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1. Zusammenfassun

Das ReniAngiotensinAldosteronSystemist von Ubergeordneter Wichtigkeit fir die
Kontolledes Sakzund Wasserhaushalts des KoérpeBwohl de Regulationals auch
der genaue Mechanismusder Reninsekretion aus den juxtaglomeruléaren
Epitheloidzellen(JGZellen) der Niere wird schon seit graumer Zeit untersucht
Wahrend zur Regulation der Resekretion eine Vielzahl von wissenschiadhen
Arbeiten verfasst wurde ist der genaue Sekretionsmechanismus noch relativ
ungeklart. Die klassische  Mikroskopie mit Hilfe eines  Transmissions
elektronenmikroskops(TEM) lieferte bisher wenig Hinweise auf een klassischen
Sekretionsmechanismus, wie beispielsweise Kontakte Vesikelund Zellmembran
oder OmegéaStrukturen bei J&ellen. Dartiber hinaus existieren widerspruchliche
Angaben hinsichtlich der Mphologie und des Verhaltens d&ennspeichervesikel
unter normalensowie unter extrazellularen Bedingungenelche die Reninsekretion
stimulieren Dies ist zum Einen sicherlicin der relativen Schwierigkeit,
Exozytoseereignisse auEWFAufnahmen sichtbar zu machen uadm Anderenn der
geringen Anzahl vorExozytoseereignisseneb JGZellen in vivo begriindet. Zudem
liefern statische2-dimensionale TEMwufnahmen nur ein unvollstédndiges Bild der
Vesikelmorphologie und lassen grofRen Spielraum fur Spekulatidnendiesem Grund
wurden im Zuge dieser Arbeit die Morphologie und der Exozytosemechanismus der
Reninspeichervesikel mit Hilfeon aus TEMAufnahmen erstellten3-dimensionalen
Teilrekonstruktiomn von J&ellen untersucht. Die Rekonstruktionen wurdsowoH

von Zellen unstimulierter Mausnieren, als auclon Zellen von Mausnierengeren
Reninsekretionsratenit Hilfe der Arbeistechnik der isoliert perfundierten Mausniere
(IPN) in vivo pharmakologisch stimuliemd gemessenvurde, erstellt Dabei wurden
pro Stimulationsstufe J@ellen mehrerer Nieren elektronenmikroskopisch unterduch
und daraufhin von maximal zweeprasentativenZellen beispielhaft3-dimensionale
Modelle aus TEMAufnahmen von 5400 70nm dicken Ultradlinnschnitten erstellt.
Untersuchungen @ unstimulierten und mit steigendentensitat stimuliertenWildtyp-
Zellenergaben, dass viele Reninspeichervesikel keine klassisch runde Form aufweisen,
sondern miteinander in Kontakt stehen und so ein sogenanntes Speichernetzwerk
bilden. Die Erh6hung deintrazellularen cAMMKonzentration mittels Isoproterenol
oder Erniedrigung der extrazellularen Calciionzentration mittels EGT#ihrte zu

einer Stimulation der Reninsekretionsrate unzl einer Erhéhung des Vernetzungs
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grads der Reninspeichervesik@ie Methode der 3dimensionalen Rekonstruktion
lieferte dabei, im Gegensatz zu den nudithensionalen TEMwufnahmen, eine
praktikable Mdglichkeit, den Vernetzungsgrad der Reninspeichervesikel zu beobachten
und zu protokollieren. Desweitern konnten bei hohen Stimulationsstufen
Exozytoseereignisse beobachtaverden, deren Zahl jedoch benoch hdherer
Stimulation konstant bliep obwohl die Reninsekretionsratereiter zunahm Es ist
anzunehmen, dass eine intrazellulare Verschmelzung \esk&membranen, welche

in Reninproduzierenden Zellen bereits beobachtet wurde, fur einen erhohten Ausstol}
von aktivem Renin in den Intrazellularraum verantwortlich ist. Ein derartiger Ausstol3

von gepeichertem Material wird als CompouBdozytose bezeichnet.

Im zweiten Teil dieseArbeit wurden stimulierte und unstimulierteJGZellen von
C57BL/6Lyst?YJ-Mausen untersuchtDer Phanotyp dieser Tiere ahnelt der Chediak
HigashiKrankheit beim Menschen. Das bei diesem Genotyp ausgeknockte R2¢5T
CHSiGen kodiert fur dasogenannte lysosomal trafficking (LYST) Protein, welches auf
bisher unbekannte Weise an der korrekten Ausbildung von lysosomalen Organellen
beteiligt ist. Dementsprechend ¢ten bei diesenauch Beigdlduse genannterTieren

in mehreren Zellarten abnormakgrofRerte lysosomale Organellen und Granulen auf.
Desweiteren weisenid JGZellen dieseiTiereeine abnormale Morpholdg der Renin
speichervesikel auln der Tat warersowohlin den fir diese Arbeit angefertigten 3
dimensionalen Rekonstruktionenals awh auf TEMAufnahmen die Renin
speichervesikel der BeigisZellen deutlich vergroRert. Vier bis funf sehr grol3e,
unregelméaRig geformte Reninspeichervesikel flllten fast das gesamte Zellvolumen der
rekonstruierten Zellen ausDies scheint die Theorie eimig Arbeitsgruppen, die
postulieren, dass die sekretorischen Vesikel deiZéllen modifizierte sekretorische
Lysosomen sind, zu bestatigednter Bedingungen, welche die Reninsekretionsrate
stimulierten, konnten Exozytoseereignisse bei BeiG&Zellen beolchtet werden.Die
Reninsekretionsrate der Beigdausnieren unterschied sich bei gleichen Stimulations
bedingungen nicht signifikant von der von Wildtylausnieren Es ist anzunehmen,
dass eine Fusn von Vesikelund Zellmembrarbei JGZellen im Allgemern nicht auf
kleine Reninspeichervesikel beschrénkt ist, sondern auch bei sehr grol3en

Kavernenartigen Vesikeln, wie sie in der Belgéle auftreten, stattfindet.
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Im dritten Teilder vorliegenden Dissertatiowurden unstimulierte J&ellen von Ren
1d-Cre/Ge-Mausen 3dimensional rekonstruiert. Diese Mause produzieren kein
funktionelles Refl-Protein mehr. Es wird schon lange vermutet, dassdagRen1-
Protein in sekretorischen Vesikeln gespeichert und durch regulierte Exozytose
sezerniert wird. Die Ergelsse dieser Arbeit bestatigen diesen Befuilde in den
erstellten 3dimensionalen Rekonstruktionen sichtbaren Vesikel waren gegenuber
Renirspeichervesikeln de Wildtyps deutlich verkleinerund erschienen auf TEM
Aufnahmen weniger elektronendicht als diese. Es hat den Anschein, dass die in den
Renld-Cre/CreZellen gefundenen Strukturen eher die prinzipielle Fahigkeit der
Reninzellen wiederspiegeln, Speichervesikel zu bilden, und dass @&m ikein

funktionelles RenifProtein gespeichert wird.

Ein weiteres Ziel dieseArbeit war es, SNAREoteine und Proteine, die mit ihnen
interagieren, auf immunhistochemischem Weg mittels Fluoreszenzfarbung
nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden 5um dickaffda oder Cryoschnitte von
Nierengewebe angefertigt, an denen die J&ellen gefarbt wurden. Als
Vergleichsgewebe und Positivkontrolle diente Gewebe von typiscfitankreas,
Nebenniere)und atypischen(Schilddriise, Nebenschilddrisepdo- und exokrinen
Drisen In dieser Arbeit konnten auf immunhistochemischem Weg keine der von uns
untersuchten Proteine nachgewiesen werden. Entweder ist keinesndgieser Arbeit
untersuchten Proteine am Exozytosemechanismus dezellen beteiligt, oder diese
Proteine legen in den JQ&ellen in sehr geringer, nicht mit Hilfe von Antikérpern

nachweisbarer Konzentration vor.
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2.1. Das RenuiAngiotensinAldosteron System

Das RenirAngiotensirAldosteron System (RAASpielt eine Schlisselrollbei der
Regulierung des Elektrolyind Wasserhaushaltsnd damit desBlutdrucks.Seit der
Entdeckung des Proteins Renin durch Tigerstedt und Bergmann vor mehr als 100
Jahren (Tigerstedund Bergmann, 1898) ist das RAAS das Ziel ssafaer und
aufwandiger Studien, aus denen sogenannte RABItoren als wichtige
pharmakologisch&Verkzeuge zur Bekdmpfung von Bluthochdruck, Herzinfarkten und
diabetischen Nierenerkrankungen hervorgingen. Obwstth das Verstandnis des
RAAS in den letzten Jahren durch die Entdeckung neuer funktionaler Komponenten
stark verbessert hatyehaltder schondnge bekannte klassische Signalveeg Renin,
Angiotensin und Aldosteron, welchem das RAAS seinen Namen verdankt, seine

Gultigkeit(Abb. 1) Das Substrat des Systems ist Angiotensinogen €iykoprotein,

\l
Angiotensinogen ([ SRVARNA IS N0 - DN RN o e °

(452 AS) A
Q)
v v

i HEEm D R VY | H P F H 'L

(10 AS) | A I

v
AGEEICORSLGEIM D R V Y | H P F

(8 AS)
AT,-Rezeptor
Vasokonstriktion Durst/Salzhunger Aldosteron
Na*- und
Wasserretention
v !

Blutdruck

Abb. 1: Darstellung des klassischen ResmgiotensinAldosteron-Systems
(AS = Aminosaure, ACE = Angiotensin Converting Enzyme)
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welches in der Leber produziert und dort in deBlutkreislauf sezerniert wird
(Deschepper et al., 19861all, 2003 Menard et al., 1988 Die Aspartylpotease Renin
wird fast ausschlie3lickon den juxtaglomerulédren Epitheloidzellen der Niere gebildet
und ebenfalls in den Blutkreislauf sezerniert, wo sie vom Oligopeptid Angiotensinogen
das biologisch inaktive Dekapeptishgiotensin | (ANG [) abspaltétiackenthal et al.,
199(Q Hall, 2003 Persson et al., 2004Das Angiotensin Converting Enzyme (ACE), eine
membrangebundene Metalloproteaseied vorwiegend auf der Zetlembran von
Endothelzellen des Lungenkreislaufs exprimiert wird, spaltet daraufhin von diesem
Decapeptid zwei Aminosauren gblall, 2003 Ng und Vane, 1967Soubrier et al.,
1993. Es entsteht daaktive Odapeptid Angiotensin Il (ANG Il), der Haupteffektor des
RAASHall, 2003 Quinn und Williams, 1988ANG Il vermittelt seine physiologische
Wirkung uber die AngiotensiRezeptoren, welche auf Zelleles kardiovadsularen, des
endokrinen und des Endothelsystems exprimiert sjaddaillou, 1999de Gasparo et

al., 200Q Inagami et al., 1999 Die meisten physiologischeEffekte von ANG 1l werden
Uber den Angiotensin -Typ XRezeptor (AFR) vermittelt und l6sen direkt oder
indirekt eine Erhohung des systemischen Blutdrucks(daskenthal et al., 199Mall,
2003. Eine erhthte ANQI-Konzentration im Blut fuhrt zweiner Erhéhung des
Gefalwiderstandsjem Auslésen eines Durstgefihisd Salzhungeiiber das zentrale
Nervensystem uneiner Erhéhung der Synthese und Sekretion von Aldosteron in der
Nebenniere (Nguyen, 2011 Phillips und Sumners, 1998avoia et al.,, 20]1
Aldosteronlost wiederum eine erhéhte renale tubulamda™ und HO-Rickresorption
und damit eine Erhéhung des Blutvolumeass (Hall, 1989. Die Aktivitat des RAAS
hangt unter physiologischen Bedingungen von der Plasmareninkonzentration ab, da
die Abspaltung von ANG | durcHie Protease Renin den geschwindigkeits
bestimmenden Schritt der ANGRroduktiondarstelltund sowohl Angiotensinogen als
auch ACE im gesunden Individuum im Uberfluss vorhander(isimtz, 1989Mercure

et al., 1998 Persson, 2003Peters und Clausmeyer, 200Folglich st die Synthese
und Sekretionsrate von Renin der Ansatzpunkt vieler negativer Feedbhlkfen
zum Zwek der Regulation des RAASe wird beispielsweise durch heh
systemischen Blutdruck, eineerhéhten renalen Perfusionsdruck und eine erhéhte
tubulare Kochsalzkonzentration aber auch direkt durch eine erhéhte ANG I

Konzentration gehemmiHackenthal et al., 1990Kurtz et al., 1986cKurtz und
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Wagner, 1999Vander und Geelhoed, 1953Neben dem klassischen RAAS existieren
auch sogenannte lokale gewebespezifische RAmgiotensinSysteme ausserhalb der
Niere, beipielsweise im Heran den BlutgefaRenin den Nebennieren,inlen Ovarien

und im Uterusim Pankreas und im Gehirmo sievermutlich eine wichtige Rolle bei

der Regulierung der Organfunktionen unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen spien (Bader et al., 2001 Kobori et al., 2007Paul et al., 2006Re,
2004).

2.2.Reninsynthese undsekretion in derjuxtaglomerularen

Epitheloidzelle

In der adilten Mausniere wird Bnin von myofibroblastenartigen Zellen synthetisiert,
welche in der Medigchicht derafferenten Arteriolenin der Nahe der Glomeruli
lokalisiert sind(Ganten et al., 197.6Hackenthal et al., 1990Taugner et al., 1979
Wegen diesem Umstand und wegen ihrer kuboiden Form wurden diese Zellen als
juxtaglomerulare Epitheloiddlen (J&ellen) bezeichneBeim Menschen und bei den
meisten Tieren nicht aber bei Mausemst Renin durch ein einzelnes Gen kodiert.
Labormausekonnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Mausstamme, die ein
Reningen tragen (z.B. C57/BI6, BALB/c)ched als Refic bezeichnet wird, und
Mausstamme welche zwei Reningene tragen (z.B. 129SV, Swiss), welche dann als
Renld und Rer2 bezeichnet werden. Es wird davon ausgegangess Rer2 aus

einer Genduplikation von Reh hervorgegangen igiAbel und Gross, 199ickinson

et al., 1984. Alle Reningene codieren fur Proteine, die auf Aminosaureebene fast
vollstandig homolog sindedoch unterschiedlich glykosyliert werdé®igmund und
Gross, 19911 So kdnnen Refh-Proteine an drei Asparaginresten glykosyliert werden
wéahrend die Renr2-Proteine keine Glykosylierungsstellen aufweisdRenin wird
zunachstals PréPro-Renin mit einer molekularen Masse von 48kDa synthetisiert und
ins endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, wo dieSeguenz abgespalten
wird. Das entstandene PfBenin wird in den Golgipparat geschleustwo es zwei
Moglichkeiten der Weiterverarbeitung gibt. Das Protein kann mit Mannose6-

Phosphatresterglykosyliertwerden und wird dannunter Beteiligung des Mannose

13-
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Phosphatrezeptorsn elektronenoptisch dichtelysosomenartigeDenseCoreVesikel
(DCW)transportiert und dortfur die regulierte Exozytose gespeichefin Teil des
Proteirs wird jedochy A OK(G 3Jfeél12aetASNI dzyR 12y adAiddz
Vesikeln sezernierDie Glykosylierung des Proteins ist also die Vorraussefimmine
regulierte ExozytoséMorris, 1992 Mullins et al., 200p Wie oben bereits erwahnt,
fehlen dem Ref2 Protein die nétigen Glykosylierungsstellen, weshalb es fér di
regulierte Exozytose keine Rolle spielt und nur konstitutiv sezerniert &sravird also
ausschlie3liclrRenl Protein in den DCWespeichert(Clark et al., 1997Sharp et al.,
1996). Dort wird das43 Aminoséauren lange,-terminale ProSegment des Proteins
durch einen noch nicht naher verstandenen, proteolyiese Mechanisms
abgespaltenDie DCVenthalten neben Prorenin mehrere Proteasen, wie zum Beispiel
Cathepsin BNeves et al., 1996die ProhormorKonvertase PC@®/ercure et al., 1996
und KallikreindKikkawa et al., 1998die bei diesem Vorgangermutlicheine wichtige
Rolle spielenDie Proteolyse wird durch den in den Vesikeln vorliegendedrigen
pHWert (46) beglnstigt. Das aktive Reninelibt bis zurkontrollierten Freisetzung in
denDC\Wgespeichert.

2.3. Rgulation der Reninsynthese ungekretion

2.3.1. Regulation durclokale undsystemische Faktoren

Wie bereits erwahntfuhrt die Freisetzung von aktivem Renin zu einer vermehrten
Entstehung von Angiotensin II, welchestscheidend arder Kontrolle des Blutdrucks
und des Salund Wasserhaushalts beteiligt isDementsprechend préazise ist die

Reninfreisetzung durch zahlréie lokale und gstemische Faktoren reguliert.

