklung existierten bislang aber nicht. Im Zuge dieser
Studie konnte bereits im untersuchten Embryonalstadium E18 eine deutlich erniedrigte
Reninexpression festgestellt werden. Dort entsprach der Renin-mRNA-Wert nur etwa 70 %
dem des in der Wildtypkontrollgruppe gemessenen. Es kann demnach davon ausgegangen
werden, dass COX-2, auch trotz seiner schwachen Abundanz, schon in dieser
Entwicklungsphase einen Effekt auf die Reninexpression ausibt. Wie aus den
3D-Rekonstruktionen ersichtlich wurde, beeinflusst es dabei weniger die korrekte
Reninzellpositionierung als vielmehr die Anzahl Renin exprimierender Zellen. Zwar ist die
Reninexpression in den angefertigten Modellen, wieder mit Ausnahme von pp10, sehr viel
reduzierter, als die mRNA-Daten aufzeigen, allerdings lasst sich hierzu eine hohe Variabilitat
in der Sensibilitat der unterschiedlichen Methoden auffiihren, da eine schwache Expression
immunhistologisch schlechter erfasst wird als auf mRNA-Ebene.

In allen rekonstruierten Nierenstadien war Renin auch in den Knockoutmdusen in
wildtypischem, entwicklungs-spezifischem Muster in den korrekten GefdaBbaumabschnitten
zu finden. Auch im Adultstadium konnte Renin nur in niedrigerer Abundanz als im Wildtyp an
seiner klassischen Position am Eingang zum Glomerulus detektiert werden. Die kortikalen
oberflachigen Glomeruli direkt unterhalb der Capsula fibrosa zeigten basal, im Gegensatz zu
mittkortikalen und juxtamedulldren, sehr wenig bis keine Reninimmunreaktivitat in den
afferenten Arteriolen, was auf eine fehlerhafte Reinzellpositionierung im dulReren Kortex
hindeuten konnte. Allerdings wiesen viele dieser Glomeruli nach Stimulation
Reninexpression auf (spater ausfiihrlich diskutiert), was belegt, dass wahrend der
Entwicklung auch an diese Stellen zur Reninproduktion fahige Zellen gelangt sein missen.
Dass Renin in der adulten COX-2-Knockoutmaus basal an juxtaglomerularer Position
exprimiert wird und zwar zu signifikant geringerer Menge als im Wildtyp, bestatigen frihere

Untersuchungen von Yang T. et al. (2000).

Die Daten zur Reninexpression in den sich entwickelnden Knockoutnieren mit aufgreifend,
kann demnach davon ausgegangen werden, dass der Rekrutierungsprozess von Renin
bildenden Zellen, grundsatzlich auch ohne COX-2-Aktivitat in korrektem zeitlich-raumlichen

Muster stattfinden kann.
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1.3. Reninexpression unter Stimulation im COX-2 -/- Adulttier

Erste pharmakologische Untersuchungen an Ratten und Mausen erweckten den Anschein,
dass eine Stimulation der Reninsekretion maBgeblich von der COX-2-Prostaglandin-
produktion abhdngig ist. Unter Verwendung der COX-2-Inhibitoren NS398 und SC58236
konnte in Folge experimenteller Mandver zur Stimulation des Reninsystems, wie renale
Arterienstenose, ACE Inhibition, AT;-Rezeptorblockade oder Niedrigsalzdidt nur eine
abgeschwachte Reaktion des RAAS festgestellt werden (Hardin P. et al., 1997, Wang JL. et
al., 1999; Hardin P. et al., 2000). Spatere Studien mit neueren selektiven COX-2-Inhibitoren,
Rofecoxib und Celecoxib konnten diese Ergebnisse im Bezug auf oralen Salzentzug und
Angiotensinblockade allerdings nicht in vollem Umfang bestdtigen (Kammerl MC. et al.,

2001; Hécherl K. et al., 2001; Hécherl K. et al., 2002; Castrop H. et al., 2010).

Im COX-2-Knockoutmodell hingegen, zeigte sich eine deutlich reduzierte basale Renin-
expression. Eine Stimulation der Reninsekretion mit Hilfe von Niedrigsalzdiat, ACE-Inhibition,
ANGI-Rezeptor-Antagonismus oder reduziertem renalen Perfusionsdruck war in COX-2-
Knockoutmausen gegeniiber den Kontrolltieren verringert (Cheng HF. et al., 2001, Yang T. et
al., 2000; Kim SM. et al., 2007). Die Befunde der hier durchgefiihrten Studie stimmen
weitestgehend mit diesen Beobachtungen (iberein. Der basale mRNA-Reninspiegel zeigte
sich in den COX-2-Knockouttieren verglichen zur Kontrollgruppe deutlich erniedrigt. Gleiches
war auch unter Stimulation mit Niedrigsalzdiat kombiniert mit ACE-Inhibition der Fall.
Allerdings fiihrte dieses experimentelle Manéver sowohl im COX-2 +/+ als auch im Knockout
zu einem signifikanten Anstieg der Reninexpression um ein Vielfaches. Eine Stimulation des
Reninsystems war unter den gewahlten Versuchsbedingungen bei fehlender COX-2-Aktivitat

moglich.

Yang T. et al. konnten 2000 zwar einen durch 14-tagige Niedrigsalzdiat induzierten Anstieg
der Renin-mRNA, der Reningranulierung in den afferenten Arteriolen und der Reninaktivitat
in Wildtypmausen, nicht aber in COX-2-Knockouts feststellen. Eine Stimulation zur
Reninsynthese mit Niedrigsalzdiat war demnach in der COX-2-/- Maus nicht moglich. In
diesem Zusammenhang sei erwdhnt, dass in Mausen, anders als in Ratten, durch
Niedrigsalzdiat allgemein nur ein geringer, kein deutlich signifikanter Anstieg der
Reninexpression erzielt werden kann. Es wird davon ausgegangen, dass die Tiere ihren

Salzbedarf wahrend der Diat Uber Koprophagie ausgleichen (persénliche Mitteilung von. J.
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Loffing). Die diskrepanten Ergebnisse dieser Studie stehen mit denen von Yang T. et al.
(2000) nicht im Widerspruch, sondern basieren vielmehr auf den verwendeten
unterschiedlichen Stimulationsprotokollen. Die Stimulation der Reninsynthese im COX-2-
Knockout lasst sich demnach auf die Verabreichung des ACE-Inhibitors zurlickfihren und
weniger auf die Niedrigsalzdiat. Dafilir wiirden auch die Beobachtungen von Wagner C. et al.
(2003) sprechen, welche trotz pharmakologischer COX-Hemmung bei signifikant erniedrigter
Prostanoidproduktion nach ACE-Inhibition eine deutliche Stimulation der Reninbildung
messen konnten. Von Cheng HF. et al. (1999) an COX-2-Knockoutmdausen durchgefiihrte
Versuche mit dem ACE-Hemmer Captopril, bewirkten dagegen im COX-2 -/- weder eine
erhohte Plasmareninaktivitdt noch renale Renin mRNA-Expression und renale Reninaktivitat.
Auch konnte im Knockout, anders als in der Kontrolle, nur eine minimale Rekrutierung
zusatzlicher Reninzellen beobachtet werden. In jlingeren Arbeiten von Kim SM. et al. (2007)
wurde aber in COX-2 deletierten adulten Mausen nach 1-wochiger Behandlung mit
Niedrigsalzdiat in Kombination mit Enalapril ein Anstieg der Plasmareninkonzentration um
das 14-fache gemessen. Dass der Rekrutierungsmechanismus Renin bildender Zellen im
adulten Knockouttier prinzipiell noch intakt ist, bestatigen auch die 3D-Modelle der hier

durchgefiihrten Studie.

1.4. Bedeutung von COX-2 auf die Reninzellrekrutierung im Adulttier

Die 3D-Modelle dieses Versuchsansatzes machen deutlich, dass unter Stimulation auch im
Knockouttier die Reninexpression im JGA-Bereich erheblich verstarkt wird, indem zusatzliche
Zellen im Vas afferens rekrutiert werden. Wenngleich die Reninzellrekrutierung an den
Glomeruli des juxtamedulldren Bereichs am starksten ausgepragt war, konnte auch eine
erhohte Reninexpression in den subkapsularen sklerotisierten Glomeruli beobachtet
werden. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass auch in der adulten Maus
das An- und Abschalten der Reninsynthese nicht essentiell von einer COX-2-Aktivitat

abhdngig ist.

Die 3D-Rekonstruktionen zeigen im LS & Enalapril behandelten COX-2 -/- -Tier, zumindest an
den juxtamedullaren Glomeruli, eine klare fir die Stimulation typische zusatzliche
Reninproduktion in retrograden Bereichen der afferenten Arteriolen. Auffallig ist, dass die

Reninexpression im COX-2-Knockouttier basal wie auch unter Stimulation hauptsachlich an
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den juxtamedulldaren Glomeruli und sehr viel schwacher im dufleren Kortex stattfindet.
Besonders die direkt unterhalb der Nierenkapsel gelegenen Glomeruli weisen nahezu keine
Reninexpression auf, was die Befunde aus der Arbeit von Yang T. et al. (2000) erkléren
kénnten, die von einem niedrigeren kortikalen Renin-mRNA-Level in COX-2 Knockoutmadusen
berichtet. Die 3D-Rekonstruktionen konnten zeigen, dass sich zwar unter Stimulation auch
im Kortex Reninsignale detektieren lassen, allerdings in einem sehr viel geringeren Ausmaf}

als in der Wildtypkontrolle.

COX-2-Knockoutmduse besitzen ein gestortes Nierenwachstum und einen daraus
resultierenden stark ausgepragten renalen Phanotyp. Unter anderem lassen sich im Kortex
sklerotisierte Glomeruli finden (Dinchuk JE. et al., 1995, Morham SG. et al., 1995; Norwood
VF. et al., 2000). Bei den nahezu subkapsularen reninfreien Glomeruli handelte es sich
ausschlieBlich um diese Glomeruli. Es bleibt daher fraglich, ob die fehlende Reninabundanz

dort eine direkte Folge der COX-2-Defizienz oder der strukturellen Schadigung ist.

Die Ergebnisse aus den Stimulationsversuchen zusammenfassend ist zu sagen, dass COX-2
auch im Adulttier kein obligatorischer Faktor des An- bzw. Abschaltmechanismus Renin
bildender Zellen im Zuge der Reninzellrekrutierung ist. Fiir die Stimulation zur Renin-
expression und -sekretion an sich, im Besonderen bei der salzabhidngigen Regulation des

RAAS, scheint es aber eine essentielle Rolle zu tibernehmen.

1.5. Renale Storungen von COX-2-Knockoutmiusen

Frihere Untersuchungen an Knockoutmausen ergaben, dass eine Deletion des COX-2-Gens
nicht nur zu einer deutlich verkirzten Lebensdauer, sondern auch zu einem stark
ausgepragten renalen Phanotyp und vermutlich Niereninsuffizienz fuhrt. Wie bereits
erwahnt ist dabei hauptsachlich der Kortex betroffen, in dem kleine sklerotisierte Glomeruli,
zystische Tubuli und interstitielle Fibrose auftreten. An Vaskulatur und Medulla konnten
dagegen keine strukturellen oder funktionellen Aberrationen festgestellt werden. Eine
fortschreitende Dysplasie des duReren Kortex war bereits am postpartalen Tag 10 erstmals
zu erkennen (gesamter Abschnitt: Dinchuk JE. et al., 1995, Morham SG. et al., 1995;

Norwood VF. et al., 2000).
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Ein Teil dieser Nierenstorungen war auch in den 3D-Modellen der hier durchgefiihrten
Studie zu erkennen, vor allem in der adulten Niere waren diese massiv ausgepragt. Es
zeigten sich gebiindelte kleine sklerotisierte Glomeruli die in direktem Kontakt zur
Nierenkapsel standen. Weiter in der Nierenmitte gelegene und samtliche juxtamedulldre
Glomeruli waren dagegen unauffillig. Da die 3D-Rekonstruktionen belegen, dass sich das
Reninexpressionsmuster wahrend der Entwicklung im Knockouttier prinzipiell wildtypisch
verlagert, liegt die Vermutung nahe, dass die fehlende Reninabundanz in der subkapsuldren
Region vielmehr in der strukturellen Schadigung der Nephrone, als in fehlender COX-2-

Aktivitat begriindet ist.

Im Gegensatz zu den alteren Befunden der anderen Arbeitsgruppen wurden auch klare
Unterschiede in der Struktur des arteriellen GefaBbaums festgestellt. Dieser erschien
generell und besonders im Bereich des dufleren Kortex gestaucht. Die afferenten Arteriolen
dort verlaufen direkt unterhalb der Kapsel und sind schirmartig nach unten zur Nierenmitte
gedriickt. Die Langenmessung der superfiziellen afferenten Arteriolen konnte belegen, dass
schon im frilhen postpartalen Stadium ppl eine signifikante Verkiirzung oberflachiger
afferenter Arteriolen vorliegt, was darauf hindeutet, dass das gestorte Wachstum zeitlich mit
dem Beginn der kortikalen Entwicklung zusammenfallt. Zwar besitzt die reninzellspezifische
Gso-Knockoutmaus, welche eine nahezu ganzlich fehlende Reninexpression aufweist, ebenso
verkiirzte afferente Arteriolen, allerdings ohne die Krimmung zur Nierenmitte und die
Ausbildung von Glomeruliblindeln wie sie in der COX-2 -/- Maus beobachtet werden konnten
(Neubauer B. et al., 2009). Diese Tatsache lasst darauf schlieBen, dass beide Faktoren
hinsichtlich der Reninexpression und des Signalwegs nicht in Serie geschaltet sind und die
Verkiirzung der afferenten Arteriolen in beiden Knockouttieren wohl unterschiedliche

Ursachen besitzt.

Viel wahrscheinlicher ist dagegen, dass es sich bei dem Malformationen des GefalRbaums
in der COX-2-Knockoutmaus um einen sekunddren Effekt, der auf dem gestorten
Kortexwachstum beruht, handelt. Die Prozesse der Gefal3- und Nephronentwicklung laufen
namlich wahrend der Nierenreifung parallel zueinander ab und sind aufeinander abgestimmt

(Sariola H., 1991).

Isolierte JG-Zellen werden von Prostaglandin E, (PGE,) und Prostacyclin (PGl,) direkt zur

Reninsekretion angeregt (Friis UG. et al., 2005; Jensen BL. et al., 1996). Sowohl In-vitro- als
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In-vivo-Studien an Prostaglandinrezeptor deletierten Knockoutmausen belegen, dass bei der
Vermittlung dieses stimulatorischen Signals die Prostanoidrezeptoren EP2, EP4 und [P
entscheidend sind. Diese sind Gs-Protein gekoppelt und fihren Uber einen Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration zur Reninfreisetzung (Friis UG. et al., 2005; Fujino T. et
al., 2004; Schweda F. et al., 2004). Neueste Untersuchungen von Neubauer B. et al. (2009) an
reninzellspezifisch defizienten Gs,-Madusen zeigten, dass der cAMP-Signalweg auch bei der
Reninexpression wahrend der Nephrogenese eine wichtige Rolle spielt. Die Unterbrechung
der Transduktionskette (iber die Deletion der Gs-Protein Untereinheit Gy, flhrt bereits in der
frihen renalen Entwicklung zu einem nahezu vollstandigen Verlust der Reninproduktion. Mit
von COX-2 generierten Prostanoiden als primare Ausloser des cAMP-Signalwegs zur
Reninzellrekrutierung wahrend der Entwicklung ware eine serielle Kopplung des renalen
Phdnotyps von COX-2- und den konditionalen Gs,-Knockoutmausen zu erwarten. In der
Signalkaskade ist Gy, der Aktivierung der Gs-Protein gekoppelten Prostanoidrezeptoren
direkt nachgeschaltet. Die COX-2 vermittelte cAMP-Signaltransduktion ware damit in
reninzellspezifischen Gg,-Knockoutmadusen auch komplett unterbrochen und eine serielle

Kopplung der renalen Phanotypen daher zwingend.

Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse zur Reninexpression in COX-2 defizienten Mausen
lassen demnach darauf schlieRen, dass es sich nicht um von COX-2 stammende Prostanoide
als primaren Regulator der Reninzellrekrutierung handelt. Zwar zeigte sich in fast allen
untersuchten Entwicklungsstadien eine gesenkte Reninexpression, allerdings lag diese
immer noch (ber der Hélfte des Wildtypniveaus. Selbst bei einem denkbaren Ausgleich mit
von COX-1 generierten Prostanoiden als Ausgleichsfunktion ist eine so hohe Reninabundanz
eher unwahrscheinlich. Auch das korrekte zeitlich-rdumliche Muster der Reninexpression in
den COX-2-Knockoutmadusen spricht gegen COX-2 als einen entscheidenden Faktor im
Hinblick auf den Umschaltmechanismus Renin bildender Zellen, dafiir aber vielmehr fir
einen potenten Stimulator des RAAS schon wahrend der Entwicklung. Ein Wirkmechanismus
Uber Prostanoidrezeptoren und cAMP ist nicht widerspriichlich. Die Beobachtungen in der
reninzellspezifischen Gg,-Knockoutmaus schlieBen eine Summation von Effekten resultierend
aus einer unterbrochener Signalgebung mehrerer Faktoren, die tiber den gleichen Signalweg

auf die Reninzelle wirken, keineswegs aus.
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1.6. Verlauf des zeitlich-riumlichen COX-2-Expressionsmusters

Aufgrund ihrer sehr kurzen Halbwertszeit und ihrer begrenzten lokalen Wirkung ist, sofern
COX-2 generierte Prostanoide wahrend der Entwicklung und im Adulttier in Zusammenhang
mit der Reninzellrekrutierung stiinden, eine zeitliche als auch rdumliche Co-Lokalisation von
Renin und COX-2 bildenden Zellen anzunehmen.

Harris R. et al. beschrieben 1994 als erste die konstitutive Expression von COX-2 in
Macula-densa-Zellen der Ratte. Die folgenden detaillierteren immunhistochemischen
Studien in Ratten und Kaninchen konnten neben maculdrer Expression auch eine
COX-2-Immunreaktividt in angrenzenden Zellen des kortikalen dicken aufsteigenden Asts der
Henle’schen Schleife aufzeigen (Stubbe J. et al., 2003; Cheng HF: et al., 1999; Mangat H. et
al., 1997; Theilig F. et al., 2002; Vio CP. 1997). Beim Menschen und bei Primaten ist die
COX-2-Expression im TAL unter basalen Bedingungen sehr viel geringer als in Nagetieren
(Nantel F. et al. 1999, Kémhoff M. et al., 1997; Khan KN. et al. 1998). Stubbe J. et al. fiihrten
2003 ausfuhrliche Analysen zur COX-2-Expression in der friihen postpartalen Rattenniere
durch. Daten zur rdumlichen COX-2-Abundanz wahrend der renalen Entwicklung in anderen
Spezies, unter anderem der Maus standen bislang jedoch nur begrenzt zur Verfligung.

In der hier durchgefiihrten Studie zeigte sich COX-2-Immunreaktivitdt in frihen Nephron-
strukturen der nephrogenen Zone direkt unterhalb der Nierenkapsel, in kortikalen tubuldren
Strukturen und in Bereichen der Macula densa. Eine raumliche Korrelation von COX-2- und
Reninimmunreaktivitdit konnte nur im Bereich der Macula densa festgestellt werden.
AuBerhalb dieser Region bestand, selbst in friihen Entwicklungsstadien mit sehr flachiger
Reninexpression, keine direkte Nachbarschaft zwischen COX-2 und Renin.

Mit Ausnahme der Macula-densa-Region ist daher eine parakrine Wirkung von COX-2
stammenden Prostanoiden auf Renin bildende Zellen auszuschlieBen. Eine Funktion von
COX-2 ist demnach, zumindest bei der Reninzellrekrutierung in der unreifen murinen Niere,
unwahrscheinlich, was wiederum die vorhergehenden Befunde dieser Studie bestatigt. Am
JGA hingegen widren von COX-2 stammende Prostanoide durch ihre Position dafir
pradestiniert, auf die Reninexpression tonischen Einfluss zu nehmen. lhre raumliche Nahe zu
den dort in der Vaskulatur sitzenden Reninzellen und die Tatsache, dass in adulten COX-2-
Knockoutmdusen als Antwort auf Niedrigsalz keine Hochregulation der Reninexpression
stattfindet (Yang T. et al., 2000), legen die Vermutung nahe, dass COX-2 lediglich als

,Enhancer” der basalen Reninbildung in der reifen Niere von Bedeutung sein kénnte. Dies
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wird jedoch durch die Ergebnisse unserer Studie aus den Stimulationsversuchen an der
Knockoutmaus widerlegt. Nach Behandlung mit Niedrigsalz und Enalapril zeigte sich eine im
Vergleich zum Basalzustand deutlich verstarkte Reninexpression in den afferenten Arteriolen.
Zahlreiche Studien deuten indessen darauf hin, dass COX-2 eine maligebliche Rolle in der

salzabhangigen Regulation des RAAS im Macula-densa-Kontrollmechanismus spielt.