2.3.1.1. Systemischer Blutdruck

Das Konzept eines intrarenalen, druckabh&ngigen Mechanismus, welcher die
Reninfreisetzung reguliert, wurde zuerst von Skinner et(@kinner et al., 1964
formuliert. Ein Anstieg des arteriellen Blutdrucks inhibiert als Teil einer negativen
FeedbackSchleifedie Synthese und Sekretion von Renin, wahrend ein Abfall des

Blutdrucks zu mer Stimulation der Reninfreisetzung fulVagner und Kurtz, 1998

.14 -
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Da dieser Effekt auch iadlierten Nieren beobachtet werden konnggcholz und Kurtz,
1993, ist es wahrscheinlich, dass ein renaler Barorezeptor daran beteiligt ist. Die
genaue ldentifizierung dieses Rezeptors ist noch ausstehend, er scheint jaddeh
reninproduzierenden Zellen selbst lokalisiert zeins So zeigten Experimente mit
isolierten JGZellen eine druckabhangigeegulation der Reninsekretion, wobei zur
Simulation eines erhdhten Blutdrucks diellen selbst mechanisch gedehnt wurden,
was zu einer verminderten Reninsekretion fuhf@arey et al., 199Ryan et al., 2000
Der genaue Wirkungsmebanismus ist noch unverstanden. Es wird vermutet, digess
mechanische Deatung der Zellmembrarzu einem vermehrten Calciuvinflux durch
dehnungabhangige Calcinkanaleund zur Aktivierung der Phospholipase C in den
JGZellen fuhrt (Ryan et al.,, 2000 Die Abwesenheit von extrazellularem Calcium
verhindert die druckabhangige Inhibierung der Reninsekreflohihara et al., 1999
Diese Calciurdbhangigkeit wurde durch Experimente an isaligrerfundierten

Mause und Rattennieren bestatigScholz et al., 1994Vagner et al., 2007

2.3.1.2. Salzhaushalt

Die nahrungsbedingte Salzaufnahme und der MNHdeCishalt des Korpers sind seit
langem bekannte Regulatoren der RAW&Ivitat und damit der Rensynthese und
-sekretion. Niedrige orale Salzaufnahme fihrt zu einer vermehrten Stimulation der
Reninsekretion, umgekehrt wird diese bei einer holvealen Salzaufnahme gehemmt
(Wagner und Kurtz, 1998Es wurde schon sehr friih postuliedass dieKonzentration

der Chloridlonen im distalen Tubulus der Nierein wichtiges Bindeglied in diesem
bedeutenden Mechnismus darstell{Vander und Miller, 1964 Demnachspielt die
Macula Dens&MD), eine Ansammlung von spezialisierten Endothelzellen des distalen
Tubulus, welche sich in enger Nachbarschaft zu den reninbildenden Zellen der
afferenten Arteriole befindeteine zentrale Rolle bei der Regulation der Reninaktivitat
Die MDZellen diene als Sesor fiir die CIKonzentrationim distalen Tubulus. Eine
hohe ClKonzentration hemmt die Reninsekretion und umgekdBithnermann, 1998
Skott und Briggs, 1987Zudem wird der GefalRwiderstand der jeweiligen afferenten
Arteriole von der Maala Densa insofern beeinflusst, dass eine erhohte
(hloridionenkonzentration zur Gefaldverengung und eine niedrige Konzentration zur

Gefalidilatation fuhrt(Castrop, P07, Schnermann und Levine, 200®ieser Effekt
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wird als Tubuloglomerularer Feedback Mechanismus (TGF) bezeickerétindert
kapazitatsbedingten Salzverlust und tragt zur Natriumhomaoostas&dgsers beiDie
genaue Wirkungsweise der MIellen auf Reninsekretion und afferente Arteriole, auch
aal Odaf & I 5&S OK beylahrit, ¥tdmschi nicht vollstandig aufgeklamie MD
Zellen detektieren die tubulare Chloridionenkonzentration mittels der
Transportaktivitit des in ihrer apikalen Zellmembran gelegenen™-KI&CI-
Transporters (NKCC®ell und Lapointe, 19971 apointe et al., 1990Lorenz et al.,
1991) und setzen bei einer hoherCl-Konzentration ATP frei, wahrend bei einer
geringgen Konzentration Prostaglandin BPGE) durch erhéhte Expression von G@X
und Stickstoffmonoxid (NQjurch erhdhte Expression von nN®&igesetzt wird(Bell

et al., 2003Bosse et al., 199%arris et al., 1994PetiPeterdi et al., 2003Yang et al.,
2000. PGE und NO wirken kurzfristig stimulierend auf die Reninsa&re(Friis et al.,
2005 Kurtz und Wagner, 1998D0as Albauprodukt von ATP, Adenosin, hemmt die
Reninsekretion undewirkt au3erdem eine Vasokonstriktion der afferenten Arteriole
(Churchill und Churchill, 1985chnermann und Levine, 2008n Gegensatz zWRolle
der Macula Densa und ihrer Signalmolekiiée derRegulation des TGF wird ihre Rolle
bei der Reninsekretian letzter Zeitzunehmend in Frage gestells existieren Studien
sowohl zu nNOS und eN@Sastrop et al., 2004 ompanowskalezierska et al., 2008
Sallstrom et al., 20Q&ls auclzu CO2 (Harding et al., 199Hocherl et al., 200XKim

et al., 2007h, die die Vermutung nahe legen, dass sow®O als auch PGHBicht
essentiell fir die salzabhangige Regulation der Reninsekretion sind, sondern eher eine
modulierende Wirkung austiben. Auch Versuche an AlfaRKdutMausen, bei denen
der A1l AdenosiiRezepor deletiert wurde, zeigten, das#®\denosinkeine Rolle bei der
langfristigen Regation der Reninsekretion spig(Brown et al., 2006Schweda et al.,
2003. Zusammenfassend kann man sagen, dass der Macula Densa Mechanismus
spontane Anderungen in der tubulareri-Rbnzentration detektiert und wichtig fir die
entsprechende Anpassg der Reninsekretion bei kurzfristig erhohter tubularer NacCl
Konzentration ist, es fehlen jedoch Beweise fir die Beteiligung des/stihanismus
an der langerfristigen Regulation des Salzhaushghsist noch immer unklawelche
Faktoren an der langftigen salzabhangigen Regulation der Reninstdn beteiligt

sind.
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2.3.1.3. Sympathisches Nervensystem

Sowohl die renalen BlutgefalBe als auch das Tubulussysenschliel3lich des
juxtaglomerularen Apparatssind sympathisch innervierfHackenthal et al., 1990
Immunhistochemischen Studien zufolge wird dérAdrenorezeptorauf JGZellen
exprimiert (Boivin et al.2001). Die Aktivierung des renalen Nervensystems und damit
der B;-Adrenorezeptorenfiihrt unter anderem zu einer vermehrten Produktion von
cAMP in den JRellen, und damit zu einer gesteigerten Reninsekretions(@iBona

und Kopp, 199) Desweiteren flhrt eine Aktivierung derAdrenorezeptoren zu eer
Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen und einem damit einhergehenden
Druckabfall im juxtaglomeruléren Bereich, was wie bereits erwahnt ebenfalls zu einer
Stimulation der Reninsekretion fuhfEhmke et al., 1989Kirchheim et al., 1985
Studien an pi/p.-Adrenorezeptor Knockout Mausen, bei denen die basale
Plasmareninkonzentratiomm Vergleich zuden entgprechenden Wildtypen um bis zu
85% erniedrigt warernhestatigen, dass sympathischeplrt von lokalen Nervenenden
oder von zirkulierenden Catecholamineme wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
der baslen Reninsekretionsrate spiefKim et al., 2007a >kdoch deuten weitere
Experimente darauf hin, dass das lokale Nervensystem nicht essentiell fir die
Modulation der Reninsekretion in Reaktion auf andere Stimuli, wie z.B. die
Verédnderung des Salzhaushakt 5o tratdiese Modulation sowohl beivollstandige
renaler Denervationals auch beipharmakologische Inhibierung der -Adrenc
rezeptorenauf (Golin et al., 2001Holmer et al., 1993Holmer et al., 1994 Bei einem
vollstandigen Knockout dgx-Adrenorezeptoren ist die Modulation der Reninsekretion
ebenfalls zu beobachtendas Ausmall der Veranderungen der Plasmarenin
konzentration ist jedoch verringertKim et al., 20070 Die f1-Rezeptorenscheinen
notwendigzu seinum eine Reninsyntheserate zu erméglichen, eiigen grof3en Pool

an Reninvesikeln gewahrleistet. Dieser Pool an jederzeit freisetzbaren Reninvesikeln

ermoglichterst in vollem Mal3e diReaktion aubindereexterne Stimuli

2.3.1.4 Angiotensin Il
Im Blutkreislauf zirkulierendes Angiotensin [I hemmt Ubeine negative
Ruckkopplungghleife die Reninsynthese undekretion (Hackenthal et al., 1990

Experinente zeign, das eine fharmakologischeACEnhibierungoder Blockade der
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ATi-Rezeptoren zu einer starken Erh6hung der Reninsynthésend -sekretionsrate
fuhrt (Castrop et al., 20Q3ocherl et al., 2001 wahrend diese durch eine exogene
Infusion mit ANG Il gehemmt wirgGchunkert et al., 1992Die Tatsache, dass der
Effekt von ANG Il auf die Reninsekretion unabhangig von anderen Faktoren wie z.B.
renalem Perfusionsdruck oder tubularer Salzkonzentration auftritt, deutet auf einen
direkten Effekt auf die reninproduzierenden Zellen fitackenthal et al., 199X urtz

und Wagner, 1990 Diese Theorie wde durch den Nachweis der Expression ¥dg
Rezeptora auf J&ellen bekraftig{HarrisonBernard et al., 199Kimuraet al., 1997.

Dort bewirkt ANGI eine erhdhte intrazellulare Konzentration von Calcium, was sich
inhibierend auf die Reninsekretion auswirkbesweiteren ist ANG Il ein starker
Vasokonstriktor und hemmt diBeninsekretion auch indireklurch eine Erhéhung des
Bludrucks(Crowley et al., 2005 bewirkt eine Aldosteronund Adrenalinfreisetzung in
der Nebenniere und verursacht ein gesteigertes fye&ihl durch Stimulation der AT

Rezeptoren im Hypothalam\slackenthal et al., 1990

2.3.1.5 Weitere Hormone und Autacoide

Die Regulation der Reninsythese unesekretion ist sehr komplex und sdi von

zahlreichen lokalen und ystemischen Faktoren, Hormonen und Autacoiden
beeinflusst. Neben den bereits erwahnten Faktoren wird die Reninsekretion
beispielsweise ebenfalls von den Neurtgé A RSy o @l a2l O0A GBS AyGSal
6Lt VX aOINBAHRYR Y LINISY$SAY Db 6/ Dwt 0 dzy R o LA
FOGAGEGAY A LIt & LIS LiGadliSger eval.,!198Hauimari @tAaly, dzf A S NI
2007, Kurtz et al., 1988dPorter et al., 1982Porter et al., 1988 Desweiteren wirken
auchAldosteron, Adrenomedullin, Dopamin, Glucagon, das Parathormon (PTH)eund
Thyroidhormone Thyroxin und Triiodthyronin stimulierend auf die Reninsekretion
(HaugerKlevene et al., 197 densen et al., 1997&lar et al., 2004Kurtz et al., 1988b

Marchant et al., 1993Saussine et al., 1993Hemmend auf die Reninsekien wirken
beispielsweise der Tumor Necrosis FactofTNFe), das Atriale Mtriuretische Peptid

(ANP), die Interleukindl und IL6, der Platelet Activating Factor (PAF), Endotheline

und VasopressirfJensen et al., 199&urtz, 1986 Kurtz et al., 1986aKurtz et al.,

19861 Kurtz et al., 1991Pan et al., 2005Pfeilschifter et al., 1985Todorov et al.,

2002.
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2.3.2 Regulation auf zellularer Ebene

Die erwahnten systemischen und lokalen Faktoren minden auf zellularer Ebene in drei

intrazellulare Signalwege mit den Signalmolekilen cAMP, Calcium und cGMP ein.

2.3.21. Zyklisches AMP und der cANBRgnalweg

Das second messenger Protein CAMP ist der primare intrazellulare Stimulator der
Reninsekretion. Alle bereits besprochenen extrazellularen stimulierenden Faktoren
vermitteln ihre Wirkung durch eine Erhéhung derrazellularen cAMEKonzentration,

sei es durchRezeptofinduzierte Aktivierung der AdenylatcyclagAC)oder durch
Hemmung von cAMPhosphodiesteraselfPDE) So erhoht beispielsweise in vielen
Versuchsmodellereinschlieflich in vivo Experimente unéersuche mieinzelnen J&
Zellen eine pharmakologiche Stimulation derp-Adrenorezeptoren die cAMP
Konzentration Ube eine Aktivierung der Adenylatclase, was wiederum zu einer
erhohten Reninsekretion fuhriKeeton und Campbell, 198Kurtz et al., 1984
Vandongen et al., 1973Veinberger et al., 1975Auch die direkte pharmakoldgrhe
Aktivierung der Adenylatcyase durch Forskolin wirkt in hohem Malf3e stimulierend auf
die Reninsekretion{(Grunberger et al., 20Q0&Kurtz et al., 198% Die fur die cAMP
Produktion in den JQellen wichtigen Isoformen scheinen die Adenylatcyclases AC
und ACG6 zu seinGrunberger et al., 20Q6rtiz-Capisano et al., 2007rtiz-Capisano

et al., 2007 Wie bereits angedeutet stimuliert auch eine Hemmung der cAMP
Phosphodiesterasenyelche O! at -AMP hpdfdlgieren, die Reninsekretion. So
fuhrt eine nichtselektive Blockierung der PBM¥ktivitat durch 3-Isobutytl-
Methylxanthin (BMX zu einer gesteigerten Reninsekretionsrate. Genauere
Experimente mit anderenselektiv blockierenden pharmakologischen Wirkstoffen
zeigten, das in den J&Zellen vermutlich die Phosphodiesterasen RD&End PDE
verantwortlich fir die AMP-Hydrolyse sindChiu et al., 1996Chiu und Reid, 1996
Chiu et al., 199K urtz et al., 1998 Der genauentrazellulare Mechanismus des fir
die Reninsekretion wichtigen cAMBgnalwegs ist noch unklar, vermutlich wirkt ein
erhdhter cAMPSpiegel aktivierend auf die Proteinkinase(PPKA) die downstream
wiederum andere, bisher unbekannte Proteine phosphoryliertis et al., 2002Kurtz

et al., 1998M.
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2.3.2.2. Intra- und extrazelluldre Ca-Konzentration

Wie berets erwdhnt spielt Calcium eine atypische Rolle bei der Regulation der
Reninsekretion in JZellen.Im Gegensatz zu cAMP, welches der primare Aktivator der
Reninsekretion ist, wirkt Calcium als der Hauptinhibitor der Sekretion-Zellén.Eine
hohe intrazellul&e CalciurAKonzentration hemmtund eine niedrige Konzentration
stimuliert die Reninsekretion. So vermitteln viele Hormomge zum Beispiel
Angiotensin lIEndothelineund Vasopressiinre sekretionshemmend&/irkung durch
eine Erhéhung derytosolischen Calciuffonzentration in den J&ellen(Ichihara et

al., 1995 Kurtz et al., 1986cTakagi et al., 1988/an Dongen und Peart, 1974m
Gegensatz dazu stimuliert eine Reduzierung der cytosolischen Cadoneentration,
beispielsweise durch den intrazellularen *G@helator BAPTA die Reninsstion
(OrtizzCapisano et al., 2007&rtizCapisano et al., 200Y.cDa bei allen anderen
sekretoischen Zellen, aufler bei denen der Nebenschilddrise, eine erhohte
zytosolische Calciwionzentration die Exozytose fordei@©ohen et al., 1997 wird
RASASNI ' YAl YR -tHdddR2IERY 6 NEI&T dBriirdkefl fated
wirkt sich aich die extrazellulare Calciukonzentration auf die Rémsekretionsrate
aus. So wurde bemehreren Versuche an isolierten Nieren, isolierten Glomeruli,
einzelnen Nierenschnitten und isolierten -ZEllen, bei denen die extazellulare
CalciumKonzentration gesenkt wurdegine gesteigerteReninsekretion inden JG
Zellen beobachtet (Baumbach et al., 1976Moe et al., 1991 Ortiz-Capisano et al.,
2007¢ Scholz et al., 1994Es wird vermutetdass eine niedrige Calcidikonzentration

und der daraus folgende niedrige transmembrane’‘@aflux zu einem Abfall der
zytosolischen Calciwionzentration fuhri(Kurtz und Penner, 1989Auch ein auf den
Reninzellen exprimierten O f OA dzY¥YRezZe@ofiGSREEhéint an der Regulain

der Reninsekretion durch die extrazellula@d'-Konzentration beteiligt zu sein
(Maillard et al., 20090rtizCapisano et al., 200Y.aEs wirdzurzeitnoch untersubt,
inwiefern eine hohe zytosolische Calciionzentration zu einer émmung der
Reninsekretion fuhrt. @ genauen intrazallaren Signalwege sindyenau wie bei
cAMP, noch nicht bekannt. Mdglicherweise spielen jedoch die bereits erwdhnten
Adenylatcyclase G5 und AG eine Rolle. Diese Adenylatcyclasen werden durch eine
hohe C&-Konzentration gehemmt, was wiederum zu einer niedrigen intrazellularen

cAMRKonzentration fuihrtund somit sekretionshemmend wirkiGrunberger et al.,
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20086 OrtizCapisano et al., 200y.&/ersuche mit Primarkulturen von Kellen, dieein
inverses Verhaltnis von cytosolische€and cAMPKonzentration zeigten, scheinen
diese Vermutung zu bestatigérunberger et al., 2008rtizCapisano et al2007g
OrtizCapisano et al., 200Y.dVeitere calciumabhangige Signalwege wirken vermutlich
Uber Calmodulin oder die Proteinkinase (Backenthal et al., 1990Kurtz, 1989
Schweda und Kurtz, 20p4

2.3.23. Zyklisches GMP und der cGiRynalweg

Ein weiterer Faktor, der sich auf die Reninsekretion irZdi@n auswirkt, ist die
intrazellulare Konzentration an zyklischem GMP (cGMP). Im Gegensatz zu cAMP,
welches die Reninsekretion stimuliert, kann cGMP sowohl stimulierend als auch
inhibierend wirken. Es ist daher nicht verwunderlich, dass Versuche mit Hormonen, die
die cGMPKmzentration in J&Zellen beeinflusserwie z.B StickstoffmonoxidO) und

das Atriale Natriuretische Peptid (ANP), zu widersprichlichen Ergebnissen fiihren
(Kurtz und Wagner, 1998Beigenaueren Untersuchungen zesgjthein biphasischer
Effekt. Niedrigere cGMRonzentratiorn schenen die Reninsekretion zstimulieren
wahrend diese dutt hdhere Konzentrationegehemmtwird. Der genaue Signalweg

ist noch unbekannt und wird zweit kontrovers diskutiert, jedoch scheineredrigee
cGMRKonzentrationen eine hemmende iKung auf die bereits erwéhnte Phospho
diesterase 3(PDE3) auszuiiben, was zu einem erhOhten cASfiRegel und einer
gesteigerten Reninsekretion fuhfiKurtz et al., 1988aKurtz et al., 1986bKurtz et al.,
19983 Kurtz et al., 1998(Kurtz und Wagner, 1998Dieses Zusammenspiel von cAMP
und cGMPSignalweg wurde in vivo und in patctamp Experimenten an einzelnen-JG
Zellen bestatigiBeierwaltes, 2006Friis et al., 2002 Hohere c®P-Konzentrationen
scheinen dievesikelassoziierteGMRabhangige Proteinkinase Il (cGKII) zu inhibieren,
was wiederum uUber een bisher unbekannten Mechanismus die Reninsekretion
hemmt (Gambaryan et al., 1998Vagner et al., 1998 Es ist anzunehmen, dass der
stimulierende und inhibiererel cGMPSignalweg raumlich voneinander getrennt sind.
Die von NO aktivierte I6sliche Guanylatcyclase (sGCpastau wie die PDE, im
Zytosol lokalisiert. Das von der sGC produzierte c&btiate diese also hemmemwas

die stimulierende Wirkung von NO aufie Reninsekretion erklaren wirde. Im

Gegensatz dazu existiert eine membrangebundene Guanylatcyclase (pGC), welche sich
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in der Nahe der vesikelassoziierten cGKIl befindet und von ANP aktiviert wird. Das von
der pGC produzierte cGMP konnte folglich die ¢GKH damit die Reninsekretion
hemmen, was die hemmende Wirkung von ANP erklargnirde. Eine raumliche
Abhangigkeit der durch ANIhd NO induzierten cGMBignalewurde bereits in HEK
Zellen und Glattmuskelzellen (VSMC), nicht aber idellén nachgewiesefiNausch et

al., 2008 Piggott et al., 2006

2.4. Sekretionsmechanismen

Der Transport von sekretorischen Vesikeln zur Plasmameaméu&aryotischer Zellen

ist sowohl essentiell fir eine normale Zellfunktion als auch die Voraussetzung fur die
interzellulare Kommunikation durch extrazellular wirkende Signalmolekuile. In fast
Ittt Sy %SttSy FdzAA2YyASNBY RyYSxGdzh A B6Ey HNOSHRRE
mechanismus, der dazu dient, neues Membranmaterial in die Zellmembran
einzubringen und in manchen Fallen extrazellulare Molekiile z.B. Plasmaproteine,
Antikdrper und Komponenten der extrazellularen Matrix freizuset@®argess und
Kelly, 1987Kelly, 185). In vielen Zelltypen existiert ein weiterer Exozytoseweg, der in
den meisten Fallen stark reguliert wird. Dieser regulierte Exozytosemechanismus
erlaubt die kontrolliete Freisetzung des Vesikelinhalts und den regulierten Einbau von
Membrankomponenten in die Zellmembran in Antwort auf ein definiertes
physiologisches Signal. In Synaps&ellt die regulierte Exozytose deRrimar
mechanismus fureine sehr schnelle Freiseing von Neurotransmitternaus
synaptischen Vesikeln und DerSereVesikeln (DC\dar und ist schonseit geraumer

Zeit Gegenstand intensiver StudigiBean et al., 1994Kelly, 1993 ThuresonrKlein,

1983 Zucker, 1995 Auch viele endound exokrine Zellen sezernieren ihre in Vesikeln
gespeicherten sekretorischeProdukte mittels regulierter Exozytose. In den letzten
Jahren wurden hierzu vor allem die Chromaffinzellen der Nebenriguegoyne und
Morgan, 1998aMorgan und Burgoyne, 199 diep-Zellen des Pankreggasom, 2000
Lang, 199Pund hdmatopoietische Zellemvie z.B. MastzellefLindau und Gomperts,
1991), untersucht. Auch die endokrinen juxtaglomeruléaren EpitheloidzelenNiere
aSG1 Sy RIa Ay2 NBESNSWDC\Ydeshygichdte Renin lber einen

regulierten Exozytosemechanismus frei, der iEinzelnen jedoch noch nicht
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verstanden st (Friis et al., 2000Hackenthal et a] 1990 Ogawa et al., 1995Skott,
1986 Taugner et al., 1984alm Folgendenwerden einige mogliche Freisetzungs

mechanismen vorgestellt.

2.4.1. Der Kassischeaegulierte Sekretionsmechanismus

2.4.1.1 SNARPEroteine und delSNAREKomplex

Bereits vor mehr als 20 Jahren wurdédsliche Faktoren entdeckt, die fur die
Vesikelfusion in tierischen Zellen benétigt werden. Diese wurden a&thy
maleimidesensitive factor (NSF) und,f,y-soluble NSF acceptor proteins,§,y-
SNAPs) bezeichngClary et al., 1990Malhotra et al., 1988 Wilson et al., 198p
Desweiteren wurden neuronale Membranproteine identifiziert, die AbR&angig
sowohl an NSBls auch an SNAPs binden. Diese sogenannten-8iagtors (SNARES)
wurden als SNAR5, Synaptobrevin/VAMPund Syntaxin bezeichndBollner et al.,
19939. Weitere wichtige Meilensteire bei der Aufklarung desvlechanismus der
Membranfusion waen die Entdeckung, das® gegeniberliegenden fir die Fusion
bestimmten MembranerverschiedeneéSNAREetsexistieren und das diese SNAREs
miteinander einen sogenannten SNAR&mplex bilden kénnen, welcher die
Membranfusion antreibt(Fasshauer, 20Qqichols et al., 1997 Desweiterenwurde
entdeckt dass manche SNAREs nur in bestimmten zellularen Konmpantien
existieren de Membran besitzt also ein spgzthes SNARE&et (Hong, 200% Die
SNAREsvurden entsprechend ihrer Lokalisation zuerst in sogennann@NARES
(vesicle membrane SNAREs) un@NAREs (target membrane SNAREsyesiit
(Sollner etal., 1993). Spater, einhergehend mit dem genaueren Verstandnis des
molekularen Aufaus der SNARES, setzte sich die Klassifizierung-irQQaQc¢ und
R-SNAREs durdfBock et al., 2001Fasshauer et al., 1998d@er Aufbau der SNAR
Proteine ist relativ einfaclfAbb. 2. Siebestehen ausinem sogennantenSNARE
Motiv, einea-Helix welche essentieliir die Ausbildung des SNARBmplexes istind
entweder einen stark konservierten Glutamin{R¢st oder einen Arginin(fRest
beinhaltet undaus einer Nterminalen Domé&ne an die andere am SNARBmplex

beteiligte Proteine binden konnefDietrich et al., 2003Misura et al., 200R Die

membrangebundenen SNAREs besitzen zusatzlich dazu eine Transmembrandomaéne.
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Eine Ausnahm bilden SNAR5 und dazu homologe Proteine, welche zweHelices

und keine Transmembrandomane beinhaltend als QB¢SNARES bezeichnet werden

Transmembran- B
N-Terminale Domédnen SNARE-Motiv Domanen
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Abb. 2: Struktur von SNAREs.

A: Struktur der SNAR&ubfamilien. Die 4erminalen Doméanen der QpbQce und RSNARES sind als Oval dargestellt. Gestric
Linien heben Doménen hervor, die in einigen Subfamilien fehlen kérmesh (Jahn md Scheller, 2006B: Der synaptisct
SNARKompex besteht aus einem-HelixBiindel. Syntaxin steuert eine-l@elix, SNARS5 zwei @Helices und Synaptobrevir
(VAMP2) eine fRielix zu diesem Helixblindel bei. Das in der Vesikelmembran verankerte Synaptotagmin unterstitzt dit
des SNAREomplexes ialciumabhangiger Weisagch Chapman, 2002

Q-SNARESs sind meistens an der Zielmembran gebunden, wahr&NAREs an der

Vesikelmembran lokalisiert sind. Die SNAR&eine afi den gegenuberliegenden
Membranen bilden ein 4HelixBindel, bestehend aus dea-Helices ihrer SNARE
Motive. Die bei der Bildung dieses SNAREplexes freiwerdende Energie treibt die
Membranfusion an(Fasshauer, 2003Fasshauer et al., 1998bSNAREKomplexe
beinhalten immer drei €Helices ®NARES) und eineHelix (tSSNAREJasshauer et
al., 1998a Beispielsweise wird der synaptische SNKRBEplex von Syntaxin -(t
SNARE, eine-Relix), SNARS5 (tSNARE, zwei-Relices) und VAMP2 (v\SNARE, eine
R-Helix) gebildet(Poirier et al., 1998Sutton et al., 1998(Abb. 2B. Dieses 3Q:1R
Verhéltnisnach dem SdiissetSchlossPrinzipund das Vorhandensein von spezifischen
SNAREets in den unterschiedlichen Zellkompartimentntaubt spezifische SNARE
Paarungen und ermdglicht damit die Membranfusiomr zwischen zwei dafir

vorgesehenen MembranefiHong, 2005McNew et al., 2000Parlati et al., 2000

2.4.1.2. Der SNAREyklus
Wie bereits erwahnt durchlaufen die auf Vesikeund Zielmembran lokalisierten
SNAR#Proteine einen Zyklus von Konformationsdnderungen und gegenseitigen

Wechselwirkungen, die letztendlich zur Fusion der beiden Membranen fuhren 3Abb.

.24 -



2. Einleitung

Detaillierte Studien arf. cervisiaaind neuronalen SNAREOmplexen zeigten, dass
dieser SNAREyklus mit der Bildung eines sogenannten Akzegimmplexes aus den
auf der Zielmembran gelegenen Qab, und QSNAREs startefFasshauer und
Margittai, 2004 Fiebig et al., 199Nicholson et al., 1998Dieser Qabd&omplex wird

Nmmﬂ L) L]
on e O, D
Freie SNARE-Proteine Abbau durch NSF und a—SNAP
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ﬁ ﬁ Proteine o o
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Abb. 3: Der SNAREyklus.

Beispielhaft werden drei QNAREs aufed Zielmembran und ein-BNARE auf der Vesikelmembran dargestel8NARESs sind
Clustern organisiert und formieren sich zu Akzeptorkomplexen, wofll-FSoteine bendtigt werden. Akzeptorkomple
interagieren mit RSNARES, was zur Bildung von lockeren {&MAREKomplexen fuhrt. Regulatorische Proteine kontrollierer
Konformationsanderung zum gefestigten tra®sIAREomplex und schlie3lich zum-88AREKomplex, was die Membranfusi

auslost. AnschlieRend werden die-8BIAREKomplexe durch NSF unter Beteiligung weBNAP abgebaunéch Jahn md Schelle

2006)

auf bisher unbekannte Weise von S#foteinen (secl/muncl8 related proteins)
stabilisiert,die an den Nerminalen Doméanerder SNARE.B.an die Habéomane

von Syntaxirbinden (Dulubova et al., 20Qdahn, 2000Shen et al., 2007 N&hert sich

nun die Vesikelmembran mit den assoziierteASRIAREs dem Qakomplex auf der
Zielmembran, so bilden die SNAREs zuerst einen lockerenStAREKomplex durch
Aneinanderhgerung ihrera-Helices Im transSNAREomplex sindzuerstnur die N
terminalen Enden der Helices assoziert. Obwohl trai@®NARKomplexe im
Allgemeinen als notwendige Intermediarprodukte der Vesikelfusion gelten, gibt es
bisher nur indirekte Beweise filire ExistenABorisovska et al., 2005orensen, 2004

Wie jedes Intermediarprodukt des SNAREkIus kann der trarRSNAREKomplex durch
andere Proteine reguliert werden. Beispielsweise ist bei synaptischen Exozytose
vorgangen Synaptotagmin |, ein {sensing Transmembranproteimwelches zwei

Cd&*bindende CDomanen besitzt, essentiell fir die abhangige Fusion der
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Vesikel(Chapman, 2002Sudhof, 200% In Sdugetieren wurden bisher 14 verschiedene
Synaptotagmine entdeckt, was darauf hindeutet, dass diese generell bei dér Ca
abhangigen Regulation von Exozytosevorgadngen einktigic Rolle spieler{Sudhof,
2002. Desweiteren wirken auch die Complexine, l6sliche 15kDa grofRe Proteine, als
regulatorische Faktoren, indem sie an bereits gebildete SN&dREplexe binden und
diese stabilisiererfArcher et al., 2002Chen et al., 2002 Beeinflusstund stabilisiert

R dzNJD K NBE3Idz | G2 NR &aOKS t N2PGSAYS 12YYd

(p))
Qx

Aneinanderlagern dera-Helices der SNAREs, ausgehend von ihreerminalen

Enden. Es bildet sich estabiler transSNAREomplex.Daraufhin kommt es zu einer
Konformationsanderung des SNAR&mplexes vom transn den cisZustand. Im Zuge
dieser Konformationsé&nderunigildet sich eine Fusionspore urtle Vesikelmembran
fusioniert mit der Zielmembran. Die genauen physikalischen Vaygasie zur Fusion
der Membran filhren sind noch unklar. ®NJ o {Tlieérie hathiiben die SNARE
Komplexe eine mechanische Kraft auf die biegsamen Membranen augueeszur

Fusionder aufReren und dann der inneren Phospholipidschichten der Membranen

AuBere Membranschicht >

Innere Membranschicht T\ Qo SNARE ™= Qbc-SNARE —7 R-SNARE
72 SN e —
\ /‘“‘ \ | ‘ /
= N I\"/s \f 1\"/‘ e\ ) # \ % £ \ / ?)
- = 2 A S S et q. N\
= eaiEe L0 e ()

} Oﬂnungr > Erweiterung
trans-SNARE-Komplex (“stalk”) (Fusion der duBeren Membran) der Fusionspore der Fusionspore

Abb. 4: Hypothetische (bergangsstadien deBNAREFS NY A G (i St 1Sy a SY o NI yTRedrieA 2y y | OK
(nach Jahn und Scheller, 2006)

fuhrt (Abb. 4 (Chernomordik und Kozlov, 200Bhn und Grubmuller, 20D2Neueren
Studien zufolge sind -B5 SNAREKomplexefur die Ausbildung einer Fusionspore
notwendig(Montecucco et al., 2005Nach Abschluss der Membranfusion wird der cis
SNARKomplex vom bereits erwdhnteNSF, einem hexameren Mitglieter AAA+
Proteinfamilie unter ATRVerbrauch in seine Einzelkomponenten zerl@&yilliner et al.,
19939. Dazu werden SNAProteine als Kofaktoren bendtigt, die zuerst amSMARE
Komplex bindemmissen. Br genaue Arbeitgeise von NSF ist jedoch noch unbekannt
(Marz et al., 2008 Die freiwerdenden Qund RSNAREs werden daraufhin durch
intrazellulare Sortiervorgdnge in ihre jeweiligen DoHampartimente zurlck

transportiert. Es ist noch unklar, welche Sortiersignale fur den korreRtesktransport
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verantwortlich snd, jedoch scheinerweniger eine definierte Signalsequenz als
vielmehr die ytoplasmatischen MNerminalen Domé&nen der SNAREs dafir von
essentieller Bedeutung zu sgi@rote et al., 1995West et al., 1997Zeng et al., 2003

Die SNARProteine sind daraufhin bereit flr einen weiteren SNARKuUS.