1.7. COX-2-Lokalisation in der adulten Mausniere unter Stimulation

des RAAS

Wagner C. et al. berichteten in ihrer Arbeit 2003 zur COX-2-Expression in der adulten
Mausniere von einer nicht zu detektierenden COX-2-Abundanz im renalen Kortex und keiner
Verdanderung der COX-2-Expression bei klassischer Stimulation des Reninsystems. Die hier
durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen konnten dies nicht bestéatigen,
sondern korrelieren mit dlteren Befunden aus Ratten von Harris RC. et al. (1994) und Yang T.
et al. (1998). Sie konnten in der normalen adulten Rattenniere COX-2-Expression in
vereinzelten Zellen des cTALHs in Macula-densa-Region und eine signifikant erhohte
Expression nach chronischer Salzdepletion in der Macula densa vorgelagerten Zellen
beobachten. Macula-densa-Zellen besitzen auBerdem die microsomale Isoform der PGE,-
Synthase, was sie zur Produktion von PGE, befahigt (Villarreal ID. et al., 1986; Fuson AL. et
al., 2003). Cdmpean V. et al. beschrieben in ihrer Arbeit zur renalen Prostglandinsynthese in
Ratte und Maus 2003 eine COX-2-Immunlokalisaton entlang des cTALs und in der Macula
densa stets begleitet von PGE-Synthase-Immunreaktivitdt. Dass diese dort tatsachlich
exprimiert wird bestatigten humane Studien, sowie Biosensorzellversuche an isolierten JGA-
Praparaten (Therland KL: et al., 2004, Peti-Peterdi J. et al., 2004).

AuBerdem belegen Studien von Friis UG. et al. (2005), dass sowohl IP-, EP2- und EP4-
Rezeptoren mit JG-Zellen assoziiert sind und ihre Aktivierung zu einer rapiden PKA
vermittelten exozytotischen Fusion und Freisetzung von Reningranulen fiihrt. Auch erfolgt
eine Regulation der COX-2-Expression mit Hilfe physiologischer Stimuli, was im Normalfall
mit korrespondierenden Anderungen der Reninaktivitit einhergeht (Castrop H. et al. 2010).
Unter Bedingungen niedriger Salzkonzentrationen im distalen Tubulus kommt es zu einer
verstarkten COX-2-Expression, wie es zum Beispiel bei verminderter oraler Salzaufnahme
oder geringem renalen Perfusionsdruck der Fall ist (Wolf K. et al., 1999; Harris RC. et al.,

1994; Hartner A. et al., 2003; Jensen&Kurtz, 1997). Ebenfalls fir die Beteiligung von COX-2
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am salzabhangigen MD-Kontrollmechanismus spricht, dass eine chronische Verabreichung
von Schleifendiuretika zu einer erhéhten COX-2-mRNA-Abundanz in der Macula densa fuhrt
(Kammerl MC. et al., 2001a; Kammerl MC. et al., 2001b; Castrop H. et al., 2001). Die
hochregulierte COX-2-Expression wahrend Beeintrachtigung der Salztransportaktivitat im
TAL und auch bei oraler Niedrigsalzzufuhr wird begleitet von einem Anstieg der Expression
der microsomalen PGE,-Synthase und deren nachgeschalteter Enzyme zur PGE,-Synthese

(Kémhoff M. et al., 2004; Campean V. et al., 2003).

1.8. COX-2-Expression und der Macula-densa-Mechanismus wihrend der

renalen Entwicklung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Lokalisationsstudie zeigte, dass
bereits an Embryonaltag 18 Renin und COX-2 an tieferliegenden Nephronen in JGA-Position
in direkter Nahe zueinander exprimiert werden. Da es sich bei diesen Nephronen um
zukiinftige juxtamedulldre Nephrone handelt, welche im Verlauf der Nephrogenese als erste
gebildet und ausgereift werden (Schmitt R. et al., 1999), legt diese Beobachtung nahe, dass
COX-2 erst in ausgereifteren Nephronen auf die Reninexpression einwirkt und zwar schon in
der friiher Entwicklung einsetzend. Kémhoff M. et al. beschrieben 2000 im Zuge von In-situ-
Hybridisierungsversuchen an Mausnierengewebe eine COX-2-mRNA-Abundanz in juxta-
medulldren Maculae densae schon an Embryonaltag 14.5. Dies korreliert mit den
Ergebnissen der Arbeiten von Stubbe J. et al. (2003), in denen der Effekt von ANGII-AT1-
Rezeptor-Hemmung in friihen postnatalen Entwicklungsstadien (pp1-5) in Ratten getestet
wurde. Es konnte festgestellt werden, dass ein negativer Rickkopplungsmechanismus von
zirkulierendem ANGII auf COX-2 bereits von Geburt an besteht. In adulten Ratten besitzen
Gluco- und Mineralocorticoide einen hemmenden Einfluss auf die renale COX-2-Expression
im Kortex (Zhang MZ. et al., 1999). Inhibitoren der Mineralocorticoidrezeptoren wiederum
stimulieren die kortikale COX-2-Expression (Zhang MZ. et al., 2003). Es wird angenommen,
dass dieser Effekt indirekt tiber die resultierenden Schwankungen der Salzkonzentration ver-
mittelt wird (Jensen BL. et al., 2004). Da auch ANGII die Sekretion von Aldosteron aus der
Nebenniere fordert, ist auch in diesem Zusammenhang eine indirekte Wirkung auf die
COX-2-Expression basierend auf NaCl nicht auszuschlieBen. Nichts desto trotz ist
festzuhalten, dass die COX-2-Aktivitdt schon wahrend der Nephrogenese, ob auf direkten

oder indirekten Weg, durch Komponenten des Reninsystems reguliert wird. Dies lasst auf
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eine negative Riickkopplung und damit wiederum auf eine Involvierung von COX-2 in die

maculdre Regulation des RAAS in noch friihen Entwicklungsstadien deuten.

Eine schon friihe Beteiligung von COX-2 am salzabhdngigen Macula-densa-Kontroll-
mechanismus erklart zwar deren Lokalisation wahrend der Entwicklung in JGA-Reichweite,
nicht aber ihre Funktion in Regionen an denen kein Kontakt zu Renin bildenden Zellen

besteht, im Speziellen der nephrogenen Zone und den mittkortikalen Tubuli.

1.9. COX-2 als entscheidender Faktor der kortikalen Nierenentwicklung

Da COX-2 -/- Mause an stark ausgepragten renalen Malformationen leiden, ist die
Vermutung naheliegend, dass COX-2 eine wichtige Rolle bei der Nierenreifung libernimmt.
Um diese Fragestellung ndher zu betrachten wurden detaillierte immunhistochemische
Untersuchungen zur Lokalisation der COX-2-Expression wahrend der Nephrogenese
durchgefiihrt. Anders als beim Menschen, bei dem die Nephronbildung in der 36.
Schwangerschaftswoche endet, dauert die Induktion neuer Nephrone in Ratte und Maus
noch 6-7 Tage nach der Geburt an. Der Metanephros entwickelt sich bzw. reift dabei in der
subkapsuldaren Region durch zentrifugale Induktion undifferenzierten Mesenchyms aus-
gehend von der Ureterknospe. Juxtamedullare Nephrone entstehen als erstes. Die Bildung
weiterer Nephrone erfolgt dann am duBersten Nierenrand, der sogenannten nephrogenen
Zone, Uber Transformation von Mesenchym zu Epithelium. Bei der Nephronreifung selbst,
vom renalen Vesikel bis zum vollstandig ausgereiften in die klassischen Nephronsegmente
einteilbaren adulten Nephron, werden unterschiedliche Entwicklungsphasen durchlaufen
(Schmitt R. et al., 1999; Kémhoff M. et al., 1997; Jensen BL. 2004).

In der hier durchgefiihrten Studie konnte eine COX-2-Immunreaktivitat in Nephronen der
Phase von komma- und S-formigen Korperchen beobachtet werden. Das S-formige
Nierenkdrperchen ldsst sich bereits in mit Abschnittsmarkern zu identifizierende
Nephronsegmente einteilen (Little MH. et al., 2007; Georgas K. et al., 2009). Mit Hilfe der
Markerexpression konnte eine teilweise Uberlagerung von COX-2-Immunreaktivitit mit
Cdho6 festgestellt werden, einem Marker des medialen Bereichs des S-férmigen Kérperchens,
der im folgenden Phase Ill Nephron auch eine starke Expression in der Anlage der Henle-
Schleife besitzt. Die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit Nephronabschnittsmarkern

zeigten eine COX-2-Co-Lokalisation mit THP in ausgereifteren tubularen Strukturen des
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Kortex, was auf eine COX-2-Expression im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife
schlieBen l3sst. In Bereichen der Macula densa war ein flieBender Ubergang zu THP
negativen Zellen erkennbar. Mit zunehmender Nephronreife verringerte sich die COX-2-
Immunreaktivitdt im TAL zusehends bis sie sich schlieRlich im Adultstadium, nur noch schwer
zu detektieren, auf vereinzelte Zellen im JGA-Bereich beschriankte. Diese Befunde deuten
darauf, dass sich COX-2-Expression im Verlauf der Nephronausbildung tiber Zellen des sich
entwickelnden TAL in Macula densa assoziierte Position zieht.

Die Befunde von Kémhoff M. et al. (2000a) aus In-situ-Hybridisierungsversuchen in
Mausnieren stimmen weitestgehend mit dieser Studie Uberein. COX-2-mRNA konnte jedoch
neben komma- sowie S-formigen Korperchen und sich entwickelnden tubuldren Epithel-
zellen nahe entstehender Glomeruli auch bereits in renalen Vesikeln, den frihesten
epithelialen Nephronstrukturen, detektiert werden. Ahnliche Beobachtungen zum zeitlich-
raumlichen Expressionsprofil von COX-2 machten auch Stubbe BL. et al. (2003) in der sich
entwickelnden Ratte. Anders als in der hier durchgefiihrten Studie wurde COX-2-Expression
auch in den perimaculdren Bereichen immer zusammen mit THP beobachtet. Dies konnte
allerdings auf einen methodischen Fehler, genauer auf eine Kreuzreaktion der verwendeten
sekundaren Antikorper, zurlickzufiihren zu sein. Im Gegensatz zu Stubbe et al. (2003)
konnten Zhang MZ. et al. (1997) eine COX-2-Expression in S-formigen Nierenkorperchen der
Ratte feststellen. Eine direkte Lokalisation in MD-Zellen wurde in keiner der beiden Studien
beobachtet. Obwohl Komhdff et al. (1997) dieses Verteilungsmuster in der sich entwickelnden
humanen Niere nicht bestdtigen konnten, zeigte eine Studie 2001 von Khan KN. et al. an
humanen fetalen Nieren der Schwangerschaftswochen 15-23 ein zur murinen Entwicklung
vergleichbares nephronales COX-2-Expressionsprofil. Starke COX-2-Immunreaktivitdat wurde
hauptsachlich in der Macula densa sowie im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife
und eine geringe Expression in Podozyten beobachtet. AuBerdem wird auch in dieser Arbeit
eine progressiv sinkende COX-2-Immunreaktivitat ausgehend von den unreifsten Nephronen,
nahe der metanephronischen Zone liegend, hin zu den weiterentwickelten Nephronen des
mittleren und inneren Kortex beschrieben. lhre starke Abundanz in der nephrogenen Zone
und das in verschiedenen Spezies konservierte raumlich-zeitliche Expressionsmuster sowie
die Tatsache, dass eine fehlende COX-2-Aktivitat zu einer ausgepragten Nephropathie fiihrt,
sprechen fir eine essentielle Funktion von COX-2 bei der renalen Entwicklung.