2.4.1.3.RabProteine und RatEffektoren

Abgesehen von den SNAREs selggielen RalProteine eine Schlusselrolle bei der
Kontolle der Spezifitdit des Kontakts von Vesikel und Zielmembran. Diese Proteine
stellen mit 60 Isoformen beim Menschen die grof3te Familie innerhalb der Superfamilie
der kleinen Ra§&TPasewlar (Bock et al., 2001PereiraLeal und Seabra, 20p1Genau

wie andere monomere Ra#hnliche GTPasen, funktionieren Rabs als molekulare
Schalter, indem sie zwischen zwei Zustanden, einem-gebéndenen inaktiven und
einem GTRyebundenen aktiven Zustand umschalten. Dieser Wechsel wird durch zwei
regulatorischeProteine kontrolliert, dem guanine nucleotide exchange factor (GEF)
und dem GTPasactivating protein (GAP). Die Ggbundene aktive Isoform der Rabs
wird zu Transportvesikeln und Organellen rekrutiert und ist verantwortlichden
Vesikeltransport undlie Fusion des Vesikels mit der korrekten Zielmembran, indem es
mit spezifischen Effektorproteinen auf der Zielmembran, den sogenannten Rab
Effektoren, interagier{Pfeffer, 2001 Segev, 2001Zerial und McBride, 2001Bei der
regulierten Exozytoseon synaptischen und anderen sekretorischen Vesikeln scheinen
insbesondere Rab@\/B/C/D)und Rab27(A/B)von Ubegeordneter Bedeutung zu sein,

da diese Isoformen aufimer Vielzahl vorVesikeln, einshlie3lich neuronale, endo

und exokrin@ und sekretorische Vesikeh von Immunzellen gefunden wurden
(Fukuda, 2005Geppert und Sudhof, 1998omi et al., 2007 Takai et al.,, 1996
Tolmachova et al., 2004Desweiteren weien sowohl Rab3ls auch Rab2Knockout
Tiere eindeutige Sekretionsdefekte g@omi et al., 200;/Mizuno et al., 2007Schluter

et al., 200§. Die genaue Wirkungsweise der RRiwteine ist noch nicht eindeutig
aufgeklart, sie scheinen jedoch fur die Rekrutierung und das Docking der
sekretorischen Vesikel an die Plasmamembran der ¥etleler Ausbildung des SNARE
Komplexesrerantwortlich zu seirfKasai et al., 2009 suboi und Fukuda, 20pthdem

sie dort an spezielle Rafifektoren, z.B. GranuphilinRabphilin Noc2 und Slpé
binden(Coppola et al., 200ZFukuda, 2003Fukuda et al., 2004
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2.4.1.4.C&*bindende Proteine

Die nahezu universale Rolle von Calcium als der Ausloser der Exozytose von Vesikeln
lasst auf die Existenz von Proteinen schliel3en, welche die Fusionsmaschinerie bei
derCa?+-Bindung aktivieren. Obwohl dafiir mehrere moéglidhteineinfrage kamen,
stellte sich das bereits erwahnt8ynaptotagminals einer der wahrscheinlichsten
Kandidaterfiir den C&*-Sensor der regulierten ExozytoseSynapsemeraus(Brose et

al., 1992 Burgoyne und Morgan, 1998MAlle 13 Isoformen des Protaibesitzen zwei
Cd*bindende GDomanen, @\ und GB, gefolgt von einer variablen
Verbindungssequenz und einem Membranankenit dem das Proteinin der
Vesikelmembran verankert igAbb. 2BPerin et al., 1991Perin et al., 1990 Es wurde
zudem gezeigt, dass Synaptotagmin mit vielen an der Vesikelexozytose beteiligten
Proteinen wie z.B. GaKanalen dem SNAREomplex und B-SNAP interagiert
(Leveque et al.,, 1992Schiavo et al., 19955ollner et al., 1993a Neuere Studien
zeigten, das Synaptotagmin auch bei nichtneuronalen Ssilansvorgdngen eine
wichtige Rolle spielt. So ist beispielsweise Synaptotagmin an der Freisetzung von
Insulin, Sgaptotagmin VII amler Exozytose von Lysosomen und Synaptotagmin | und Il
an der Degranulation von Basophilen beteili@aram et al., 19998Baram et al., 1998

Gut et al., 200;lMartinez et al., 2000 Die genaue Wirkungsweise von Synaptotagmin

ist bis jetzt noch nicht aufgeklart. Es wird vermutet, ddas auf der Vesikelmembran
vorliegendeSynaptotagmirfiinf C&*-lonen durch die &\ und GB-Doménenbindet,

und diese Doménen daraufhin mit der Zielmembran interagieren, so dass die beiden
Membranen sich ndherand die Membranfusion durch die direkte Gegenuberstellung
der SNARProteine und der damit einhergehdan erleichterten Bildungines SNARE
Komplexeseingeleitet wird (Chen et al., 1999Hu et al.,, 200 Zudem bindet
Synaptotagmin auf Galim-unabhangige Weise an Syntaxin | und SRBRINd |0st
Konformationsanderungen aus, welche die Aneinanderlagerung der SNAREs
erleichtern(Chapman et al., 1998/atos et al., 2000Melia et al., 2002 Weitere, aller
Wabhrscheinlichkeit nach an Vesikelexozytose beteilige Caloindende Proteine,

sind Rabphilin3Aind Calmodulin Die genauen Wirkungsweisen dieser Proteine sind
noch unbekannt. Das l6sliche RabphdA besitzt,genau wie Synaptotagmin zwei
Calciumbindende G-Domanen, wahrend Calmodulin Calcium mittels vierHaRd

Motiven bindet(Shirataki et al., 199%teinhardt und Alderton, 1982
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Bereits vor fast 40 Jahren wurde postuliert, dass die Fremetg von
Neurotransmittern aus einem synaptischen Vesikel sehr schnell und ohne die
Notwendigket einer kompletten Fusion desVesikels mit der Zielmembran
vonstattengehen kann. Stattdessé&ommt es nur zu einer kurzen vorilgethenden
Offnung der Fusiaspore (Ceccarelli et al., 19F3Dieser Vorgang wurdgpateralsd { A a a
I Yy R -Méthadismubezeichnet(Fesce et al., 1994Neuere Studien zeam, das
dieser Mechanismus nicht nurvon synaptische Vesikeh sondern auchvon
sekretorische Vesikelendokriner Zellen, beispielsweise vbrsulin sezernierendefi-
Zellen des Pankreas odeon adrenale Chromaffinzellen, angewendet werden kann
(Elhamdani et al., 2006Tsuboi et al., 2004 Der grundlegende Mechanismus ist
identisch mit dem der klassischen Exozgtod.h. er ist SNARErmittelt. Der genaue
Mechanismuswelcher zur SchlieBung der Fusionspore fuhrt ist jedoch noch unklar.
Einer Theorie zufolge konnte dieselbe Maschinerie, fiie die Abspaltung und
Ruckgewinnung Clathripeschichteter endozytotischer Vesikel mit Hilfe des Enzyms
Dynamin verantwortlich ist, auch bei der Abschnirung der Fusionspore eine Rolle
spielen(Artalejo et al., 1995Sever et al., 2000Das Vorhandense von Dynamin auf
sekretorischen Vesikeln von Chromaffinzellen scheint diese Theorie zu unterstitzen

(Galas et al., 2000

2.4.3. Die regulierte lysosomale Sekretion

Anders als bei den meisten Zellen, die ihre sekretorischen Produkte in sekretorischen
Vesikelnspeichern, erflllt diese Aufgabe in einigen wenigen Zellen ein verandertes
lysosomales Kompartiment, welches als sekretorisches Lys@Shb)nezeichnet wird.

Zu diesen Zellen zahlenunter anderem Melanozten und Vviele Zellen
hamatopoietischen Ursprungwie beispielsweise zytotoxischeZEllen, Makrophagen,
B-Zellenund MastzellenMarks und Seabra, 200Marone et al., 1997Peters et al.,
19913 Peters et al., 1990)b Desweiteren dewn viele Studien daraufhin, dass auch

die JGZellen der Niere Renin in SLs speichern. So sind sowohl die Renin enthaltenden

sekretorischen Vesikells auch die SLs in Melanozyten und h&matopoietischen Zellen
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der Beige I(YST/-) Maus abnormal vergré3erdensen et al., 1997kDzaki et al.,
1994). Bei diesem Knookit ist das LYSHrotein (lysosomal trafficking protein)
deletiert, welches an der korrekten Ausbildung von Lysosomen und der Abschnirung
von Lysosomenmembranen beigil ist. Auferdem wurden bereits mehrere
lysosomenspezifische Proteasen in den Reninvesikeln nachgew(@e#asz et al.,
1979 Taugner et al.,, 1985 Sowohl normale als auch sekretorische Lysosomen
besitzen spezifische Membranproteine, sogenannte LIMPs (lysosome integral
membrane proteins) und LAMPs (lysosome associated membrane proteins)
Desweiterenbesitzensie einen saueren pH und enthalten lysosomale Proteine (z.B.
Hydrolasen). Anders ais normalen Lysosomensind inSLs zusatzliche Komponenten
gespeichert die durch eine Fusion mit der Zellmembran sezerniert werden kdnnen
(Dell’Angelica et al., 200@riffiths, 199¢. Die Exozytose von SLs ist wie bei anderen
sekretorischen Vorgangen SNAREMmMittelt. Es wurde bereits eine Vielzalhbn mit
sekretorischen Lysosomen assoziieart8NAREs gefunden, beispielsweise SRBAP
VAMP2 und VAMF7 in MastzellenfGuo et al., 1998Hibi et al., 200p0Paumet et al.,
2000 und Syntaxir8, Syntaxird und VAMP2 in Neutrophilen(Brumell et al., 1996
Desweiteren scheinen Synaptotagmine eine wichtige Rolle bei d&raBlaéngigen
Exozytose von SLs zu séifartinez et al., 2000 Genau wie bei sekretorischen und
synaptischen Vesikeln sind Ralmsbesondere Rab27a und Rali@7die Spezifitat der
Membranfusion von SLs und Zielmembran verantwort(itdger et al., 20Q@Pastural

et al., 2000. Die genaue Rolle der SNAREs und Rabs bei der Exozytose von SLs ist bis

jetzt noch nicht aufgeklart.

2.4.4. Der CompouneExozytoseMechanismus

Wie bereits erwéhnt, versteht man unter regulierter Exozytose dagldein Signal
ausgeloste Verschmelzen von Vesikelnd Zellmembran. In einigen Zellen,
beispielsweise den meisten neuronalen Zellen, interagiert jedes Vesikel individuell mit
der ZellmembranNach der Offnung der Fusionspore kollabiert die Vesikelmemioran

die prasynaptische Plasmamembran, oder die Fusionspore schlief3t sich, ein Prozess
RS NJ 0 S NEB iAandNJ#échanismiugd\ Beschrieben wurde. In anderen Zellen

interagieren die sekretorischen Vesikel jedoch wahrend der Fusion untereinander.
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Dieser ¥rgang wird als Compourgxozytose (CE) bezeichnetobei zwischen zwei
Unterarten unterschieden wird. Bei der sequenziell&E verschmelzenzuerst
sogenannte Primarvesikel mit der Plasmamembiaiese Primarvesikeditellen dann
das Ziel eineFusion mittiefer im Zellinneren gelegenen Sekundésikeln dar(Abb.
5A/B) (Ichikawa, 1965Nemoto et al., 2001 Im Gegensatz dazu verschmelzen bei der
sogenannten multivesikularen CE die sekretorischen Vesikel zuerst homotypisch
miteinander Die entstelenden multivesikularen Koérper fusionieren daraufhin mit der
Zellmembran(Abb. 5A)Alvarez de Toledo und Fernandez, 1p8dwohl sequentielle
als auch multivesikulare CE wurde in vielen Zellarten, darunter Azums 3-Zellen
des Pankreas, Mastzellen, Eosinophile und Neutroplmiéehgewiesen, wobei diese
zwei Unterarten in einer Zellart auch parallel auftreten kénriBokvist et al., 2000
Hafez et al., 200Hartmann et al., 2003 ollike et al., Q02 Scepek und Lindau, 1993
Es hat den Anschein, dader CompouneMechanismus irdiesen Zellerprimar dazu

dient, den Ausstol3 von sekretorischen Produkieneinem gewissen Zeitrauru

B
V(R)-SNARE
/ t(Q)-SNARE
,JQ \
Mulﬁvesikul;:i/

A

Abb.5: CompoundExozytose

A: Bei der mulitvesikularen Compouw
Exozytose fusioneren die selaéscher
Vesikelzunéchst homtypisch miteinande
Der entstehende multivesikulare Kor
verschmilzt in einem zweiten Schritt mit (
Zelmembran. Bei der squenziellen Ck
pound-Exozytose fusionieren zuerst Prir
vesikel mit der Zellmembran. In ein
zweiten Schritt fumnieren dann weiter
Vesikel mit den Membranen der Prim
vesikel.

B: mdglicher Mechanismus: nach Vv
schmelzung des Primarvesikelsfuifdierer
freie  SNARProteine in dessen Vesik
membran und stellen die Fusidt@mpeten:
fur die darauffolgenden Fonen mit Se
kundérvesikeln her

(nach Pickett und Edwardson, 2006)

maximieren(Pickett und Edwardson, 20p@isher ist noch nklar, wie der zeitliche
Ablauf der Fusionen bei sequentieller und multivesikularer CE regulieBestder
sequentiellen CErhalten die Sekundarvesikel erst nach der Fusion von Primarvesikeln
mit der Zellmembran die Fusionskompetenz, die sie bendtigen mit den
Priméarvesikeln zu verschmelzen. Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus ist
noch groéltenteils unverstande®uf Vesikeln von Azinuszellen wurden einige SNARE

Proteine, darunter Syntaxin 2, Synaptobrevin 2 (VANRNd Endobrevin (VAM®)
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gefunden(Gaisano et al., 19961ansen et al., 999, Wang et al., 2004 Einer Theorie
zufolge wandern SNAHREoteine nach der Primarfusion inied Membranen der
Primarvesikel und stlen dieFusionskompetenz fur die Sekundarvesikel her (Abb. 5B)
(Pickett und Edwardson, 20Dp6Die Diffusion von SNAREs in Primarvesikel wurde
bereits in einigen Studien nachgewiesgtickett et al., 2007Takahashi et al., 2004
Dies liefert jedoch keine Aussagekraft Gber deren Rodlieder VesikelfunktionNeuste
Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass die Primad Sekundarfusion von
unterschiedlichen SNAREmMplexen, bestehend aus differierenden SN/ARE
eingeleitet wird. An der Regulation der zeitlichen Abfolge scheinén-FSoteine,
SNAP23 oder andere Faktorerwie beispielsweise eine pBinderung der Vesikel
beteiligt zu sein (Thorn und Gaisano, 20L2Desweiterernwird Endobrevin (VAMB)
angeblichspeziell beider Fusion von Vesikeln untereinander, jedoch nicht bei der
Primarfusion lendétigt (Behrendorff et al., 2011 Bei der multivesikularen CE muissen
die sekretorischen Vesikel zuerst homotypisch miteinander fusionieren. Die
entstehenden multivesikularen Korper verschmelzgann in einem zweiten Schritt
SNARKermittelt mit der Zellmembran. Der genaue Mechanismus ist noch nicht
bekannt, es wurde jedoch postuliert, dagi® multivesikularen Korper bereits lange vor
der Fusion mit der Zellmembran gebildet werden. Desweitagidat es Hinweise, dass
eine Fusn der sekretorischen Vesikel untereinander durch die Fusion einzelner
Vesikel mit der Zellmembran agelost wird. Dies wirdédedeuten dass sich die
multivesikulare CE in biochemischem Sinne nicht von der sequentiellen CE
unterscheidet(Alvarez de Toledo und Fernandez, 19igkett und Edwardson, 2006

2.5. Zielsetzng

Die Protease Renin dient als zentraler regulatorischer Faktor des-Regiatensin
Aldosteron Systems. Es wird zum grof3ten Teil von den juxtaglomeruléaren
Epitheloidzellen der Niere produziert und in sekretorischen Vesikeln gespeichert. Die
Freisetzungon Renin wird durch den cAMHgnalweg stimuliert und durch eine hohe
intra- und extrazellulare Konzentration von CalcHmnen inhibiert. Der genaue
Freisetzungsmechanismus von Renin ist noch nicht vollstandig aufgeXtaist die

Inhibierung durch Calcium sehr ungewdhnlich, da Calcium im Allgemeinen als
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essentiell fur die Induzierung und Aufrechterhaltung von sekretorischen Ereignissen
angesehen wird. Desweiteren wurderomphologische Anzeichen von Exozytossie
beispelsweise Omeg&trukturen im Gegensatz zu desehr auffalligen und zahlreich
vorhandenen Reninspeichervesikeinr aul3erst selten in reninproduzierenden Zellen
beobachtet. @riber hinausweisen diese Vesikel auf elektronenmikroskopischer
Ebene betrachteteine irregulare, nicht runde Form aufAndere Faktoren, wie
beispielsweise die Quantumartige Freisetzung von Renin, der Anstieg der
Membrankapazitat und das Verschwinden der Reninspeichervesikel bei dieser
Freisetzung deuten jedoch auf eine Reninsekretiarch einen klassischen regulierten
Exozytosemechanismus higs bleiben demzufolge noch viele Fragen beziglich des
genauen Mechanismus der Reninsekretion offen. Ziel dieser Arbeit isireseferes
zellbiologisches Verstandnis des Freisetzungsvogyang Renin und seiner Regelung
zu erhalten. Zu diesem Zwedoll mittels dreidimensionaler Rekonstruktion von
Teilausschnitten von Reninzellen untersucht werden, ob die Reninfreisetzung primar
Uber die Fusion einzelner Vesikel mit der Plasmamembran (t&se3yoder durch
intrazellulare Fusion von Vesikeln zu einem rohrenférmigen Zisternennetzwerk
verlauft. Es soll desweiteren untersucht werdemwiefern sich die Morphologie der
Reninspeichervesikel und die Anzahl der Exozytoseereignisse beBémetaion der
Reninsekretion veréndert. Zu diesem Zweck sollen nals 3dimensionaler
Rekonstruktion J&ellen von Nieren untersucht werden, deren Reninsekretionsrate
entweder mit Isoproterenol, also durch eine Erhdhung des intrazellularen eAMP
Spiegels, oder i EGTA, also durch eine Erhéhung des extrazellularen Calcium
Spiegels, oder durch eine Kombination dieser beiden Agenzien stimuliert wurde.
Dartber hinaus sa@h JGZellen von ¥ STKnockout (Beige)Mausen, bei denen eine
anormale Form der Reninvesikel le@s auf 2dimensionaler Ebene beobachtet wurde
und Renl Knockout Mausen bei denen nur noch konstitutiv sezerniertes Renin
produziert wird,in unstimuliertem und stimuliertem Zustand untersucht werden, da
bei diesen Genotypen einéeranderung der Vesikaorphologie wahrscheiidh ist.

Sowohl der klassische Exozytoseprozess als auch die intrazellulare Vesikelfusion
erfordern spezifische Fusionsproteindlachdem uUber das Vorhandeein dieser
SNARE Sec/Mune und RabProteine in reninbildenden Zellen hiis bekannt ist, soll

das Expressionsmuster dieser Proteine in diesen Zellen mittels Immunolokalisation
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untersucht werden, wobei als Vergleich klassische und atypische- emdbexokrine

Zellen herangezogen werden.
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3.1. Material

3.1.1. Gerate

Gerat Hersteller

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

TRITEFilter: Filter set 43, Zeiss, Jena

Anregung 533%58nm
Emission 5740nm

CyZ2Filter:
Anregung 458190nm
Emission 50650nm

Cy5Filter:
Anregung 625%55nm
Emission 66515nm

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena

Filter set 50, Zeiss, Jena

Fluoreszenzlampe

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

Grafikkarte

Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen

Homogenisator

Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen

Inkubationsschrank

Modell B6200, Heraeus, Hanau

Isotec Druckmesser

Hugo Sachs Elektronik, Marttugstetten

Kiuht und Gefrierschranke

Santo Kihlschrank, AEG, Nurnberg
Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochs
hausen

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

Kameras AxioCam MRm, Zeiss, Jena
TEM1000, TVIPSietz, Gauting
Magnetrihrer MR 80, Heidolph, Schwabach
Mikroskope Axiostar 1122100, Zeiss, Jena
Axiovert 200M, Zeiss, Jena
Phillips CM12 TEM, Fei & Co, Eindhoven, NL
Mikrotome Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar

EM UCY7, Leica, Wetzlar
CM 3050 S, Leica, Wetzla
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Gerat

Hersteller

MilliQ PlusReinwasseranlage

Millipore, Schwalbach

Mikrowelle Leica EM AMW, Leica, Wetzlar

PCRGerate Labcycler, Sensoquest, Gottingen

pH-Meter Digital pHMeter, Knick, Berlin

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

Scantisch Motorisierter Marzhausertisch (MAC 5000 Gc

troller), Ludl Electronic Products, Minchen

ServaeController fiir Perfusion

SCP 704, Hugo Sachs Elektronik, Ma

Hugstetten

Schittler

SM25, Edmund Buhler, Hechtingen

Spannungsquellen

LKB ECPS 3000/15Marmacia, Ratingen
LKB GPS 200/400, Pharmacia, Ratingen
Multidrive XL, Pharmacia, Ratingen

UV-Leuchttisch Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt
UV-Spektrometer Gene Quant Il, Pharmacia Biotech, Freiburg
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H UniEquiMartinsried

3.1.2. Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Auslaufpipetten 5ml, 10ml, 25ml

Sarstedt, Nurnbrecht

Deckglaschen

Labonord, Mdnchengladbach

Diamantklingen

Diatome Biel, CH

Filter

Schleicher & Schuell, Dassel

GewebeEinbettkassetten

Labonord, Mdnchengladbach

Glaswaren

Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz

Handschuhe

Hartmann, Heidenheim

Kupfer Grids

G2500C 2mm x Imnklano, Wetzlar

Liquid Blocker

Labonord, Mdnchengladbach

Nickel Grids

G2500N 2mm x 1mm, Plano, Wetzlar

Objekttrager,Superfrost Plus

MenzelGlaser, Braunschweig

Parafilm

American National Can, Greenwich, USA

Pipettenspitzen mit und ohne Filter

Sarstedt, NUmbrecht
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Produkt Hersteller
Praparatekasten Roth, Karlsruhe
Reagiergefale Eppendorf Or@l, 0,5ml, | Sarstedt, Numbrecht
1,5ml, 2,0ml

Silikonkautschuk GielR3formen Roth, Karlsruhe
Skalpellklingen Feather, Koln

3.1.3. Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller

Aceton p.a. Merck, Darmstadt
Agarose Biozym, Oldendorf
a-Ketoglutarat Sigma, Deisenhofen
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
Azure I Fluka, NetUIm
Bleicitrat Ultrastain I Leica Wetzlar
Borsaure Sigma, Deisenhofen
Chloroform Merck, Darmstadt
Citratmonohydrat Merck, Darmstadt
Dako Fluorescent Mounting Medium | Dako,Hamburg
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, NetlUlm

DNA Langenstandard: 100bp DN New England, Biolabs, Frankfurt am Main
Ladder

Enalapril Sigma, Deisenhofen
EpoxyEinbettungsmittetKit Fluka, NetlUlm
Essigsaure 100% Merck, Darmstadt
Ethanol p.a. Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt
Ethylenglycolbis(aminoethylether} Merck, Darmstadt
N,N,N',N-tetraacetat (EGTA)

Glucose Sigma, Deisenhofen
Glutaraldehyd 25% Merck, Darmstadt
GlycergeMounting Medium Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
Glycerin 87% Merck, Darmstadt
GoTag DNA Polymerase, 5U/ul Promega, Mannheim
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Produkt

Hersteller

GoTaqg Reaction Buffer Green, 5x bz
Colorless, 5x

Promega, Mannheim

Harnstoff Sigma, Deisenhofen
H.O, 30% Merck, Darmstadt
HCI 1N Merck, Darmstadt

Heparin Liquemifi25000 5ml Ampullen
(5000 I.E./ml)

Roche, Mannheim

Isopropanol Merck, Darmstadt
Isoproterenol Sigma, Deisenhofen
Isotone NaGL6sung 0,9% B. Braun, Melsungen
KCI Merck, Darmstadt
K:HPQ x 3 HO Merck, Darmstadt
KHPQ Merck, Darmstadt
Ketamin CRPharma, Burgdorf
L-Lactat Sigma, Deisenhofen
L-Maleat Sigma, Deisenhofen
Methanol Merck, Darmstadt

NaB,O; x 10 HO (Borax)

Merck, Darmstadt

Natriumcacodylat

Sigma, Disenhofen

Natriumcitratdihydrat

Merck, Darmstadt

NacCl Merck, Darmstadt
NaOH 1N Merck, Darmstadt
NaoHPQ x 2H0 Merck, Darmstadt

Nucleasefreies Wasser

GibcoBRL, Eggenstein

Oligo(dT)s Primer, 0,5>g/>l

Promega, Mannheim

0sQ 2%

Fluka, NedJlm

Paraformaldehyd

Sigma, Deisenhofen

ParaplastPlus Paraffin

Sherwood, St. Louis, USA

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

Promega, Freiburg

Pferdeserum (Horse Serum)

Sigma, Deisenhofen

Phenol Merck, Darmstadt
Phenylhydrazin Hydrochlorid, Sigma, Deisenhofen
GsHgNo x HCI

Pioloform FN65 Pulver

Plano, Wetzlar

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, Deisenhofen

RIAKIt

Byk & DiaSorin, Dietzenbach

Saccharose

Sigma, Deisenhofen
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Produkt

Hersteller

Sevofluran SEVOrane

Abbott, Wiesbaden

SYBRGreen PCR Kit

Roche, Mannheim

Tris(hydroxymethyl)aminomethan(TRIS

Sigma, Deisenhofen

TissueTekEinbettmedium

A. Hartenstein, Wirzburg

Uranylacetat

Merck, Darmstadt

Vasopressim-Lysin

Sigma, Deisenhofen

Xylazin Ratiopharm, Ulm
Xylol Merck, Darmstadt
3.1.4.Primer

Die Genotypisierungsprimer wurden von der FirrBmmers.net in gewlnschter

Nukleotidabfolge synthetisiert

und

lyophylisert geliefert. Durch Zugabe von

nukleasefreiem Wasser wurde eine Konzentration von@ol/ul eingestellt.

Name Sequenz Produkt

R/GRenf-S 5'- gaaggagagcaaaaggtaagzig Ren 600bp

R/G Renf-AS 5'-gtagtagaagggggagttgid) Cre 350bp

R/GCreAS 5'-ttggtgtacggtcagtaaattggagd’

3.1.5. Antikorper

Primarantikorper Klonalitat Hersteller Verdinnung

chicken antiRenin IgG polyklonal Davids Biotech, 1:200
Regensburg

mouseanti-Glattmuskel polyklonal BD Biosciences, 1:100

aktin-lgG Heidelberg

rabbit anti-CalnexirlgG polyklonal Abcam, Cambridge, U 1:200

rabbit anti-SNAP23gG polyklonal Synaptic Systems, 1:200
Gottingen

mouseanti-SNAR5-1IgG monoklonal Hiss Diagnostics, 1:200
Freiburg

rabbit anti-RAB 3BgG polyklonal Santa Cruz 1:100
Biotechnology, Santa
Cruz, USA

sheep antiRAB 27AgG polyklonal R&D Systems, 1:100
Minneapolis, USA
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Primarantikorper Klonalitat Hersteller Verdinnung

rabbit antrtVAMP 2igG polyklonal AG Bruns, Uni 1:800
Saarland

rabbit anttVAMP 3lgG polyklonal AG Bruns, Uni 1:500
Saarland

rabbit antrtVAMP 5lgG polyklonal Abcam, Cambridge, U 1:200

rabbit anttVAMP 71gG polyklonal Synaptic Systems, 1:200
Gottingen

rabbit anttVAMP 8lgG polyklonal Synaptic Systems, 1:200
Gottingen

rabbit antiSynaptotagmin | polyklonal Synaptic Systems, 1:200

1-1gG Gottingen

rabbit antiSynaptotagmin | polyklonal Synaptic Systems, 1:200

5/9-1gG Gottingen

rabbit anti-Synaptotagmin | polyklonal Synaptic Systems, 1:200

7-19G Gottingen

rabbit anttmunc 18IgG polyklonal Calbiochem, Bad 1:200
Soden

rabbit anttLAMP dgG polyklonal Abcam, Cambridge, U 1:100

rabbit anttCADPS-BG polyklonal Abcam, Cambridge, U 1:200

rabbit antiSyntaxin 2gG | polyklonal Synaptic Systems, 1:200
Gottingen

rabbit antiSyntaxin 4gG | polyklonal Synaptic Systems, 1:200
Gottingen

Sekundarantikorper Klonalitat Hersteller Verdiinnung

donkey antirabbit-IgG Rhodamir(TRITC) DianovaHamburg 1:400

donkey antichickenlgY Cy2 Dianova, Hamburg 1:400

donkey antisheeplgG Rhodamir(TRITC) Dianova, Hamburg 1:400

donkey antimouselgG Rhodamir(TRITC) Dianova, Hamburg 1:400

donkey antimouselgG Cy5 Dianova, Hamburg 1:400

donkeyanti-goatlgG Rhodamir(TRITC) Dianova, Hamburg 1:400

donkey antigoatlgG Cy2 Dianova, Hamburg 1:400
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3.1.6. Puffer und L6sungen

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Chemikalien fir samtliche Puffer und

Losungen in pyigestgelost.

Immunhistochemie:

Fixierlosungfur Perfusion

PBS

Paraformaldehyd

3%

filtrieren undmit HCI bzw. NaOBuf pH 7,4 einstellen

PBS(Phosphate Buffered Saline)uffer, pH 7,4

NaCl 136 mM
KCI 2,7 mM
NaHPQXx 2 HO 10,1 mM
KHPQ 1,8 mM
PBSOtto-Puffer, pH 7,4

KHPQXx 3 HO 10 mM
NaCl 140 mM
KHPG 10 mM
Waschpuffer

PBSOtto-Puffer

BSA 1%
Blockierlosung

PBSOtto-Puffer

BSA 1%

HS 10%
Citrat-Puffer, pH 6,0

Citratmonohydrat 0,32 ¢
Natriumcitratdihydrat 2,06 g

mit HCI bzw. NaOH apH 6,0einstellen, 1h im Wasserbad bei 100°C kochen
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TrisEDTAPuffer, pH 8,5

TRIS 1,29

EDTA 0,37 g

mit HCI bzw. NaOH apH8,5einstellen, 15' im Wasserbad bei 95°C inkubieren

Molekularbiologie:

Agarosegel

TBE

Agarose 1,5%

NaOH fiir gDNA=xtraktion

NaOH ‘ 25 mM

TrisHCI fur gDNAEXtraktion

TrisHCI ‘ 1M, pH 8

10x TBE (TriBoratEDTA) Puffer

Tris Base 0,9M
Borsaure 0,9 M
EDTA 20 mM
DEP&H,0O

DEPC in4® 1/1000 V

schitteln, UN gedffnet unter Bzug stehen lassedann autoklavieren
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IPN- Methode:

modifizierte KrebsHenseleitLdsung

Glucose 8,7 mM
Pyruvat 0,3 mM
L-Lactat 2,0 mM
h-Ketoglutarat 1,0 mM
L-Maleat 1,0 mM
Harnstoff 6,0 mM
BSA 6 g/100 ml
Vasopressin-8ysin 1 mu/100ml
Gewaschen&rythrozyten (Human) 10% Hamatokrit
Ampicillin 3 mg/100 ml
Flucloxacillin 3 mg/100 ml
Physiologische Aminosauren 0,2-2,0 mM

die Losung wurde wahrend der Perfusion fortlaufend gegen eifadiles Volumen derselbe
Ldsung ohne Erythrozyten und BSAydirrt

Elektronenmikroskopie:

EponZusammensetzung

Komp. A: Glycidether 23¢9
Komp. B2-DodecentylbernsteinsdureanhydridDSA 15,40¢
Komp. CMethylnadicanhydrit MINA) 10,20 g
in Becherglas einwiegen und 30' rihren

Komp. D2,4,6;TriDimethylaminomethylphenol (&P 30) 0,779

Komponente D einwiegen und 30' riihren

CacodylatPuffer

Natriumcacodylat 0,AMPpH74
Saccharose 1%
Uranylacetatldsung

Uranylacetat 4%
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3.1.7. Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit Hilfe voMicrosoft Office 20002010 geschrieben. Fir die
Bearbeitung der Serienbilder wurdeAdobe Photoshop 1@nd Imaged (Wayne
Rasband. NIH. USA) verwendet. Die gezeigten Graphen wurdésrapbPad Prism 5
erstellt. Bei der Liteaturrecherche halfPubMedvon NCBI (The National Center for

Biotechnology Informationattp://www.ncbi.nlm.nih.goy). Die Fluoreszenzmikroskopie

erfolgte mit AxioVision Rel.4.5/0n Zeiss. Fir die Aufzeichnung der TEMer wurde
das ProgramniEM-Menu 4.0verwendet. Die 3ERekonstruktion erfolgte mimira 5.3

visualzation software (Visage ImagingSA).

3.2. Methoden

3.2.1. Versuchstiere

Alle Versuchstiere wurden im Einklangt dem "ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research" behand&lif optimale Haltungs
bedingungen fur Nager wurde geachi@emperatur 23°C £ 2°C, relative fedichtig
keit 55% + 5%, Hdllunkelintervall 12h, Futter und Wassat libitum).

Folgende Tierstimme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tierstamm genetischer Hintergrund | Herkunft

C57/BI6 C57/BI6 Charles River, Sulzfeld

129SvJ 129SvJ Charles River, Sulzfeld

Lyst?YJ (Bege) | C57BL/6J Charles River, Sulzfeld

Renld-cre/cre | 129SvJ Eigenzucht aus Reld-Ren/Cre Zur
Verfigung gestellt von Sequeira
Lopez University of Virginia
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3.2.2. Histologe

3.2.2.1. Fixierung des Nierengewebes

Die Nierenvon adulten Mausendie fur immunhistochenische Farbungen bestimmt
waren, wurden durch retrograde arterielle Perfusion mit 3% Paraformaldehyd in PBS
fixiert. Zunachst wurden die Mause mit einer Mischung aus Ketamim@Rg KG i.p.)

und Xylazin (1éng/kg KG i.p.) anasthesiefaraufhin wurde das Abdomen gedffnet
und die Bauchorta freigelegt, welche unterhalb des Abgangs der Arteriae rematis
einer GefalRklammeabgeklemmt wurde, so dass die Durchblutung der Nieren nicht
beeintrachtigt wurde Der Perfusionskatheter wurde distal zur Klemimelie A. renalis
eingefuhrt und ebefalls festgeklammert. Daraufhin wurde die untere Vena cava zum
Zweck des Druckausgleichs gedffnet. Nach Entfernen der oberen GefalRklammer wurde
uber den Perfusionskatheter 1énl isotone NaCGLosung und 10 I.Enl Heparin
perfundiert. Eine erfolgreiche Pleision machte sich durch eine rasche Entfarbung der
Abdominalorgane bemerkbar. Daraufhin erfolgte die Peduosnit 40 ml der frisch
angesetzten 3 %igen Paraformaldehydlésung mit einem konstanten Fluss von
40 ml/3 min. Die perfundierten Nieren wurden daufhin entnommen und bis zur
Paraffineinbettung irv0 % Methanol bei 4°C aufbewahrt odiér die Anfertigung von
Kryoschnitten in Tissu€ekMedium eingebettet und mit flussigem Stickstoff

eingefroren.Die Lagerung erfolgte be80°C.