Dinchuck JE. et al. sprachen in ihrer Arbeit zur Charakterisierung des Phanotyps der COX-2-
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Knockoutmaus 1995 als erste von einer Uberfiille an kleinen unreifen Glomeruli in der
subkapsuldren Zone im renalen Gewebe der adulten COX-2 -/-. Maus. Norwood VF. et al.,
konnten dies in Folge (2000) bestédtigen. Sie stellten ein ab dem postpartalen Tag 10 ge-
hemmtes Nierenwachstum mit dinnem nephrogenen Kortex und kleinen zusammen-
gedrangten subkapsuldren Glomeruli fest. Die Symptomatik verschlimmerte sich mit
zunehmendem Alter. Es zeigten sich eine progressive Dysplasie des dulleren Kortex, nun
zystische subkapsuldare Glomeruli, der Verlust von proximaler Tubulusmasse einhergehend
mit tubularer Atrophie und Zystenbildung. Zwar wurde belegt, dass die Ausbildung der
renalen Defekte stark vom genetischen Hintergrund und Geschlecht der Tiere abhangig ist,
die unvollstandige Reifung der Nephrone des dufleren Kortex jedoch nicht (Yang T. et al.,
2004). Aufgrund der Tatsache, dass COX-2-Knockoutmause weitestgehend intakte medullare
Strukturen und korrekt ausgebildete juxtamedullire Nephrone aufweisen, wird
angenommen, dass COX-2 fir die Bildung kortikaler Nephrone, nicht aber fir die
Entwicklung friiher Nephrone obligatorisch ist.

Diese These korreliert mit Befunden der hier vorliegenden Arbeit und lasst sich, unter
Verwendung der Ergebnisse &lterer Untersuchungen, noch um einige Punkte erweitern.
COX-2 ist bei der Nephroninduktion in der nephrogenen Zone nicht von Bedeutung. Fiir das
weitere Wachstum der Nephrone, im Speziellen fir die korrekte Ausbildung der tubuldren
Strukturen, scheint es dagegen essentiell zu sein. In renalen Vesikeln konnte in dieser Arbeit
keine COX-2-Immunreaktivitat detektiert werden, dafilir aber eine starke Expression in
S-formigen Korperchen und zwar co-lokalisiert mit CdH6, einem Adhésionsprotein, das im
medialen Segment und spater verstarkt in der Anlage der Henle- Schleife vorhanden ist. Die
Henle-Schleife entsteht durch Auswachsen der proximalen und distalen Tubulusanlagen (Cha
J. et al., 2001). Dies deutet auf das mediale Segment als Ursprung hin. COX-2 zeigt im Zuge
der renalen Entwicklung eine hohe Expression im TAL, was es dazu pradestiniert, parakrine
Wirkung auf die Zellen in unmittelbarer Nahe zu nehmen.

Vollstandig ist die Nephrogenese in der Maus erst etwa am postpartalen Tag 7-10
abgeschlossen. In der Reifungsphase V besitzen die Nephrone bereits die Morphologie des
adulten Stadiums, wachsen aber noch weiter (Schmitt R. et al., 1999). Nach Beendigung der
Induktion neuer Nephrone erfolgt die Ausreifung der Henle-Schleifen noch bis etwa
2 Wochen nach der Geburt (Cha J. et al., 2001; Kim J. 1996). Zu diesem Zeitpunkt zeigt auch

die COX-mRNA hochste Abundanz. Dass COX-2 erst in den spdteren Phasen der Nephronen-
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reifung an Bedeutung gewinnt, wird auch durch die erst am postpartalen Tag 10 massiv
auftretende renale Pathologie in COX-2-Kockoutmausen deutlich. Dafiir spricht auch, dass
eine selektive pharmakologische COX-2-Hemmung bei einer Verabreichung wahrend der
postpatalen Entwicklung, nicht aber nach Gabe wahrend der Tragezeit, den renalen
Phdnotyp des COX-2-Knockouts imitiert (Kémhoff M. et. al, 2000a). Humanstudien
beschreiben eine hohe COX-2-Expression in der fetalen Niere zwischen der 15-24
Schwangerschaftswoche, einer Phase aktiver Nephrogenese (Kémhoff M. et al., 2000a; Khan
KN. et al., 2001). Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass beim Menschen eine
Verabreichung von NSAIDs im dritten Trimester der Schwangerschaft, insbesondere noch vor
der 32. Schwangerschaftswoche, zu einer schweren renalen Schadigung des Kindes fiihren
kann (Voyer LE. et al., 1994; Veersema D. et al., 1983; Van der Heijden BJ., et al., 1994;
Kaplan BS. et al., 1994).

Ware allerdings COX-2 fur das Wachstum bzw. die Ausreifung der kortikalen Tubuli, speziell
des TAL, verantwortlich, so miisste die Knockoutmaus auch eine verminderte Fahigkeit zur
Urinkonzentrierung zeigen, was nach Norwood VF. et al. (2000) nicht der Fall ist. Allerdings
sprechen die von ihnen gemessene verringerte glomerulare Filtrationsrate und die
periglomeruldre Fibrose im COX-2 -/- dafuir, dass die kleinen sklerotisierten Glomeruli

weitestgehend funktionsuntiichtig sind.

COX-2 wirkt auf den NKCC-2-Kotransporter im TAL inhibitorisch, durch das Fehlen dieser
Hemmung bei COX-2-Deletion ist daher eine Uberdeckung eines solchen Effekts durch eine
gesteigerte Resorptionsleistung der intakten juxtamedulldaren Nephrone denkbar. Im dicken
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife inhibiert COX-2, vermittelt tiber PGE, und dem EP3-
Rezeptor, den Na-K-2Cl-Kotransport. Patienten mit Barrter-Sydrom, die Funktionsverlust-
mutationen des NKCC-2-Kotransporters oder anderer TAL-Transportproteine aufweisen und
dadurch an Salzverlust leiden, zeigen eine erhdohte COX-2-Abundanz und ein aktiviertes
RAAS. Die Symptome solcher Patienten kénnen durch Verabreichung von selektiven COX-2-
Antagonisten gemildert werden (Reinalter SC. et al., 2002; Kémhoff M. et al., 2000b). Der
bisherigen Wissenslage zu Grunde liegend wird angenommen, dass COX-2 ein wichtiges
Bindeglied zwischen Niedrigsalzzufuhr und gesenkter Salztransporteraktivitat in der Henle-
Schleife ist (Jensen BL. et al., 2004). Da eine NKCC-2-Expression neben dem TAL in MD-Zellen

selbst und in ihnen angrenzenden Zellen gefunden wurde (Schmitt R. et al., 1999; Obermiiller
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N. et al., 1996) und die Macula densa zur Synthese von PGE, befdhigt ist (Peti-Peterdi et al.,
2003), konnte COX-2 die Reninexpression im Hinblick auf den maculdren Salzsen-
sormechanismus auch indirekt tiber eine Hemmung des Na-K-2Cl-Kotransports stimulieren.
Eine Verstarkerfunktion von COX-2 auf die erniedrigte epitheliale Salzresorption, welche
basal nur stimulierend in Niedrigsalzsituationen aber essentiell auf das RAAS Einfluss nimmt,

ware in diesem Zusammenhang denkbar.

1.10. COX-2 in der Niere, Resiimee und Ausblick

Zusammenfassend ist zu sagen, dass COX-2 in der Niere wohl unterschiedliche, aber
entscheidende Funktionen einnimmt, welche ihrerseits wiederum Uber verschiedene
Rezeptoren vermittelt zu sein scheinen. Dies stitzt die Tatsache, dass keine einzige
funktionsdeletierte Knockoutmaus eines jeden bekannten Prostglandinrezeptors, einen
vergleichbaren, wie durch das Fehlen von COX-2 induzierten Phanotyp aufweist (Jensen BL.
et al., 2004).

Die Daten der hier durchgefiihrten Studie lassen COX-2 ganz klar als einen obligatorischen
Faktor der Reninzellrekrutierung wahrend der Nephrogenese ebenso in der adulten Maus-
niere ausschlieBen.

Da aber beide Isoformen konstitutiv in der Niere exprimiert werden und zur Synthese
gleicher Prostaglandine flihren, ware ein eventueller Kompensationsmechanismus fehlender
COX-2-Aktivitat durch COX-1 denkbar (Reese J. et al., 1999). Um dies ganzlich ausschlieRen
zu kénnen, sind detaillierte Analysen zur COX-1-Expression oder Experimente mit selektiven
COX-1-Hemmern in der sich entwickelnden und in der adulten COX-2-Knockoutmaus
notwendig.

Vielmehr dagegen scheint COX-2 als potenter Stimulator des Reninsystems eine wichtige
Aufgabe bei der Regulation des salzabhdngigen Macula-densa-Mechanismus zu
Ubernehmen. Wahrend der Nierenreifung ist COX-2-Aktivitat flr ein intaktes Kortex-
wachstum, im Genauen die Ausbildung kortikaler, nicht aber juxtamedullarer Nephrone
essentiell. Vieles deutet darauf hin, dass COX-2 vor allem auf die korrekte Weiterreifung und
das Wachstum spaterer Nephronentwicklungsstadien, sehr wahrscheinlich auf die tubulare
Weiterreifung, bedeutenden Einfluss nimmt. Nicht zuletzt aufgrund der enormen Bedeutung
von NSAIDs in der praktizierenden Medizin sollte COX-2 ein wichtiges Ziel intensiver

Nierenforschung bleiben.
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2. Reninzellrekrutierung in der reninzellspezifisch deletierten

TGF-BRII-Knockoutmaus

Wadhrend der Nierenreifung wird Renin in einem sehr konservierten und
entwicklungsspezifischen Muster exprimiert, bei dem sich Renin bildende Zellen iber den
entwickelnden GefdaBbaum zentrifugal aus den grofRen Gefdlen hin zu klassicher
juxtaglomeruldrer Position zurickziehen. Auch im Adulttier ist die Zahl Renin bildender
Zellen keineswegs konstant. Unter Bedingungen erhdhten Reninbedarfs werden zusatzliche
Zellen der hinteren GefaBwand zur Reninproduktion befahigt. Welche regulatorischen
Faktoren diesen Rekrutierungsmechanismen zu Grunde liegen, ist bislang weitestgehend
offen. Da TGF-B entscheidend in die Differenzierung von muralen Zellen involviert zu sein
scheint und der TGF-BRII in Reninzellen nachgewiesen werden konnte, ist TGF-f als ein
potentieller Regulationsfaktor der Reninzellrekrutierung denkbar. Ziel dieser Studie war es
zu kléren, ob TGf-B, vermittelt Gber den TGF-B-Rezeptor IlI, tatsachlich Einfluss auf die

Reninzellrekrutierung nimmt.