3.2.2.2. Einbettungn Paraffin
Fur die Paraffineinbettundolgte eine Uberfiihrung des Nierengewebes in Gewebe
Einbettkassetten und eine schrittweise Dehydrierung durch eine Alkoholreihe

aufsteigender Konzentration:

A 2 x30' 706 Methanol (RT)

2 x 30' 80% Methanol (RT)

2 x30' 90% Methanol (RT)

2 x 30' 1006 Methanol (RT)

2 x 30" 100% Isopropanol (RT)

1 x 30' 100% Isopropanol (45°C)

1 x 30’ Isopropanol/Paraffin (1:3emisch(55°C)

D> > > > >
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A 2 x 24h Paraffin (60°C)
A Einbettung in mit 60°C warmen Paraffin gefiillten Silikautschuk

Einbettformenund Ausharten bei RT

3.2.2.3. Arfertigung von Paraffinschnitterund Entparaffinierung

Nach Entfernen der eingebetteten Praparate aus den SHkautschukEinbettformen
wurden diese jeweils mit heiRem Paraffin auf einen Holzblockai@,% 25 cm x 1cm)
aufgeklebt und mit einer Rasierklinge angetrimmiber Block wurde in ein
Rotationsmikrotom eingespannt. Es wurdenub dicke Schnitte angefertigt, die in
einem 40°C warmen Wasserbad gestreckt und auf Superfrost Plus Objekttrager
aufgezogen wrden. Daraufhin wurden die Schnitte bei 40°C im Warmeschrank

getrocknet.Die Schnittewurden anschlieRendurch folgende Schritte entparaffiniert:

A 2x15' 100% Xylol
A 3 x5'100% Isopropanol
A 2 x5'100% Methanol

3.2.2.4. Immunohistochemische Farbung

Als Immunhistochemie wird die Identifikation oder der Nachweis antigener
Komponenten in Gewebeschnitten oder Zellen bezeichdatdiesem Zwecwerden
Antikdrper benutzt, die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Goldpartikeln, Enzymen, oder
Isotopen  gekoppelt sind. Bei der verwendeten indirekten Immun
fluoreszenzmarkierung bindet zuerst ein Primarantikorper spezifisch an das zu
untersuchende Epitopeines Antigensim Gewebeschnitt. Daraufhin erfolgt die
Inkubation mit einem sekundaren Antikdrper, welcher an Fluoroph&opgpelt ist und
spezifisch an denHeil des Primarantikdrpers bindddetektiert wird das Fluorophor

des entstandenen AntigeAntikdrperKomplex aus Primamund Sekundarantikdrper

durch Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlange

Standardprotokoll:

A 3 x 5" waschen der Praparate in PB$o-Puffer
A 30' blockieren mit 10% HS und 26 BSA in PB3tto bei RT (Abschwéchung

unspezifischer Bindungen)

47 -



3. Material und Methoden

A Inkubation des Primarantikérpers (N bei 496 einer Feuchtkammer
(Verdinnung des Primarantikodrpers in HS/1% BSA in PB3tto)

am folgenden Tag: 3 x 5" waschen der Praparate ®6tBSA in PB3tto-Puffer
Inkubation des Sekundarantikorpetsbh bei RT (unter Lichtausschluss)

3 x 5" waschen der Préaparate in PB&o-Puffer (unter Lichtausschluss)

> > > >

eindeckelmnmit Einbettmedium (Dako Fluorescent Mounting Medium).

Je nach verwendetem PriméarantikOrp&onnte das Standardprotokoll (S leicht

modifiziertwerden

A Variante 1Y1): Vor dem Blockieren mit 10 % F®! Inkubation in Citratpuffer
bei 95°C

A Variante 2 Y¥2): Vor dem Blockieren mit 10 % H®' Inkubation in Tri€€DTA
Puffer bei 95°C

A Variante 3 ¥3): Verdiinnung des Primérantikérpers in 10%HS/1%BSA/0,1%
TritonX in PB®tto-Puffer

Primarantikorper Variante
chicken antReninlgG S
mouseanti-Glattmuskelaktin-lgG S

rabbit antrCalnexinlgG S

rabbit anttsSNAR23-1IgG V1
mouse antiSNAR5-IgG S

rabbit anttRAB 3BgG S

sheep antRAB 27AgG V2
rabbit anttVAMP 2igG

rabbit anttVAMP 3IgG

rabbit anttVAMP 5lgG

rabbit anti-VAMP 7gG

rabbit anttVAMP 8lgG

rabbit antrSynaptotagmin 4gG
rabbit antrSynaptotagmin 5/99gG | V1+V3
rabbit antrSynaptotagmin 4gG S
rabbit antrmunc 181gG S

nin nn nln
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Primarantikorper Variante
rabbit anttLAMP 1gG S

rabbit anttCADP2-1gG S

rabbit antiSyntaxin 2gG S

rabbit antiSyntaxin 4gG V1+V3

Nach dem Eindeckeln minbettmediumwurden die Schnitte 30" im Kihlschrank bei

4°C aufbewahrt und konnten dann unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden.

3.2.2.5. Lichtmikroskopie Akquisition und Digitalisierung

Die Akquisition der fluoreszenzgefarbten Schnitterfolgte mit Hilfe eines Axiovert
200M Lichtmikroskops mit motorisierter Objektauflage von Zedss,Digitalisierung

mit einer SchwardVeil3CCBKamera (AxioCam MRm) unerdSoftware Axiovision
Rel.4.5von ZeissFur dieweitere Bearbeitung der Daten waine Konvertierung in 8

Bit notwendig. Um einen Qualitatsverlust zu vermeiden, wurde das Grafikformat TIFF

verwendet.

3.2.3. Isoliert perfundierte NierdIPN

3.2.3.1.Praparation der Nieren

Als Versuchstiere dienten ménnliche 1@ Wochen alte Mause. Diese wurden durch
eine intraperitoneale Injektion miKetamin 80 mg/kgKQ und Xylazir{16 mg/kg KQ
anasthesiert und auf einer Warmeplatte plaziert. Daraufhin wurde Bieichhéhle
durch einen Schnitt geotffnet und die Aorta distal zur rechten renalen Arterie
geklammert, so dass die Perfusion der rechten Niere wéhrend der darauffolgenden
Insertion der Perfusionskanule in die Bauchaorta distal zur Klammer nicht gestort war.
Die Mesenterialarterie wurde ligiert und eine metallene Perfusionskantlenf@80D)
wurde in die Bauchaorta eingefuhrt. Nach Entfernung der Klammer wurde die Kantile
bis zum Ursprung der rechten renalen Artegieschoben und in dieser Position fixiert.
Damufhin wurde die Aorta proximal zur rechten renalen Arterie ligiert und die
Perfusion in situ mit einer anfanglichen Flussrate vaml/nin gestartet, wodurch

eine langer andauernde Ischdmie der rechten Niere vermieden wurde. Schlief3lich
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wurde die Niere sthommen und in einer beheizbaren Feuchtkammer plaziert, wo sie
mit einem konstanten Druck (100 mmHg) perfundiert wurde. Der Perfusionsdruck
wurde im inneren der Perfusionskanifgemessen mit einem potentiometrischen
Schreiberaufgezeichnetind mit einerriickkopplungsgeregelten peristaltischen Pumpe
konstant gehalten. Daraufhin wurde eine Kantle b/ OD Polypropylenkatheter) in
die Nierenvene eingefuhrt und dort befestjgim den venésen Ausfluss abzuleiten und
fur die Messung der Reninaktivitdt zu saelm Das Perfusionsmedium bestand aus
einer modifizierten KrebslenseleitLosungwelche in einem beheizten (37°C) 260
Reservoir bereitgestellt und fortlaufend dialysiert wurde. Das Dialysat wurde ndié 94

0O./6 % CQbegast.

3.2.3.2 Pharmakologischet®nulation der Reninsekretion

Nachdem ein konstanter Perfusionsdruck aufgebaut war, stabilisierte sich die
Druchflussrate des Perfusats normalerweise innerhalb von 15 Mindteschlie3end
wurden dem Dialysat Uber einen bestimmten Zeitraum hinwelgfinierte
Konzentrationen von Isoproterenads,(10, 30nM) und/oder EGTA (3,1 mM) zugefugt,

um die Reninsekretion zu stimulieren.

3.2.3.4. Fixierung des Nierengewebes

Nach Beendigung des Versuchs wurde die Niere zuerst mit PBS gespult und
anschlieBenddrei Minuten mit einer Fixierlosung (2% Glutaraldehyd in PBS)
perfundiert. Daraufhin wurde die Nierenit einer Rasierkling&n zwei Halften geteilt

und bis zur Einbettung fir das Transmissionselektronenmikroskop in der Fixierlésung

bei 4°C aufbewahrt.

3.2.4. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

3.2.4.1.Einbettung und Trimmen

Die Einbettung des Nierengewebes in Epon erfolgte mit Hilfe einer automatischen
Mikrowelle. Zuerst wurde das Gewebe mit einer acetongereinigten Rasierklinge in
einer mit Cacodylatpuéfr gefiillten Petrischale in ca.im?® groRe Bldcke geschnitten.
Daraufhin wurde das Gewebe in den Einbettkdrbchen plaziert, in denen ebenfalls

Cacodylatpuffer vorgelegt wurde. Dann wurde der Mikrowellenlauf gestartet, bei dem
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dasEinbettkdrbchen mitsamt Mrengewebenacheinanderin unterschiedlich befiillte
ReaktionsgefaRe uberfuhrt wurd®ie Uberfiihrung des Gewebes erfolgte nach einer

gewissen Zeitspann@iehe Tabelleautomatisch von einem Gefal3 ins nachste.

Folgendes Standardprotokoll fur die Mikrowelénbettung wurde verwendet:

Zeitspanne(hh:mm:ss) | Maximakemperatur (°C) Reagenz

00:05:00 35 CacodylatPuffer
00:05:00 35 CacodylatPuffer
00:05:00 35 CacodylatPuffer
01:00:00 37 1% OsQin CacodylaPuffer
00:05:00 37 CacodylatPuffer
00:05:00 37 Aqua bidest.

00:05:00 37 Aqua bidest.

00:05:00 37 50% Ethanol

00:05:00 37 70% Ethanol

00:05:00 37 95% Ethanol

00:05:00 37 100% Ethanol

00:05:00 37 100% Aceton

00:05:00 37 100% Aceton

00:15:00 40 Aceton:EporGemisch 1:1
00:20:00 40 Aceton:EporGemisch 1:3
00:20:00 50 Epon

00:20:00 50 Epon

Nach dem Lauf wurden die Praparate in mit Epon beflllte Polymerisationsformchen

umgebettetund in der Mikrowelle gehartet.

Zeitspanne(s) | Maximaltemperatur(°C)
300 63
300 75
900 83
6300 83

Anschlie3end wurden die Praparate aus den Polymerisationsformen gel6st und fir das
Anfertigen von Ultradiinnschnitten vorbereiteind getrimmt Dazu wurden die
Eponbléckchen in Halterungen eingespannt, die sowohl am Trimmgerat als auch am

Ultramikrotom fiert werden konntenDaraufhin wurden die Blockchen entweder mit
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einer Rasierklinge oder unter Verwendung einer Frase angetrimmt. Es wurde darauf
geachtet, die Schnittflache relativ klein zu halten, um beAnfertigen der
Ultradiinnschnitte moglichst viel&chnitte auf einem Grid anordnen zu kdénnen. Fur
den Erhalt von Schnittbandern, wie man sie fir Serienschnitte benétigt, erwies sich

eine trapezformige Schnittfliche als vorteilhaft.

3.2.4.2.Anfertigen von Ultradiinnschnitten

Die Ultradinnschnitte wurden mit einem Ultramikrotom mit Diamantklinge

angefertigt. Vor dem Schneiden wurden die Klingen mit sterilfiltriertem Millipore

Wasser gewassert und ein optimaler Wasserspiegel am Mikrotom eingestelitaDie

70nm dicken Schnitte befanden sich nach dem Sche&organg auf der

2] 3aSNRPOSNFf NOKS dzy R g dZNR Sy YA a23Syly
Kupferslotgrids) abgenommen und auf einen mit Pioloform beschichteten Grid

ubertragen

3.2.4.3.Kontrastieren der Schnitte
Die Grids mit denUltradinnschnitten wurden mit einer 4%igen Uranylacetatlésung

und einer 0,3%-igen Bleicitratlosung kontrastiert.

A 30-50' Inkubation im Dunkeln in% Uranylacetat in PBS
A 4 xwaschen in MilliporéVasser

A max. 1' Inkubation in 0,%iger Bleicitratlésung

A 4 xwaschen irMillipore-Wasser

A Wasser mit Filterpapier moglichst schonend entfernen

Die Aufbewahrung der Ultradiinnschnitte erfolgte in einer Gridbox.

3.2.4.4 Elektronenmikroskopie Akquisition und Digitalisierung

Fur de Akquisitionder elektronenmikroskopischen ufnahmen wurde ein Phillips
CM12 Transmissionselektronenmikroskog einer LaB-Kathodeals Elektronenquelle

und einer Beschleunigungsspannung von 120 keV verwendet. Die Belichtungszeit lag
bei 800 bis 1000 ms. Die Digitalisierung der Aufnaheréolgte mit éner TEM1000
SlowScanCCBEKamera der TVIPHetz GmbH unter Verwendung des Prograntihé

Menu 4.0 Um einen hohen Detailgrad der Aufnahmen bei glegiiig grof3en

Bildausschnitten zu gewahrleisten, wurden Einzelbilder bei hohen Vergréf3erungen
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aufgenommenund diese zu Montagen aus je 2 x 2 bis 5 x 5 Bildern zusammengefugt.
Fur die weitere Bearbeitung der Daten war eine KonvertierungBit Botwendig. Um

Qualitatsverluste zu vermeidemwurde das Grafikformat TIFF verwendet.

3.25. Dreidimensionale Rekonatiktion

3.2.51. Datenaufbereitung mittels ImageJ

Eine Vorraussetzung fur die Portierung der Daten in die Rekonstruktionssoftware
Amira waren Bilder mit konstanten Abmessungen. Da die Lange und Breite von
Montagebildern nicht konstant war, wurden diese zuerst mit Hilfe der Grafiksoftware
Imaged zu einem Bildstapel (Staclonvertiert. Zu diesem Zweck wurden alle
Montagen mit dem Programmedffnet und mit dem Modul "StackbuilderPlugins->
Stacks> Stack BuildgrzusammengefassDieses Modul vergrof3ert kleinere Bilder auf

die Abmessungen des grofRten geladenen Bildes durch Anfiigen von schwarzen
Réandern. Der entstandene Stack besteht auser Abfolge von exakt gleich grof3en
Bildern und wird als sogenannte "Image Sequence" gespeicBere( as-> Image

Sequencg

3.2.52. Rekonstruktion mittels Amira

Die Image Sequence wurde darauftdar weiteren Bearbeitungn die Amira 5.4.1
Visualizaton Software auf einer Graf®/orkstation importiert.Fir die Erstellung eines
3D-Modells war es wichtig eine korrekte Skalierung der Daten im dreidimensionalen
Raum zu gewahrleistenBei unseren elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit
3800facher VergroReng entsprach ein Pixel den Abmessungen i (Lange X) x
5,2nm (Breite Y). Die Schnittdicke betrugm@ (Schnittdicke Z). Diese Werte wurden
ins Programm eingetragen und somit die sogenannte "Bounding Box" definiert, welche
die maximale Abmessung desatBnsatzes in jeder Ebene des dreidimensionalen
Raums beschreibDadurch wird auch der Begriff Pixel im dreidimensionalen Raum
durch den Begriff "Voxel" ersetzt und stellt eine quaderférmige Zelle mit den
Abmessungen 5,2 x 5,2 x iith dar.

Der nachste Schritt war die Alignierung der Einzelbilder des Image Stacks. Da die

Serienschnitte variabel auf den Grids angeordnet waren, mussten die Einzelbilder im
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AmiraProgramm Uber Rotationsind Verschiebungsbewegungen in Deckung gebracht

werden. Angewendet auf alle Schnitte entsteht so eine vollstandig ausgerichtete

Reninzelle.

Als nachstes wurden auf den Bilde@bjekte von Interesse(Zellstrukturen)markiert

und dieseMarkierungen einem definiertem Material zugeordnet, um daraus spéater die

Oberflade fur diese Objekt berechnen zu kénnenkir diese Datensegmentierung

(Labeling) standen verschiedene Tools zur Verfigung:

A
A

Brush:Signale kdnnen im Freihandmodus umfahren werden
Magic Wand: Signale werden durch das Festlegen einer Grauwertschwelle
markiett (wirkt sich nur auf den mit dem ausgewéahlten Voxel verbundenen

Bereich aup

Weitere wichtige Werkzeuge waren:

A

A
A
A

Fill HolesLocher im ausgewéhlten Material werden entfernt

Remove Islandskleine Materialinseln (Artefakte) werden entfernt

Smooth LabelsMaterialrander werden geglattet

Interpolate: ist eine Struktur auf einem fehlerhaften Bild nicht zu erkennen, so
kann diese durch Interpolation der Bildinformation auf den Schnitten vor und
nach dem Fehler berechnet werden

Treshold:Signale werden durch dasdtiegeneiner Grauwertschwelle markiert

(wirkt sich auf einen kompletten Schnitt gus

Samtliche Tools lassen sich sowohl auf alle Schnitte als auch auf einen Einzelschnitt

anwenden. Aus den entstandenen Materialien wurden damn @berflachen der zu

untersuchenden Zellstrukturen berechnet.

Als Grundlage fur diese Berechnung wurden die erstellten Habkdienverwendet.

Aus jedem Material entstand mit Hilfe des Moduls "SurfaceGeddn{pute ->

SurfaceGep eine separateéOberflache, die daraufhin mit dem Modul "Surfatsaw"

raumlich dargestellt wurde. Die 3Modelle konnten danndurch folgende Tools

nachbearbeitet werden:

A
A
A

SurfaceEditor Entfernung Uberflissiger Oberflachen/Artefakte
Simplifier. Reduzierung der Polygonzaldr Oberflachen
ParameterEditor nachtragliche Anderung der Farbe und Skalierung der

Oberflachen
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Zusatzlich konnen die Oberflachen mit dem Modul "SmoothSurfaCetpute ->
SmoothSurfacggeglattet werden.

Das fertige dreidimensionale Modell konnte nurlibbig rotiert und die verschiedenen
Objekte raumlich analysiert werden. Neben der reinen Betrachtung dek8@elle
konnten Strecken und Winkel gemessen und die Volumina Obériachen der

einzelnenZellstrukturenbestimmt werden.

3.2.6. Molekularbiologsche Methoden

3.2.6.1. Genotypisierung
Waéhrend die Beigdause uber die Fellfarbe identifiziert werden konnten, wurdea d
in dieser Arbeit verweneten Renld-Cre/Cre Tiere mittels PCR genotypisierDie

Extraktion erfolgte mit der NaOMethode nach folgedem Protokoll:

A abschneiden von 2nm Mausschwanz, dieser wird in einem T Cup mit
100pl 25mM NaOH versetzt

Inkubation bei 96°C fir-1,5h im Thermocycler

bis zur Auflésung des Schwanzes vortexen ungl I0is HCI (pH 8) zugeben

6 min bei 10000pm zentrifugieren

D> > D>

2 ul des erhaltenen Uberstands (gDNA) werden in die GenotypisiefRG§s

eingesetzt

20 ul PCRReaktionsansatz

1pl sense Primer (1pmol/ul)

1pl antisense Primet (10 pmol/ul)
1l antisense Primer 2 (10 pmol/ul)
2,5l dNTPs (2,5nM)

4ul Puffer (GoTaqg buffer green)
0,3ul GoTaq

8,2 ul dd HO

2 pl gDNA
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Amplifizierungsprotokoll

Zyklen | Temperatur | Dauer | Phase

1 94°C 2min Aktivierung

35 94°C 30s Denaturierung
56°C Imin Annealing
72°C 1min Elongation

1 72°C 2min Elongation

1 4°C K Store

Die PCHAnsatze wurden auf eirnl,5 %-iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA
Fragmente wurden durch horizontale Gelelektrophorese bei 120V der Grol3e nach

aufgetrennt.

3.2.6.2. Bestimmung der Reninaktivitat

Zur Bestimmung der Reninaktivitat deerfusats der IPINVersuche wurde der vendse
Ausfluss jeweils eine Minute lang im Abstand von 3 Minuten gesammelt. Die Proben
wurden 10 Minuten lang bei 150@ zentrifugiert und der Uberstand bis zur
Untersuchung der Reninaktivitat b&0°C gelagert.

Furdie Bestimmung der Reninaktivitat wurden die Perfusatproben bei 37°G b
Plasma von bilateral nephrektomierten ménnlichen Ratten inkubiert, welches als
Reninsubstrat dienteDie Menge an generiertem Angiotensin | (ng % mlh) wurde
durch einen Radimmunassay (Byk & Diasorin) bestimmt. Die Reninsekretionsrate
wurde aus dem Produkt der Reninaktivitait und des vendsen Flusses (ml™xxmin

Oniers) errechnet.
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4.1. Morphologie der Reninspeichervesikel dGZellen einer

Wildtyp-Maus

4.1.1. Untersuchung von unstimulierten Jzellen

Zuerstwurde die Mophologie der Reninspeichervesikel in-délenvon geretisch
unmodifizierten WildtypMausen untersucht. Zu diesem Zweck wurdelie Nieren
nach der IPNr'echnikfreiprapariert, mit PB®ei konstantem Druckiber die A. renalis
gespult und anschlieBengofort durch Perfusionsfixierung mit 2tiger Glutar
aldehydlosung fur die EMRraparation vorbereitet. Es erfolgte zunachst keine
pharmakologische Stimulation der Reninsekretion, damit darpg¥iologie der Vesikel

im Ruhezustand untersucht werden konntéach erfolgterEinbettung in Epoxydharz
wurde eine Schnittserie von bis zu 100 nm dicken Ultradiinnschnitten angefertigt
JGZellen wurden gesuchind bei 3800facher VergroRerungbfotografert. Ausden
entstandenen EMAUfnahmen konnten mithilfe deRekonstruktionsprogramms Arair
3-dimensionale Teilausschni# dieser Zellen erstellt werdenBetrachtet man
exemplarischeinen rekonstruierten Teilausschnitt einemstimuierten JGZelle, dann
fallt auf, dass diegrin dargestelltenReninspeichervesikel neben dem Zellkern den
grofdten Teil des Zellvolumens einnehmen (Abb. 6A). Viele, aber nicht allkelVesi
besitzen eine klassisch kugelférmige, in sich abgeschlossene (Rbim 6B).Einige
Vesikel weiserauf 3-dimensionaler Ebeneine auffallige Morphalgie auf Siesind
nicht kugelférmig sondern erscheinen vielmehr netzwerkartig erweitert wobei
manche Vesikel einander zu umflielRen scheinen, ohne jedoch miteinander in Kontakt
zu treten. Wéahrend einigadieser netzwerkartigen Vesikel eine vollig irregulare Form
besitzen, scheinen andere durch die Fusion mehrerer kugelformiger Vesikel
entstanden zu seilfAbb. 6C)Es konnten keinerlei Anzeichen flr Exozytoseereignisse,
wie zum BeispieKontakt von Vesikelmembran und Zellmembran, Omegastrukturen
oder Austritt von Vesikelmaterial beobachtet werdeAuf TEMAufnahmen von
Ultradunnschnitten, aus denen dasd8nensionale Modell erstellt wurdesind Renin
speichervesikel leicht durch ihre VEdtnismalig hohe meist homogene

Elektronendichte erkennbar (Abb. 7Man kann auch hier Vesikel mit klassischer
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Zellmembran

Zellkern

Reninspeichervesikel

B

e ——1 C e —
1000 nm 1000 nm I ‘ |

Abb. 6: 3-Dimensionale Teilrekonstruktion einer JZelle(Wildtyp, unstimuliert)

Reninspeichervesikel sind grin, dgllkern gelblich und die Zellmembran transparent dargest&llGesamtiibersicht de
Teilausschnitts. Die Reninspeichervesikel liegen in der Zelle dicht aneinander und nehmen einen grof3en
Zytosolvolumens einB: Viele Reninspeichervesikel besitzen eine klassische kugelférmige, in sich abgeschlossefx
Manche Speicherstrukturen weisen eine atypische netzwerkartige Morphologie auf.

runder Form (RV) und netzwerkartigesikel (N) unterscheiden, wobdie netzwerk
artigen Vesikel entweder vollig irregular geformt sinderscheinbadurch Fusion von
mehreren kleinen Vesikeln entstanden si(@bb. 7, Pfeil)Die anderen Vesikel des
untersuchten Ausschnitts liegen zwar ergneinander sind aber durch ihre
Membranen deutlich voneinander abgegren2tich auf den TEMAufnahmen konnten
keinerlei Anzeichen fiireine Fusion oder den Kontakt von Vesikelmembran und

Zellmembrarbeobachtet werden.
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PRty oS P, .

Abb. 7: Transmissionselektronenmikroskopiscteifnahmeeiner JGZelle(3800 X Wildtyp, unstimulierf)
Die Zelle liegt in der Nahe des Lumens der afferenten Arteriole (AA) und enthélt sowohl elektronenoptiscl
reninhaltige Speichervesikel mit klassischer runder Form (RV), als auch irregaténtgeaietzwerkartige Strukturen (I
Teilweise bestehen die netzwerkartigen Strukturen aus miteinander verschmolzenen runden Vesikeln

4.1.2.Untersuchung von stimulierten J&ellen

Im Anschluss an die Rekonstruktion unstimuliertesZé&Ben wurde die Morphologie
der Reninspeichervesikel in -&8llen untersucht, deren Reninsekretionsrate durch
pharmakologische&timulation erhdht wurdeZu diesem Zweck wurde die Niere nach
der IPNTechik freiprapariert und unter konstantem Druck mit einer modifizierten
KrebsHenseleitLosung perfundiert. Nachdem sich die Durchflussrate des Perfusats
stabilisiert hatte, wurden diesem uber bestimmte Zeitraume hinweg stimulierende
Agenzien in definierteKonzentration hinzugefiigt. Verwendet wurdésoproterenol
(ISO)oder Ethylenglycaebis(aminoethyletherN,N,N',N‘tetraessigsaure EGTA)oder
eineKombination dieser beiden Stofflsoproterenol ist ein -AdrenorezeptorAgonist

und fihrt durch Aktivierung des;-Adrenorezeptors zu einem erhdhten cANBpiegel

in den J&ellenund damit zur Stimulation der ReninsekretioBEGTA bindet alonen

und varingert so die extrazellular€&*-Konzentration, wagbenfallszur Stimulation

der Reninsekretion fuhrtGegebenenfalls wurde der vendse Ausfluss der Niere fur die
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Messung der Reninsekretionsrate gesamméhschlielend wurde die Niere eine
Minute mit PBS gespilt und dann sofort durch Perfusion mit eineto@en
Glutaraldehydlésundur die EMPraparation vorbereitet. Es folgte die Einbettung in
Epoxydharz und die Anfertigung von Ultradiinnschnitten, aus denen mit Hilfe von
Amira ein 3dimensionales Modell eines Teils der-26le erstellt wurde.Um
Auswirkungn der Stimulation auf @ Vesikelmorphologie gezielt zuordnen zu kénnen,
wurden zuerst J&ellen rekonstruiert die nur mit Isoproterenol stimuliert wurden.
Anschlie3encerfolgten Rekonstruktionen von mit EGTA stimulierten Zellen. Schlieflich
wurden Zellen rekonstruiert die mit mér Kombination dieser beiden pharma
kologischen Wirkstoffe stimuliert wurdero rekonstruiertemTeilausschnitt konnte

mit Hilfe von Amira das durcbinittliche Vesikelvolumen (irL}, die durchschnittliche
Vesikebberflache (in um) und das Verhélinis vorgesamtem Vesikelvolumen zu
Zytosolvolumen (in %) errechnet werdeie gezeigten Graphen reprasentieren die
Mittelwerte aus den durchschnittlichen Volumina und Oberflachen verschiedener

rekonstruierter Teilausschnitte.

4.1.2.1. Mesang der Reninsekretionsrate unter kontrollierten Bedingungen

Um die Wirkung von Isoproterenol und EGTA auf die Reninsekretionsrate zu
beobachten, wurde der venodse Ausfluss der fir eine Dauer von 12 Minuten
stimulierten Niere alle drei Minuten fir jeweilsire Minute gesammelt und die
Reninkonzentration mittels RIA vermessen. Unter Beriicksichtigung des vendsen
Flusses konnte daraus die Reninsekretionsrate in Abhangigkeit der Stimulationsdauer
berechnet werdenVerglichen mit dem unstimulierten Kontrollzusthmerdoppelt sich

die Reninsekretionsrate wahrend der sechsminitigen Stimulation mit Isoproterenol.
Wahrend der darauffolgenden sechsminitigen Stimulation mit Isoproterenol und
EGTA kommt es zu einer sehr starken Stimulation der Reninsekretion. Die

Reninséretionsrate steigt um mehr als das-2iche (Abb8).
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Abb. 8: IPNProtokoll von Wildtyp-Nieren (n=3)

Nach einer Stabilisierungsdauer von 15 Minuten wurden Proben zur Bestimmung der
Reninsekretionsrate entnommen (Kontrdichnitt C). Nach Beendigung des Kontrollabsct
(Zeitpunkt 1) erfolgte die Stimulation durch Hinzufligen vomiDIsoproterenol zum Perfusi
was zu einer ca.-fachen Erhohung der Reninsekretionsrate fihrte. Sechs Minuten nach |
der Stimulationspase (Zeitpunkt 2) wurde die extrazellulare Calciumkonzentration i
Hinzufiigen von 3,InM EGTA ins Perfusat verringert, was verglichen mit dem Basalwn

einer ca. 26fachen Erh6hung der Reninsekretionsphase fiihrte. Ungefahr sechs Minute
dem Hirzufiigen von EGTA (Zeitpunkt 3) wurde die Niere fixiert

4.1.22. Stimulationmit Isoproterenol

Zuerst wurde JGZellen rekonstruiert, deren Reninsekretion durctireiminttige
Zugabe von 1@M Isoproterenol ins Perfusatimuliert wurde.Es wurde festgestellt,
dass sich die Morphologie der Reninspeichervesikel auf dieser Stimulationsstufe nicht
von der der unstimulierten Wildtypzeleunterscheidet (Abb9A). Es existieren sowohl
kugeformige als auchetzwerkartige Vesikel. Wie in deunstimulierten J&ellen
scheinen einige der netzwerkartigen Vesikel durch die Fusion mehrerer kleiner Vesikel
entstanden zu seifAbb.9B), wahrend andere eine irregulare Form besitzAnch auf
2-dimensionaler Ebene unterscheidet sich die Struktur derimResikel der stim
ulierten J&Zellen nicht von der unstimulierteZellen (Abb. 10). Desweiteren konnten

wie bei unstimulierten J&ellen keinedei Anzeichen fiir einen Exozytosevorgang
gefunden werdenZusatzlich dazu konnte aus den rekonstruierten Teilausschnitten

mittels Amiradurchschnittliche Werte fur Vesikelvolumina ugaberflachenund das
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Abb.9: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle(Wildtyp, 3 min stimuliert mit Iso)

Reninspeichervesikel sind grin, der Zellkegelblich und die Zellmembran transparent dargestellA:
Gesamtubersicht des Teilausschnitts. Die Morphologie der Reninspeichervesikel unterscheidet sich nicht ¢
von der einer unstimulierten J&elle. B: Einige Vesikel weisen eine klassische kugelartige Form auf, einic
netzwerkartig erweitert und scheinen teilweise durch Fusion mehrerer kleiner Vesikel entstanden z

Abb. 10: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahremer JGZelle (3800 X Wildtyp, 3 min stimuliert mi
Iso)

Derart stimulierte Zellen unterscheiden sich hinsichtlich der Vesikelmorphologie nicht signifikant vol
unstimulierten WildtypZelle. Sie eifialten sowohl elektronenoptisch dichte, reninhaltige Speichervesike
klassischer runder Form (RV), als auch irregulér geformte netzwerkartige Strukturen (N). Teilweise bes

netzwerkartigen Strukturen aus miteinander verschmolzenen runden MagiRéeil).
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Verhaltnis vongesamtemVesikelvolumerezu Zytosolvolumerberechnet werdenDie
unstimulierten WildtypJGZellenund die stimulierte Wildtyp-JGZellen unterscheiden

sich hier nicht signifikant (Abb.11l Die durchschnittlicheVesikeloberflache der
unstimulierten J&ellen betragt 5,21 + 0,39 |findie der stimulierten Zellen 4,65 +
0,31 pnt. Das durchschnittliche Vesikelvolumen der unstimulierten Zellen betragt 0,63
+ 0,05 fL, das der stimulierten Zellen 0,53 + 0.005 fL. DdsiN&s von gesamtem
Vesikelvolumen zu Zytosolvolumen bei unstimulierten Zellen betragt 35,65 + 3,15 %

und bei stimulierten Zellen 35,45 + 3,45 %.
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Abb. 11: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert urBimin stimuiert mit Iso)

Verglichen werden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvolum
des Verhéltnisses von Gesamtvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulier@ell@® (n=2) mit den Mittelwerten von 1
eine Dauer von drei Minuten mit 1@M Isoproterenol stimulierten J&elle (n=2). Die Mittelwerte der stimulierten Zel
unterscheiden sich bei dieser Stimulationsstufe nicht signifikant von denen der unstimulierten Zellen.

4.1.23. Stimulation mit EGTA

Daraufhin wurden JQellen durch sechsminitige Zugabe von 31M EGTA ins
Perfusat stimuliert unceine repréasentative Zelleekonstruiert. Die Morphologie der
Reninvesikel des rekonstruierten Teilausschnitts entspricht auf den ersten Blick der der
unstimulierten Zelle, jedoch ist die Verteilung von kugelférmigen und netzwerkartigen
Vesikel verdndert. Der Vernetzungsgriatl in einer mit EGTA stimulierten JZxlle
deutlich erhoht, es existieren mehr netzwerkartige als kugelférmige Vesikel, wahrend
in einer unstimulierten Zelle eine grofiere Anzahl von kugelférmigen Vesikeln
vorhanden ist (Abb12A, B). Dariiber hinaus konnten ersiafs Kontakte von Vesikel

und Zelnembran beobachtet werden, die auf Exozytoseereignisse hindeuten. Sowohl

kugelférmige als auch netzwerkartige Vesikel standen mit der Zellmembran in Kontakt
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Abb.12: 3-Dimensionale Rekonstruktio einer JGZelle (Wildtyp, 6min stimuliert mit EGTA)
Reninspeichervesikel sind grin und die Zellmembran transparent dargestellt. Im rekonstruierten Teilausschnitt
Zellkern vorhandenA: Gesamtiibersicht des Teilausschnitts. Die Morphologie demBgeichervesikel entspricht auf d

ersten Blick der der unstimulierten Zelle, es liegt jedoch ein hdherer VernetzungsgraB:\per Anteil an irreguli
geformten, netzwerkartigen Vesikeln ist deutlich erhdht.
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Abb. 13: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer Jzelle (Wildtyp,6 min stimuliert mit E5TA)
Reninspeichervesikel sirgtin, und die Zellmembran beigtargestellt. Man erkennt mehre

Kontakte von Vesikelund Zellmembran. Diese Kontakte traten sowohl bei kugelférmige
auch bei netzwerkartigen Vesikeln auf.