2.1. Das Cre/loxP-Deletionssystem — Methode der Wahl zur Generierung

der reninzellspezifischen TGF-fRII-Knockoutmaus

TGF-B Gbernimmt entscheidende Funktionen bei der Entwicklung im gesamten Organismus.
Ein globaler Knockout des zur TGF-B-Signaltransduktion essentiellen TGF-B-Rezeptors Typ |l
fihrt daher zur Letalitdt der Tiere schon wahrend der Embryonalentwicklung. Die
Verfugbarkeit von TGF-BRII-floxflox- (Chytil A. et al., 2002) und RenCre-Mdusen (Chen L. et
al., 2007, Sequeira Lopez ML. et al., 2004) zur Generierung von reninzellspezifisch TGF-BRII
deletierten Mdusen bot nicht nur die Mdglichkeit dieses Problem zu Uibergehen, sondern
auch eine direkte Wirkung von TGF-p auf die Reninzelle selbst zu untersuchen. Bei dem
verwendeten System steht die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Ren1%-Promotors,
was in homozygoten Cre-Tieren in einer Nullmutation dieses Reningens resultiert. Ein
intaktes Reninsystem ist allerdings fiir das Uberleben der Tiere unabdingbar (Takahashi N. et
al., 2005). Bei den zur Generierung benutzten Mausen handelt es sich um einen Mausstamm
(129Sv), der zwei funktionsfahige Reningenloci besitzt, Renld und Ren2. Beide Reningene

spielen bei der Aufrechterhaltung der Homd&ostase zusammen. Der Verbleib und die Aktivitat
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des intakten Ren2-Gens geniigt dabei, um eine normale Nierenentwicklung und eine
ausreichende Regulation der Homdostase zu gewahrleisten (Pentz ES. et al., 2001). Chen L. et
al. (2007) konnten im Zuge ihrer Versuche unter Verwendung der gleichen RenCre-Maus zur
Generierung der Reninzell-deletierten-G;,-Maus in homozygoten Cre-Tieren noch eine
basale Plasmareninkonzentration von etwa 20% des Wildtypniveaus feststellen. Um dies zu
umgehen und noch eine normale basale Reninexpression voraussetzen zu koénnen
(nach Chen L. et al., 2007), wurden in den Experimenten ausschliellich heterozygote
RenCre-Mause verwendet. Bei diesen Tieren tragt nur eines des diploiden Renld-Gens die
Cre-Rekombinase das verbleibende Renld-Gen ist dagegen voll funktionstiichtig. Da auch
nicht auszuschlieRen ist, dass die in das Genom eingebrachten Exon flankierenden loxP-
Sequenzen Nebeneffekte hervorrufen, wurden als Kontrollen zum konditionalen Knockout
keine reinen Wildtyptiere benutzt, sondern RenRen wildtypische, gefloxte Geschwistertiere.
Auch ist das Cre/loxP-Versuchsverfahren nicht fiur alle Promotoren geeignet. Eine
zielgerichtete Gendeletion erfolgt nur dann, wenn die Cre-Rekombinase schon friihzeitig
aktiv wird. Der vorgeschaltete Promotor muss also wdhrend der frihen Entwicklung
abgelesen werden und zusatzlich eine ausreichend hohe Aktivitat besitzen, damit es zu einer

Deletion des loxP-flankierten Genbereichs kommt.

Mit Hilfe der von Chytil A. et al. (2002) designten Primer zur Analyse der genomischen
renalen DNA konnte belegt werden, dass eine Rekombination bzw. Deletion des loxP-
flankierten TGF-BRII-Genbereichs in den RenCreflfl-Madusen stattgefunden hat. Dass der
Renld-Promotor zur reninzellgerichteten Deletion prinzipiell mit dem Cre/loxP-System
nutzbar ist, bestatigen auch die bereits vorausgegangenen Studien von Neubauer B. et al.

2010 an der reninzellspezifischen Gs,-Knockoutmaus.

Neben der engen zeitlichen beschreiben Liu & Ballermann 1998 ebenfalls eine enge
raumliche Korrelation von Renin- und TGF-BRII-Immunreaktivitdt. Obwohl sie in ihrer Arbeit
eine TGF-PBRII-Expression in Renin produzierenden Zellen der Ratte beobachten konnten,
konnte in der hier durchgefiihrten Studie kein direkter Nachweis dieses Rezeptors in
Reninzellen der Maus erbracht werden. Sowohl immunhistologische als auch In-situ-
Hybridisierungsversuche in murinem Nierengewebe schlugen fehl. Ebenso war aufgrund der
zu geringen Ausbeute und Homogenitat von JG-Praperationen ein aussagekraftiger,

molekular biologisch gemessener Nachweis der TGF-BRII-Expression in Reninzellen nicht
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moglich. Trotz der noch zu erbringenden direkten Bestatigung des Vorhandenseins von
TGF-BRIl in murinen Reninzellen, lassen die klaren Unterschiede zwischen konditionalen
Knockout- und Kontrollgruppen der gemessenen Renin-mRNA und PRC-Werte gegenteiliges

nahezu ausschlielRen.

2.2. Zeitlich korrelierende Expressionsmuster von TGF-RIl und Renin

Das Reninexpressionmuster entwickelt sich zeitlich duBerst charakteristisch. Bei einem Effekt
von TGF-B-Signalen Uber den TGF-BRII auf die Reninzellrekrutierung im Verlauf der
Nephrogenese ist auch eine zeitlich parallele Expression des TGF-BRII anzunehmen. Realtime
PCR Gesamtnieren-mRNA-Messungen einer Kontrolltierentwicklungsserie (RenRenflfl-
Mause) mit Nieren im Alter zwischen E16 bis ppl0 und adulten zeigten einen nahezu
identischen Kurvenverlauf der TGF-BRII- und Reninexpressionsprofile. Anders als bei der
Ratte (Zhang MZ. et al., 1997; Stubbe J. et al., 2003) und in C57BIl/6-Mausen gemessen,
wurde die hochste Reninabundanz nicht um die Geburt, sondern in ca. 7 Tage alten Mausen
gefunden. Diese Beobachtung deckt sich mit den Daten von Machura K. et al. (2009), welche
in 129Sv-Wildtypmadusen einen vergleichbaren Verlauf der Reninexpression feststellen
konnten. Da es sich in den hier untersuchten Mausen um Tiere handelt, die aus dem
gleichen Mausstamm geziichtet wurden, kann darauf geschlossen werden, dass die
Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Reninexpression auf dem genetischen Hintergrund
der Mduse basieren. Das Expressionsprofil scheint also fiir diesen Mausstamm typisch zu
sein. Zum renalen Expressionsprofil des TGF-B-Rezeptors Typ Il wahrend der Entwicklung in
der Maus und in anderen Spezies sind bislang keine mRNA-Daten vorhanden. Allerdings
konnten Liu & Ballermann in ihrer Arbeit 1998 in der Rattenniere anhand von
immunhistochemischen Untersuchungen gesonderte zeitliche Expressionsprofile beider
Faktoren von Stroma, interlobularen Arterien, afferenten Arteriolen und juxtaglomeruldren
Zellen aufstellen. TGF-BRII- und Renin zeigen auch dort nicht nur in allen GefalRbereichen
eine zueinander sehr dhnliche Expression, sondern die dort immunhistologisch aufgestellten
Expressionsprofile der afferenten Arteriolen korrelieren in ihrem zeitlichen Verlauf mit dem
zeitlichen Verlauf der hier gemessenen mRNA-Abundanzen in der Maus. Die enge zeitliche
Abstimmung beider Faktoren ldsst ein Zusammenspiel wahrend der Entwicklung oder einen

gleichen Mechanismus zur Regulation beider vermuten.
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2.3. Reninaktivitit in der reninzellspezifischen TGF-gRIl-Knockoutmaus

Bei der Vermessung der Blutproben war eine deutlich gesenkte Plasmareninkonzentration in
den TGF-BRII-Knockoutgruppen, verglichen zu den Kontrollgruppen der sich entwickelnden,
als auch der bereits ausgereiften Niere zu beobachten. Die Messung des renalen Renin-
MRNA-Gehalts ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Versuchsgruppen, wenngleich auch im konditionalen Knockout eine Tendenz zu gesenkter
Reninexpression erkennbar war. Eine fehlende TGF-B-Signaltransduktion nimmt demnach
keinen Einfluss auf die basale renale Reninexpression, weder wahrend der Entwicklung noch
in der adulten Maus. Anders als im Blut wird bei der mRNA-Messung nur der renale
Reningehalt untersucht. Da Renin produzierende Zellen, wenn auch nicht in gleichen MaRen,
in anderen Organsystemen vorkommen, ist daher vorstellbar, dass sich die deutlich
erniedrigte  PRC im Knockout auf eine Summation des geringen negativen Effekts
zurlickfiihren lasst. Ebenso denkbar ist, dass dieser Signalweg in einem anderen Organ einen

grofReren Einfluss auf die Reninexpression als in der Niere nimmt.

2.4. Reninzellrekrutierung in der reninzellspezifischen

TGF-pRII-Knockoutmaus

Die Beobachtungen aus den 3D-GefdaRbaumrekonstruktionen lassen darauf deuten, dass
hinsichtlich der Reninzellrekrutierung und -expression, sowie der korrekten Ausbildung des
Gefallbaums einer TGF-BRIlI vermittelten Signalgebung auf Reninzellen keine Bedeutung
zuzumessen ist. Keines der untersuchten 3D-Modelle der unreifen reninzellspezifischen
Knockoutnieren zeigte wesentliche Unterschiede zur korrespondierenden RenRenflfl-Maus,
weder in der Struktur des GefalRbaums, noch im entwicklungsspezifischen Reninexpressions-
muster. Im Adultstadium war Renin klassisch in der Wand der afferenten Arteriolen am
Eingang zum Glomerulus zu finden. Die Verlagerung Renin exprimierender Zellen aus den
groRRen Arterien Uber den sich entwickelnden Gefdallbaum hin zu juxtaglomeruldrer Position

ist demnach von einer direkten TGF-B-Wirkung auf die Reninzelle unabhangig.

Zahlreiche Befunde deuten darauf hin, dass TGF-f eine wichtige Funktion bei der
Entwicklung von vaskuldaren Glattmuskelzellen einnimmt. Abhangig von der Zelllinie und der
Verteilung der TGF-B-Rezeptoren induziert TGF-B in vaskuldren Glattmuskelzellen im

Hahnerembryo sowohl Proliferation als auch Wachstumsinhibition (Topouzis & Majesky,
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1996). Liu & Ballermann (1998) kamen zu der Annahme, dass die von ihnen in embryonalem,
renalem Rattengewebe detektierten stromalen TGF-BRII immunreaktiven Zellen Glatt-
muskelzellvorldufer waren, von denen manche Renin produzierten und in der weiteren
Entwicklung mit renalen Arterien assoziierten.

Zahlreiche In-vivo- und In-vitro-Studien weisen auf eine wichtige Funktion von TGF-B in der
Differenzierung von vaskularen Glattmuskelzellen (VSMC) hin (Hirschi KK. et al., 1998, Sinha
S. et al., 2004, Carvalho RLC. et al., 2004). Eine direkte Beteiligung von TGF-B in die
Entwicklung von VSMCs konnten beispielsweise In-vivo-Experimente von Wurdak H. et al.
(2005) an konditionalen TGF-BRII-Knockoutmausen der Neuralleiste erbringen. Unter
anderem zeigten diese Tiere im Herz eine defekte Ausbildung von VSMC aus Zellen der TGF-
BRIl defizienten Neuronalleiste stammend.

Auch in der Perizytendifferenzierung scheint TGF-f eine entscheidende Rolle zu spielen.
Perizyten bilden zusammen mit Endothelzellen und vaskuldaren Glattmuskelzellen die
BlutgefalRe. Hauptsachlich TGF-B1 ist bei der Anlagerung von Perizyten an entstehende
Gefalle beteiligt (Karamysheva AF., 2008). Perizyten und VSMC zahlen beide zu den muralen
Zellen und es wird angenommen, dass sie nicht nur vom gleichen Zellvorldufer abstammen,
sondern im Zuge von GefaBwachstum und GefdaBumbau auch ineinander (berfiihrbar sind
(Armulik.A. et al., 2005).

Topouzis & Majesky (1996) gingen aufgrund ihrer Ergebnisse aus dem Hihnerembryo von
zwei VSMC-Linien aus, welche gemeinsam das renale BlutgefaRsystem formen. Eine Zelllinie
ektodermalen und eine mesodermalen Ursprungs, welche unterschiedlich auf TGF-B-Signale
reagieren. Ausschlieflich in den vom Mesoderm abstammenden Glattmuskelzellen konnte

eine Expression des funktionsfahigen TGF-B-Typ II-Rezeptors gefunden.

Obwohl auch Perizyten verschiedene Abstammungen besitzen kénnen, wird generell von
einer mesodermalen Herkunft dieser Zellen ausgegangen. Es wird angenommen, dass
Reninzellen und VSMC dem gleichen Zellvorldufer entstammen und beide Zelltypen durch
metaplastische Verformung ineinander Gbergehen kdénnen (Sequeira Lopez ML. et al., 2004),
wie es auch bei Perizyten im Bezug auf VSMC der Fall ist. Liu & Ballermann konnten in ihrer
Arbeit an der Rattenniere 1998 wahrend der Embryogenese Zellen im perirenalen Stroma
beobachten, welche sowohl Renin-, TGF-BRII- als auch a-SMA-Immunreaktivitat besalen und
spater im renalen Stroma wieder zu finden waren. Sie kamen daher zu dem Schluss, dass es

sich dabei um die mesodermale VSMC-Linie handeln kénnte.
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Zusammenfassend legen diese Befunde nahe, dass Reninzellen ebenfalls murale Zellen, der
gleichen Zelllinie entstammend, sein kénnten. Zwar konnte im hier verwendeten Versuchs-
aufbau kein Einfluss von fehlender TGF-B-Signalgebung festgestellt werden, aber eine Rolle
von TGF-B bei der Differenzierung der Reninzellen lasst sich dennoch nicht ausschlief3en.
Wenn der Reninzellvorldaufer erst durch ein TGF-B induziertes Signal zur Reninzelle
weiterdifferenziert und so erst die Fahigkeit zur Reninproduktion erlangt, wirde das auch
bedeuten, dass der Reninpromoter erst nach diesem Vorgang aktiv werden wiirde. Da beim
benutzten Deletionssystem nur eine Aktivierung des Promotors zum konditionalen Knockout
des gefloxten Gens fiihrt, wiirde ein TGF-B-Effekt vor der ersten Ablesung des Renld-
Promotors im Versuchsaufbau nicht mit erfasst. Auch kdonnte in diesem Zusammenhang der
Grund zu finden sein, warum ein Fehlen des TGF-BRII keinen Einfluss mehr auf die Reninzelle
hat, obwohl diese den Rezeptor nach Liu & Ballermann (1998) noch exprimiert. Wenn man
von einem muralen Zellursprung ausgeht, kénnte die Expression dieses Rezeptors rudi-

mentar auf einer Funktion in der frihen Entwicklung basieren.

2.5. Die Rolle direkter reninzellspezifischer TGF-p-Signalgebung bei der

Entwicklung des renalen Gefillbaums

Hauptsachlich wahrend der GefalRentwicklung scheint TGF-B entscheidenden Einfluss auf
murale Zellen aber auch endotheliale Zellen zu nehmen (Gaengel K. et al., 2009). So zeigen
TGF-BRI defiziente Mduse Storungen der Angiogenese im Dottersack. Unter anderem ist dort
ein Fehlen stiitzender muraler Zellen zu beobachten (Larsson J. et al., 2001). Demnach
scheint TGF-B eine wichtige Bedeutung bei der korrekten Positionierung muraler Zellen zu
haben. Knockoutmause, bei denen TGF-f1 oder der TGF-BRII global deletiert wurde, besitzen
Defekte in der Dottersackhdmatopoese wie auch -vaskulogenese und sterben in Utero
(Oshima M. et al., 1996). Auch Knockoutmause mit fehlenden Komponenten des Renin-
Angiotensin-Systems zeigen Entwicklungsstorungen des GefaBbaums (zusammengefasst von
Coffman TM., 1998). Ob dies jedoch mit einer muralen Herkunft Renin bildender Zellen in
Zusammenhang gebracht werden kann, ist duferst fraglich. Ein primar von TGF-$
vermittelter Effekt auf die Reninzelle, welcher die renale GefaRbaumausbildung beeinflusst,

ist jedoch auszuschlieBen. Die 3D-Rekonstruktionen belegen, dass sich die arteriellen
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BlutgefaBe auch in der konditionalen TGF-BRII-Reninzell-Knockoutmaus wildtypisch

entwickeln.

2.6. Der TGF-BRII als essentieller Faktor des TGF-B-Signalwegs

Je nach ihrer Differenzierung und ihrer Ausstattung mit TGF-B-Rezeptoren reagieren Zellen
sehr spezifisch auf TGF-B. Fiir TGF-B induzierte Signale sind 2 Typ |-Rezeptoren, ALK1 und
ALK5, von Bedeutung, welche beide TGF-B als Ligand binden, intrazellular aber
unterschiedliche Signalkaskaden und oft gegensétzliche Effekte auslosen. Bei der Aktivierung
von ALK5 kommt es im Zellinnnern zur Phosphorylierung von Smad 2/3 und damit zur in
Gangsetzung des Signalwegs der TGF-B/Aktivin-Gruppe. Uber die Aktivierung des ALK1-
Rezeptors kann TGF-f allerdings auch Signale Uber Smad1/5/8 vermitteln, dem Signalweg
Uber den generell die BMP-Gruppe wirkt. Beide Rezeptoren spielen bei der Entwicklung der
GefaRe in vaskuldaren Zellen kontroverse Rollen (Gaengel K. et al., 2009). So flihrt ALK5-
Aktivitat zur Inhibition der Zellmigration wie -proliferation und zur Stimulation der VSMC-
Differenzierung und der GefiRreifung. Uber ALK1 vermittelt, kommt es dagegen zu einer
gesteigerten Zellmigration und -proliferation sowie zur Hemmung der GefadRreifung und
VSMC-Differenzierung. Banas MC. et al (2007) konnten in ihren Studien an reifen und
unreifen humanen und murinen Nieren die Expression aller Smads der Transduktions-
kaskade der TGF-B-Gruppe (Smad2, 3, 4, 7) in verschiedensten renalen Zelltypen, unter
anderem auch in Glattmuskelzellen, nachweisen. TGF-B vermittelt Signale (iber einen
heterotetrameren Komplex aus zwei Typ-I- und zwei Typ-llI-Rezeptoren in der Zellmembran.
Bei Ligandenbindung werden beide Rezeptortypen in raumliche Ndhe zueinander gebracht,
was den Typ-lI-Rezeptor, welcher eine konstitutive Kinaseaktivitat besitzt, dazu befahigt den
Typ-I-Rezeptor zu phosphorylieren und damit zu aktivieren. Der nun aktive Rezeptor Typ |
phosphoryliert dann wiederum seinerseits ein Rezeptor reguliertes Smad und setzt so die
intrazelluldare Signaltransduktionskaskade in Gang. Man geht davon aus, dass der
Typ-lI-Rezeptor dabei wesentlich fiir die Ligandenspezifitdt, der Typ-I-Rezeptor dagegen fiir
die Smadspezifitat verantwortlich ist. Zwar konnten In-vitro-Studien zeigen, dass sich der
TGF-BRI auch autophosphorylieren kann, in vivo konnte dies allerdings bislang nicht bestatigt
werden. Eine TGF-B-Signalgebung vermittelt nur Gber den Typ-ll-Rezeptor ohne Typ-I- und
Smad-Aktivierung wird allerdings derzeit diskutiert. Da demnach der TGF-BRII essentiell zur

TGF-p Signalweiterleitung ist, sowohl in Verbindung mit ALK5 als auch ALK1, kann also davon
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ausgegangen werden, dass in der hier durchgefiihrten Studie die komplette TGF-B-induzierte
Signalgebung auf Reninzellen unterbrochen wurde (gesamter Abschnitt: Shi & Massagué

2003; Massagué J. 1998; Attisano & Wrana 2000).

Der Riickzug Renin bildender Zellen aus den grolRen GefaRen hin zur JG-Position wahrend der
Nierenreifung war im reninzellspezifischen TGF-BRII-Knockouttier vollstandig intakt. Daher
ist, selbst wenn die primdre Reninzelldifferenzierung von TGF-f3 abhangig ware, zumindest
eine direkte Wirkung von TGF-B auf das Abschalten der Reninproduktion definitiv

auszuschlieRen.

2.7. TGF-B-Expression unter Stimulation des RAAS

Anders als wahrend der Entwicklung, bei der Renin- und TGF-B-Expression eng korreliert
sind, konnte bei der renalen mRNA-Messung der adulten, mit Niedrigsalz und Enalapril
behandelten Mause zwar die bekannte deutliche Anregung des Reninsystems, aber keine
Anderung des TGF-BRIl-Levels gemessen werden. Vorausgegangene Arbeiten konnten
dagegen nach klassischen stimulatorischen Manévern des RAAS wie Wasserentzug,
Niedrigsalzdidat oder pharmakologischer ACE-Inhibition neben einem Anstieg der Renin-
expression auch eine gesteigerte TGF-B2-Abundanz feststellen (Liu & Ballermann, 1998).
Horikoshi S. et al. beschrieben 1991 im Zuge immunhistologischer Arbeiten an der
Mausniere eine durch Wasserentzug stimulierte Anreicherung von TGF-f2 und Co-Loka-
lisation mit Renin in JG- und Glattmuskelzellen. Auch Ray PE et al. konnten 1993 eine
TGF-B2-Indukton in der renalen Vaskulatur von Mdausen nach Kaliumdepletion sowie in
Folgearbeiten 1994 TGF-B2/3 Induktion im JGA und VSMC von Kindern und jungen Ratten
belegen. Da TGF-2 und 3 mit TGF-B1 zu den Liganden des TGF-BRII zahlen, ware, anders als
hier gemessen, nach Niedrigsalzdidt und ACE-Hemmung auch dessen Expressionsteigerung
zu erwarten gewesen. Diesbezlglich ist allerdings zu erwdhnen, dass die TGF-B-Signalgebung
einen negativen Rickkopplungsmechanismus auf die eigenen Rezeptoren in der Zielzelle
besitzt. Smad7 zahlt zu den inhibitorischen Smads. Es bildet zusammen mit Smurfl und 2
einen Komplex, welcher zur Ubiquitinierung und Degradierung der TGF-f3-Rezeptoren an der
Zelloberflache fiihrt. Eine verstdrkte Expression des Smad7-Gens wird Uber Smad3 und
Smad4 vermittelt und direkt von TGF- selbst induziert (Shi & Massagué, 2003). In diesem

Kontext konnten die angenommenen Diskrepanzen zur in den alteren Arbeiten
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beschriebenen TGF-B-Expression und den TGF-BRII-mRNA-Daten der hier durchgefihrten

Studie auf die direkte TGF-B vermittelte Degradierung des Rezeptors zurlickzufiihren sein.

2.8. Reninzellrekrutierung in der adulten reninzellspezifischen

TGF-pRII-Knockoutmaus

Die Beobachtungen aus den 3D-Rekonstruktionen der mit Niedrigsalz in Kombination mit
ACE-Hemmer behandelten adulten reninzellspezifischen TGF-BRII-Knockouttiere lassen
einen essentiellen direkten Effekt von TGF- auf die Reninzelle fur die Reninzellrekrutierung
in der adulten Maus ausschlieBen. Wenngleich sich in der konditionalen Knockoutmaus
Reninzellen, anders als in der korrespondierenden Kontrollniere, nach Stimulation auch
vereinzelt in interlobularen Arterien finden lieBen, konnte dennoch belegt werden, dass der
Rekrutierungsmechanismus Renin bildender Zellen aus der hinteren GefdBwand generell
auch ohne TGF-B-Signale auf die Reninzelle noch vollstindig intakt ist. Diese
Schlussfolgerung setzt natirlich voraus, dass die rekrutierten Zellen auch TGF-BRII deletiert
waren, d.h. beim hier verwendeten Knockoutsystem, dass der Reninpromotor in den
rekrutierten Zellen vormals schon einmal aktiv gewesen sein muss. Eine sehr elegante Studie
von Sequeira Lopez ML. et al., veroffentlicht 2004, konnte zeigen, dass es sich bei den Zellen
in der glatten GefaBmuskulatur, die im Zuge der Rekrutierung im Adultstadium zusatzlich
Renin produzieren, um Zellen handelt, die wahrend der Entwicklung schon einmal dazu im
Stande waren. In der Arbeit wurden transgene Mause verwendet, die aus Mausen, die die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Reninpromtors hatten, und Reportermausen gekreuzt
waren und in Abhangigkeit von Cre-Rekombinase-Aktivitat -Gal oder GFP exprimierten. In
den so generierten Tieren waren alle Zellen, die im Laufe ihrer Entwicklung einmal Renin
gebildet hatten, gekennzeichnet und ihr spaterer Werdegang nachvollziehbar. Auf diese
Weise konnte belegt werden, dass Renin bildende Zellen nicht nur zu JG-, sondern auch zu
nicht Renin exprimierenden Zellen weiterdifferenzieren. Aulerdem wurde gezeigt, dass
diese nicht Renin produzierenden Zellen in Situationen erhdéhten Reninbedarfs die Fahigkeit
zur Reninsynthese besitzen. Demnach kann also davon ausgegangen werden, dass auch in
dem hier durchgefiihrten Versuch die im Adulttier rekrutierten Zellen TGF-BRII defizient

waren.

In den Rekonstruktionen der adulten NierengefaBbdaume konnten im reninzellspezifischen

TGF-B-Knockouttier auch basal einzelne Stellen, die eine Reninzellbanderung aufwiesen
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beobachtet werden. Eine solche Banderung tritt im Normalfall erst bei Stimulation zur
Reninsynthese auf. Dies und die Tatsache, dass unter Niedrigsalz- und Enalapril-
verabreichung in der Knockoutmaus die Rekrutierung Renin bildender Zellen verglichen zum
Wildtyp in weiter zurlckliegende GefaBabschnitte fuhrte, sprechen dafiir, dass ohne
reninzellspezifische TGF-B-Signalgebung das Umschalten zur Reninsynthese erleichtert zu
sein scheint. Widerspriichlich hierzu sind allerdings die Renin-mRNA-Daten, die in den
reninzellspezifischen TGF-B-Knockoutmausen weder basal, noch unter Stimulation zur

Reninsynthese wesentliche Abweichungen zu den Kontrollgruppen aufwiesen.

2.9. Renin als potentieller Regulator TGF-fs

Zwar konnte die hier durchgefiuhrte Studie eine direkte Wirkung von TGF-B auf die
Reninexpression weitestgehend ausschlieBen. Aber nicht zuletzt das sehr ahnliche,
entwicklungsspezifische Expressionsprofil und die in alteren Arbeiten gefundene, starke
Prasenz von TGF-B-Signalwegskomponenten in Renin bildenden Zellen lassen ein
Zusammenspiel beider Faktoren vermuten.

Durchaus denkbar ist auch umgekehrt, dass Renin die TGF-B-Expression beeinflusst.
Vorausgegangene Arbeiten bestdtigen, dass Komponenten des Reninsystems auf die TGF-p -
Synthese einwirken kdnnen. So ist beispielsweise ein stimulatorischer Effekt von ANGII auf
die TGF-B1-Synthese in VSMC, renalen Epithel- und Mesangialzellen beschrieben (Liu &
Ballermann 1998, Weber H. et al., 1994, Wolf G. et al., 1993, Kagami S. et al., 1994).
Allerdings konnten Ray PE. et al. (1994) bei Versuchen an der Ratte unter ACE-Inhibition eine
gesteigerte TGF-B2-Expression in JG-Zellen und damit eine dort von ANGII unabhdngige
Regulation der TGF-B Produktion feststellen. Wie von Huang Y. et al. (2006) kirzlich
beschrieben, ist rekombinantes Renin in vitro in physiologischen Konzentrationen dazu im
Stande, in Mesangialzellen von Mensch und Ratte die TGF-B1-Expression zu steigern. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass Renin die TGF-B1-Expression in Mesangialzellen durch
einen Rezeptor vermittelten, ANGII unabhdngigen Mechanismus reguliert. Diese Studie
belegt, dass Renin prinzipiell dazu in der Lage ist, einen direkten Einfluss auf TGF-f zu
nehmen, und legt auRerdem nahe, dass dies auch in vivo von Bedeutung sein kdnnte. Fir
diese These spricht auch, dass die TGF-BRIl-immunreaktivitit dem Abklingen der
Reninimmunreaktivitat hinterherhinkt (Liu & Ballermann, 1998). Wie von Carvalho RLC. et al.

(2004) in der Endothelzelle beschrieben, kdnnen TGF- produzierende Zellen neben dem
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Effekt auf andere Zellen autoregulatorische Regulationsmechanismen besitzen. So fiihren
TGF-B-Signale ausgehend von Endothelzellen nicht nur zur Induktion der Differenzierung
umliegender Mesenchymalzellen zu VSMC, sondern beeinflussen auch gleichzeitig die TGF-3-
Expression in der Ausgangszelle selbst. Daher ware eine TGF-BRII-Expression in TGF-§
produzierenden Reninzellen, wie von Liu & Ballermann (1998) in JG-Zellen beobachtet, zur

Autoregulation der TGF-B-Produktion durchaus denkbar.

Neben positiven und negativen Riickkopplungsmechanismen als Erklarung fir die enge
Korrelation der TGF-BRIl- und Reninesynthese darf auch ein moglicher gemeinsamer
regulatorischer Faktor nicht aufler Acht gelassen werden. In diesem Zusammenhang
vorstellbar ware beispielsweise Stickstoffmonoxid, welcher sowohl mit der Regulation der
Reninexpession, als auch mit TGF-f in Verbindung gebracht und dessen Synthese auch in
Macula-densa-Zellen nachgewiesen werden konnte (Castrop H. et al, 2010; Liu &

Ballermann, 1998).

2.10. TGF-B-Signalgebung auf Reninzellen - Resiimee und Ausblick

AbschlieBend ist zu sagen, dass nicht nur die enge zeitliche Expressionskorrelation der beiden
Faktoren, sondern zahlreiche Hinweise fiir eine Verbindung zwischen Renin und TGF-f
sprechen.

Mit Hilfe der hier durchgefiihrten Studie konnte TGF- zumindest als essentieller, direkter
Signalgeber auf Reninzellen im Hinblick auf die Reninproduktion basal wie auch unter
Stimulation ausgeschlossen werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass TGF-B-Signale auf
die Reninzelle fiir die Ausbildung des entwicklungsspezifischen Reninexpressionsmusters
und fir eine korrekte GefaRbaumentwicklung sowie fiir die Reninzellrekrutierung im

Adulttier nicht ausschlaggebend sind.

Ob umgekehrt allerdings Renin direkt oder indirekt auf die TGF-B-Expression einwirkt oder
ob die Expression beider Proteine von einem gemeinsamen regulatorischen Faktor gesteuert
wird, ist offen. Auch der direkte Beweis, dass Renin bildende Zellen tatsachlich TGF-B-RlI

exprimieren, bleibt, sei es immunhistologisch oder molekularbiologisch, noch zu erbringen.
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usammen
fassung

Renin bildende Zellen befinden sich typischerweise in juxtaglomeruldrer Postition in der
Wandung der afferenten Arteriolen unmittelbar am Eingang zum Glomerulus. Wahrend der
murinen Nierenentwicklung aber variiert die Verteilung Renin bildenden Zellen in einem
zeitlich-rdaumlichen, uniformen Muster. So kann Reninexpression ab dem Embryonaltag 15
zundchst in den GefalRwdnden der arcuaten Arterien beobachtet werden. Von dort zieht sie
sich Uber den sich entwickelnden arteriellen GefaBbaum aus den groRen Gefallen (iber die
kleinen Arterien auf ihre klassische juxtaglomerulare Position in der adulten Niere zurick.
Auch im Adultstadium ist die Reninexpression plastisch. Ausgelost durch Manoéver zur
Stimulation der Reninbildung, wie z.B. Niedrigsalzdidat und ACE-Inhibition, erfolgt zur
verstarkten Reninsynthese am vaskuldren Pol eine retrograde Rekrutierung Renin
produzierender Zellen entlang des Vas afferens. Welche Faktoren diese Rekrutierungs-
mechanismen wahrend der Nephrogenese und im Adultstadium beeinflussen, ist bislang
unklar.

In den letzten Jahren erstarkte die These, dass durch die Cyclooxygenase-2 (COX-2)
generierte Prostanoide maRgeblich Einfluss auf die renale Reninexpression nehmen. So wird
die COX-2-Synthese von den gleichen Parametern beeinflusst, die auch die Synthese des
Renins kontollieren. Prostanoidsignale werden (iber G-Protein gekoppelte Rezeptoren ins
Zellinnere geleitet und stimulieren die Reninexpression Gber den cAMP-Signalweg. Neueste
Studien konnten belegen, dass eine intakte cAMP-Signalkaskade in Reninzellen essentiell fir
die Reninzellrekrutierung ist.

Als weiterer denkbarer Kandidat zur Steuerung der Reninzellrekrutierung kommt der
Differenzierungsfaktor TGF-f in Frage. TGF-B Gbernimmt bei der Differenzierung von glatten
Muskelzellen eine wichtige Funktion. Es wird angenommen, dass Glattmuskelzellen auch in
Renin bildendende Zellen transformieren kénnen (vice versa) und dass dieser Prozess bei der

Reninzellrekrutierung eine entscheidende Rolle spielt. Arbeiten an Ratten belegen zudem,
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dass Reninzellen den TGF-BRII exprimieren und dass dessen Expression mit der des Renins in

Zeiten aktiver Reninzellrekrutierung einhergeht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher die Prostanoidsynthase COX-2 und der
Differenzierungsfaktor TGF-$ als mogliche Faktoren zur Steuerung der Reninzellrekrutierung
untersucht. Hierfir wurden Studien an globalen COX-2- und reninzellspezifischen TGF-BRII-
Knockoutmdusen vorgenommen. Bei dem TGF-BRII handelt es sich um eine unverzichtbare
Komponente des TGF-f vermittelten Signalwegs, dessen Fehlen die TGF-B-Signalgebung auf
die Zielzelle komplett unterbricht. Da eine globale Deletion dieses Gens zur Letalitat der
Tiere bereits in Utero fihrt und um eine direkte Wirkung von TGF-f auf die Reninzelle im
Speziellen betrachten zu kdnnen, wurden konditionale reninzellspezifische Knockoutmause

benutzt.

Zur detaillierten Analyse des Reninzellverteilungmusters wurden 3D-Rekonstruktionen
arterieller Nierengefdllbaume mit rdumlich dargestellter Reninexpression angefertigt.
Rekonstruiert wurden Modelle von reprasentativen Entwicklungsstadien beider
Knockoutstamme sowie von adulten, unstimulierten und stimulierten Knockoutmausen und
deren korrespondierenden Kontrollen. Zu Lokalisationsstudien dienten immunhistologische
Fluoreszenzfarbungen. Auf molekularbiologischer Ebene wurden Realtime-PCR-Messungen
zur Analyse der Renin-, COX-2- sowie TGF-BRII-mRNA-Abundanz durchgefiihrt. Aulerdem
wurde in den reninzellspezifsch deletierten TGF-BRII-Mausen die Plasmareninaktivitat

mittels RIA-Messungen bestimmt.

In der COX-2 defizienten Maus konnte in allen Entwicklungsstadien immunhistologisch wie
auch auf mRNA-Ebene eine im Vergleich zum Wildtyp wesentlich schwachere Renin-
expression festgestellt werden. Trotz der reduzierten Reninabundanz waren jedoch weder
pranatal noch postpartal oder im Adultstadium Abweichungen bezlglich des zeitlich-
raumlichen Reninverteilungsmusters zu beobachten. Eine Co-Lokalisation von Renin- und
COX-2-Expression lieR sich zu samtlichen untersuchten Entwicklungszeitpunkten
ausschlieBlich im Bereich der Macula densa finden. Auffallig in den Modellen der COX-2-
Knockoutmduse waren stark ausgepragte Malformationen des arteriellen Gefdafbaums,
welche schon in friihen postpartalen Stadien ihre Ansdtze finden. Nach chronischer

Stimulation des RAAS zeigte sowohl die 3D-Analyse als auch die Renin-mRNA-Abundanz,
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dass die Rekrutierung von Renin bildenden Zellen in der adulten COX-2-Knockoutmaus véllig

normal stattfindet.

Trotz einer im Vergleich zum Wildtyp gesenkten Plasmareninaktivitdt in den
reninzellspezifischen TGF-BRII-Knockoutmdusen wahrend der Entwicklung zeigten die
zugehorigen Analysen der renalen Renin-mRNA-Abundanz lediglich eine Tendenz zu
erniedrigter Reninexpression. Obwohl die Renin- und TGF-BRII-Expression im Verlauf der
Nephrogenese eng miteinander korrelieren, konnten beziglich des rdaumlich-zeitlichen
Reninexpressionsmusters wahrend der Entwicklung keine Unterschiede in den Knockout-
tieren festgestellt werden. Auch zeigte sich der arterielle Gefdalbaum in samtlichen
untersuchten Nierenstadien hinsichtlich des Entwicklunggrades und der Architektur in den
konditionalen TGF-BRIl-Knockouts vergleichbar zu den Wildtypkontrollen. Im adulten
Knockouttier war kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollgruppen im Renin-
expressionsmuster sowie im renalen Renin-mRNA-Gehalt weder unter Standardbedingungen

noch unter Stimulation des RAAS festzustellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl COX-2 als auch TGF- B Uber TGF-BRII keine
essentiellen Faktoren fiir den Reninzellrekrutierungsmechanismus wahrend der Entwicklung
und im Adultstadium darstellen. Zwar beeinflusst COX-2-Aktivitdt die Reninexpression, fiir
die korrekte Reninzellpositionierung ist sie jedoch nicht von Bedeutung. Beide Faktoren
scheinen vielmehr eine ,Enhancer“-Funktion auf den basalen Reninspiegel auszuiben,
COX-2 dabei in einer starkeren Weise als TGF-B. Bei der murinen Nierenentwicklung
dagegen, im Besonderen fiir das kortikale Wachstum, spielt COX-2 offensichtlich eine

wesentliche Rolle.
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abstract

Renin producing cells are normally located in juxtaglomerular (JG) position in the afferent
arterioles at the glomerular entrance. During kidney development the renin distribution
pattern varies in a uniform temporal spatial manner. Renin appears first at embryonic day 15
within the A. arcuatae, from where it migrates along the developing arterial tree to the

proximal vessels, to be finally localized at its classical JG position in adulthood.

Under renin expression stimulation maneuvers like low salt (LS) diet and ACE inhibition, cells
from the upper vessel wall are recruited in a retrograde manner to finally enhance renin
production at the vascular pole. The factors influencing this shift of renin expressing cells

during nephrogenesis and in adulthood are still unknown.

The last few years there has been growing evidence indicating that cyclooxygenase-2 (COX-2)
has a strong impact on renin expression. Prostanoid signals are mediated via G-protein
coupled receptors and stimulate renin expression through cAMP. Recent studies showed

that an intact cAMP-Pathway is essential for renin cell recruitment.

Moreover, previous experiments indicate that the differentiation factor TGF-f could be
involved in renin cell recruitmemt. TGF-B is known to play an important role in vascular
smooth muscle cell (VSMC) differentiation. It is assumed that VSMC are able to transform
into renin producing cells (vice versa) and that this process is import for the renin cell
recruitment as well. In rats it was found that renin cells express TGF-BRII and that its mRNA-
abundance is co-regulated with renin, starting already during nephrogenesis, a time of active

renin cell recruitment.

The aim of this study was to investigate whether the prostaglandin synthase COX-2 or the
differentiation factor TGF-P are two potential factors influencing the renin cell recruitment.
For this purpose studies in global COX-2 and renin cell specific TGF-BRII knockout mice were
performed. TGF-BRII is a crucial component of TGF-B pathway and its absence completely

interrupts TGF-B signaling on target cells. Since a global deletion of this receptor leads to an
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early lethality of the animals in utero and to investigate a direct TGF-3 effect on renin cells,

conditional renin cell specific TGF-BRII knockout mice were used.

To study the spatial renin distribution pattern in detail 3D renal arterial tree reconstructions
showing the renin expression from representative developmental stages of the two
knockout strains as well as from unstimulated and stimulated adult konckouts and their
corresponding controls were analyzed. For localization studies immunohistochemical
stainings were used. To analyze the mRNA expression levels realtime PCRs were performed.
In addition, the plasma renin activity of the renin cell specific TGF-BRII knockouts was

determined using RIA mearurements.

In all developmental stages of COX-2 deficient mice a significantly lower renin expression
was found both immunohistochemically and on mRNA-level. In spite of the reduced renin
abundance, there was no difference in the spatiotemporal renin expression pattern, neither
in prenatal nor postpartal or adult knockout mice. A co-localization of renin and COX-2
expression was found exclusively at the macula densa region in all examined developmental
stages. Strikingly the COX-2 knockouts exhibited strong malformations of the arterial tree,
which were already detectable in postpartal kidney stages. After chronic stimulation, both
the 3D analysis and the renin mRNA-measurements showed a normal recruitment of renin

producing cells in the adult COX-2 knockout mouse.

In spite of a lowered plasma renin activity found in the renin cell specific TGF-BRII knockout
mice during development, the corresponding renal renin mRNA-levels were only lowered
with a slight tendency, but not significantly. Although the renin and TGF-BRII expression are
correlating during nephrogenesis, no differences in the spatiotemporal renin expression
pattern could be observed. Also, there were no irregularities to the corresponding wildtype
regarding to the architecture and development of the conditional knockout animals. In the
adult knockout there was no significant difference to the control group concerning renin
expression pattern and mRNA-abundance, equally at standard conditions and with

stimulation of the RAAS with LS and Enalapril.

These findings show that both COX-2 and TGF-B mediated by the TGF-BRII are not essential
for the mechanism of renin cell recruitment during development and in adulthood. Indeed

COX-2 activity has an influence on renin expression, but it is not necessary with a view to a
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correct renin cell positioning. The two factors rather seem to act as an enhancer for basal
renin expression with COX-2 acting stronger than TGF- B. In contrast, during murine kidney

development particularly the cortical one, COX-2 appears to play a crucial role.
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