(Abb. B). Betrachtet man eia TEMAufnahme eines Ultradiinnschnittseiner mit
EGTA stimulierten JZelle, so fallt auch hier eine hohere Vernetzung der
Reninspeicharesikel auf (Abb.4). Ein Kontakt von Vesikelmembran und Zellmembran

ist exemplarisch gekennzeichnet (Abb4, 1Pfeil). Es konnte kein Austritt von Vesikel
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material ins Interstitium beobachtet werden. Die fir diesen Teilausschnitt berechneten
Werte fur durchschnittliches Vesikelvolumen, durchschnittliche Vesikeloberflache und
Verhaltnis von gesamtem Vesikelvolumen zu Zytosolvolumen unterscheiden sich
deutlich van jeweiligen Durchschnittswertler unstimulierten Zelle. Dajedoch, im
Gegensatz zu den unstimulierten Wertefiir diese Berechnung nur eine einzige
Teilrekonstruktionzur Verfiigungstand, konnen nur tendenzielle Asagen getroffen

werden. Volumen und Oberflacheder Reninspeichervesikeler fir eine Daueron

Abb. 14: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einerZiHe (3800 X, Wildtys min stimuliert mitEGTA)
Die Zelle liegt in derNahe des Lumens der affetiem Arteriole (AA) und enthélt sowohl elektronenoptisch dic
reninhaltige Speichervesikel mit klassischer runder Form (RV), als auch irregular geformte netzwerkartige Struktur
Vergleich zur unstimulierten JZ&lle fallt eine erhdhte Anzahl vonetzwerkartigen Vesikeln auf. Ein Kontakt
Vesikelmembran zu Zellmembran ist exemplarisch gekennzeichnet (Pfeil).

sechs Minuten mitEGTA stimulierten JZelle sind bei dieser -@imensionalen
Rekonstruktionerhoht, wahrend das Verhéltnis vogesamtemVesikelvolumen zu
Zytosolvolumenabnimmt (Abb. 5). Das durchschnittliche Vesikelvolumen der mit
EGTA stimulierten Zelle ist mit 1,34 fL mehr als doppelt so gro3 wie das der
unstimulierten Zellen ;63 £ 0,05 fL). Die durchschnittliche Vesikeloberflache der
stimulierten Zelle ist mit 13,21 pfebenfalls mehr als doppelt so groR ist wie die der
unstimulierten Zelle (5,2 0,39 unf). Im Gegensatz dazu ist das Verhaltnis von
Gesamtvesikelvolumen zu Zytosdlvmen bei der stimulierten Zelle mit 10,2%

gegenuber der unstimulierten Zelle (35,63,15 %) um den Faktor 3 kleiner.
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Abb. 15: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert ur@min stimuliert mit EGTA
Verglichenwerden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvolume
des Verhéaltnisses von Gesamtvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulier@ellé@ (n=2) mit den Werten einer fiir e
Dauer von sechs Minuten mi,1 mM EGTA stimulierten d&&lle (n=1). Bei der stimulierten Zelle ist tendienziell
Erhéhung von durchschnittichem Volumen und Oberflaiche zu beobachten, wéahrend das Verhaltr
Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen bei der stimulierten Zsligzrert ist.

4.1.24. Stimulationmit Isoproterenol und EGTA

Zehminutige Stimulationder Reninsekretion:

Der néchste Schritt stellte die Untersuchung eineiZée dar, deren Reninsekretion
starker stimuliert wurde.Die Stimulation erfolgtedurch zehnminttigekombinierte
Zugabe von 10nM Isoproterenolund 3,1 mM EGTAIns Perfusat Es wurden
Teilausschnitte vorewei reprasentative Zellen rekonstruiert.Bei Betrachtung de
rekonstruierten Te#dusschnite sind keine Unterschiede bezuglich der allgsnen
Morphologie der Reninggchervesikel erkennbar (Abb6A). Nach wie vor existieren
sowohl vereinzelte kugelformige Vesikel als aneftzwerkartige Vesikel (Abb.6B).

Der Anteil an netzwerkartigen Vesikeln schemwie schon bei der nur mit EGTA
stimulierten Zelle verglichen mit unstimulierten Wildtypzeheleicht erhdht zu sein.
Auffallig sind einige Vesikel, die eine geringere Elektronendichte als normale
Reninspeichervesikel aufweisemiese in der gezeigten 3-dimensionalen Reken
struktion hellgriin dargestellte Vesikel sindstets kugelférmig und stehen nicht mit
anderen, elektronendichten Vesikeln oder d&llmembran in Kontakt (Abb7A). Im
gezeigten Teilausschnitt der J&elle wurden vier Kontakte von Vedikeund
Zellmembran beobachtet. Der Kontakt erfolgte stehts bei elektronendichten Vesikeln,

nicht bei Vesikeln mit gergerer Elektronendichte (Abb.7B). Der Austritt von
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Vesikelmaterial in den Interzellularraukonnte nicht beobahtet werden. Betrachtet
man eine TEMAufnahmeeinesUltradiinnschnittes der stimulierten JGZelle, sind die

Vesikelmit geringer Elektronendichte klar erkennbar. ItiEkektronendichteentspricht

Zellkern

\Zellmembran

Abb. 16: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZ&lle (Wildtyp,10 min stimuliert mit Iso + EGTA
Reninspeichervesikel sind griin, der Zellkgetblichund die Zellmembran transparent dargestefit. Gesamtubersicht d
Teilausschnitts. Bei zehnminutiger Stintida unterscheidet sich die allgemeine Morphologie der Reninspeicherv
nicht von der der unstimulierten JZelle. B: Es existieren sowohl kugelférmige als auch netzwerkartige Vesikel, wc
Anteil von netzwerkartigen Vesikeln verglichen mit destimulierten J&elle erhdht zu sein scheint.

Reninspeichervesikel

in etwa der des Zytosols, sie sind jedoch von diekEndurch eine Veikelmembran
abgegrenzt (Abb. 8A). Kontakte von Vesikelind Zellmembran konnten sowohl bei
kugelféormigen als auch bei netzwerkartig&fesikeln, nicht aber bei Vesikeln mit
geringer Elektronendichtebeobachtet werden (Abb. 8B, Pfeil). Auch bei den
Rekonstruktionen der fiir zehn Minuten stimulierten-4€llen wurdenjeweils die
durchschnittliche Vesikeloberflache, das durchschnittlicheikédslumen und das
Verhéltnis von Vesikelvolumen zu Zytosol berechnet. Sowohl Vesikelvolumen lals auc
Vesikeloberflache sind bei déirr zehn Minuten mit 1M Isoproterenol und 3,1 mM
EGTA stimulierten JZellen im Vergleich zuunstimulierten J&ellen signifikant
vergroRert(Abb. B). Das durchschnittliche Vesikelvolumen der stimulierten Zellen ist

mit 1.08+ 0,07 fL fast doppelt so grof3 wie das der unstimulierten Z€be63 + 0,05
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fL). Die durchschnittliche Vesikeloberflache der stimulierten Zeé#temit 8,83+ 0,01

um?, verglichenmit dem Wert der unstimulierten Zellen (5,2 0,39 unf), um mehr

A

1500 nm

Reninspeichervesikel
(teilweise entleert)

Zellkern

Exozytosen

Abb. 17: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle (Wildtyp,10 min stimuliert mit Iso + EGTA

A: Der Zellkern isgelblichund die Zellmembran transparent dargesteNMan kann kugelférmige, in hellgriin dargestellte Ve:
mit geringer Elektronendichte beobachten die jedoch weder mit der Zellmembran noch mit anderen Vesikeln normal
(ausgeblendet) in Kontakttehen. B: Die Transparenz der Zellmembran wurde reduziert. An vier Stellen konnten K
zwischen Vesikelnd Zellmembran beobachtet werden. Diese fanden sowohl bei kugelférmigen und netzwerkartigen \
nicht aber bei Vesikeln mit geringer Eleltendichte statt.
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als ein Drittel vergro3ert. Keine signifikante Abweichung liefert der Wert fur das
Verhéltnis von Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen der stimulierten Zelle (42,45

4,45 %) gegenuber der unstimulierten Zelle (3%&515 %).

Abb. 18: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen einerZile (3800 X, WildtyplO min stimuliert mit Iso -
EGTA

Die Zelle enthalt sowohl elektronenoptisch dichte, reninhaltige Speichervesikel mit klassischer runder Form (RV,
irreguléar geformte netzwerkartige Strukturen (N), zusétzlich dazu ist der Zellkern (ZK) erkeénrfaffallig sind mehrer
Vesikelmit geringer Elektronendichte (low density vesice&DV).B: Im Gegensatz zur unstimulierten-Z8lle konnte
mehrere Kontakte von Vesikelund Zellmembran beobachtet werden (Pfeil). Diese Kontakte fanden sowo
netzwerkartigen als auch bei kugelfdigan Vesikeln statt.
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Abb. 19: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert urid min stimuliert mit Iso + EGTA
Verglichen werden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittNskelvolumens ur
des Verhéltnisses von Gesamtvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulierell@® (n=2) mit den Mittelwerten von 1
eine Dauer von zehn Minuten mit 1M Isoproterenol und 3,ImM EGTA stimulierten J&ellen (n=2). Sowohl ¢
durchschittliche Vesikeloberflache als auch das durchschnittliche Vesikelvolumen der stimuliedZalld® sind ir
Vergleich zu unstimulierten Zellen signifikant vergroRert (*=signifikant, p<0,05). Beim Verhéltnis von Gesampu
Zytosolvolumen konnte keingignifikante Abweichung festgestellt werden.

Zwoliminitige Stimulatiorder Reninsekretion

Daraufhin wurdenJGZellen untersucht, die fir eine Dauer von 12 Minuten stimuliert
wurden. Die Stimulation erfolgte fur eine Dauer veachs Minuten durcZugabevon

10 nM Isoproterenol und sofort anschlieRend fir eine Dauer wegiteren sechs
Minuten durch Zugabe von 10M Isoproterenol und 3,InM EGTA ins Perfusdts
wurde ein Teilausschnitt eineeprasentativenlGZelle rekonstruiertDie Morphologie

der Reninspeichervesiketler JGZelle weist auf den ersten Blick nur wenige
Besonderheiten auf. Die Respeichervesikel liegen im Zellinneren sehr dicht
aneinander. Desweiteren konnten nur wenige kugelférmige Vesikel gefunden werden,
der Grof3teil der Renimsikel ist netzwerkartig erweitert (Abl20). Bei genauerer
Untersuchungdes 3dimensionalen Teilausschnitts wingdoch deitlich, dass das
Renin in dieser Jzellenicht in vielen separaten netzwerkartigen Vesikel gespeichert
wird, sonderndassdiese Vetkel stattdessen oftmals miteinander in Kontakt stehen.
Sie bilden einige wenige, jeweils einen grol3en Teil des Zellvolumens einnehmende
Speichernetzwerke (AbBl). Diese Speichernetzwerke ziehen sich vom Rand der Zelle
bis in weite Bereiche des Zellimea. Der Vernetzungsgrad déiir eine Dauer von 12
Minuten dimulierten JGZelle ist sowohl im Vergleich zu unstimuliertenZEHen als

auch im Vergleich zu zehnminatiginsulierten JGZellen deutlich erhéht. Inrekon
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Abb. 20: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle (Wildtyp,12 min stimuliert, davon 6 min Iso und 6 min Iso + EG
Reninvesikel sind grin, der Zellkern gelblich und die Zellmembran transparent dargestellt. Die Reninvesikel liegen
dichtaneinander. Es existieren nur noch wenige kugelférmige Vesikel, ein GroRteil besitzt eine netzwerkartige Forn

struierten Teil der J&Zellekonnten mehrere Exozytoseereignisse beobachtet werden.
Es wurden sowohl Kontakte von kleineren Vesikeln als auch grol3eren
Speichernetzwerken mit der Zellmembran beobachtet. Teilweise kam es zu mehreren
Kontakten zwischen der Vesikelmembran eines Speichernetzwerks und der Zell
membran (Abb. 2). Betrachtet man die-@dimensionalen Ultradiinnschnitte dieser-JG
Zellen so ist der hohe Vernetzungsgrad der Reninvesikel nicht auf den ersten Blick
erkennbar, da auch rund und abgeschlossen wirkende Vesiiehi@nsional mit einem
Speichernetzwerk (Abb.32 SN) verbunden sein kénnen. Es existieren nur wenige
wirklich kugelfémige Vesikel (Abb.3 *). Wie bereits erwahnt konnten mehrere
Exozytoseereignisse beobachtet werden, die auch auf den Ultradinnschnitten
erkennbar waren. Es wurden mehrere Kontakte zwischen der Vesikelmembran von
Speichernetzwerken mit der ZellmembrarbpA 23A, B, C) beobachtet, wobei in einem
Fall mdglicherweise Vesikelinhalt austritt (AbBC2. Auch eigie kugelférmige Vesikel
standen mit der Zellmembranin Kontakt (Abb.23D). Bei der Auswertung der

durchschnittlichen Vesikeloberflache und deschschnittlichen Vesikelvolumens
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Abb. 21: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle (Wildtyp, 12 min stimuliert, davon 6 min Iso ur
6 min Iso + EGTA

Der Zellkern ist gelblich und die Zellmembran transparent dargestellt. Im rekonstruierten Teilau
befinden sich vier groRe Speichernetzwerke, die farblich voneinander abgegrenzt sind (violett, gelb, b
Diese Netzwerke nehmen einen Grof3tksk Zellvolumens ein.

—
2000 nm

Zellmembran

Exozytosen

Abb. 22: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle (Wildtyp,12 min stimuliert, davon 6 min Iso ur
6 min Iso + EGTA

Reninvesikel sind grin, der Zellkern gelblich und die Zellmembran beige dargestellt. Es sind
Exozytoseereignisse zu beobachten. Kontakte zwischen \esikel Zellmembran traten sowohl
kugelférmigen Vesikeln als auch bei grof3en Speichernetener&uf. Teilweise berihrten sich ¢
Vesikelmembran eines Speichernetzwerkesder Zellmembran an mehreren Kontaktstellen.
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Abb. 23: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen einerZEHe (3800 X, Wildtypl2 min stimuiert, davon 6min Isi
und 6 min Iso + EGJA

(SN = Vesikel erscheinen separiert, sind jedodim®nsional betrachtet Teil eines grolRen Speichernetzwerkes; * = Vesik
klassisch kugelférmig und nicht Teil eines Speichernetzwerks; ZK = ZelkeBnEs sind mehrere Kontakte von Vesikahd

Zellmembran zu erkennen (Pfei): Kontakt eines Vesikels mit der Zellmembran und méglicher Austritt des Vesikelinhalts
D: Nicht nur netzwerkartige sondern auch kugelférmige Vesikel treten mit der &elbran in Kontakt (Pfeil).
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Abb. 24: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliet0Q min stimuliert, 12 min stimuliert
Verglichen werden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache ddeshschnittlichen Vesikelvolumens t
des Verhaltnisses von Gesamtvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulief2ellé® (n=2) und von fiir eine Dauer
zehn Minuten mit 1M Isoproterenol und 3,ImM EGTA stimulierten JZellen (n=2) mit dem Mittelwerte der fur ein
Dauer von 12 Minuten stimulierten Zelle (n=1). Sowohl die durchschnittiche Vesikeloberflache als a
durchschnittliche Vesikelvolumen der fiir 12 Minuten stimulierterZé@e sind tendenziell im Vergleich zu unstimulie
und zehn Mhuten stimulierten Zellen vergréert. Beim Verhaltnis von GesamtvegikeZytosolvolumen konnte kei
Abweichung festgestellt werdeff=signifikant,p<0,05)
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erkennt man bei deffir eine Dauer von 12 Minutestimulierten J&elle mehrere
Abweichungen(Abb. 2). Da auch hier nur ein Teilausschnitt einer fir 12 Minuten
stimulierten Zelle rekonstruiert wurde, sind die im Graph dargestellten Abweichungen
als Tendenz zu versteheBie durchschnittliche Vesikeloberflache dawolfminitig
stimulierten Zelle ist mit 18,15 um gegeniiber der Vesikeloberflache der
unstimulierten Zella (5,21 + 0,39 pnf) mehr als verdreifacht, und gegentiber der
Vesikeloberflache dezehnminiitig stimulierten Zella (8,83 + 0,01 unf) mehr als
verdoppelt. Analog ist das udchschnittliche Vesikelvolumen derwdlfmindtig
stimulierten Zelle mit 1,9 fL gegeniber dem Vesikelvolumen der unstimuliertemZelle
(0,63 £ 0,05 fL) mehr als verdreifacht und gegeniber dem Vesikelvolumen der
zehnminutig stimulierten Zelke(1.08 = 0,07 L) fast verdoppelt. Das Verhaltnis von
Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumag bei der zwolfmindtig stimulierten Zelle
bei 34,5% und zeigte, verglichen mit den Werten von unstimulierter Bgl85,65+

3,15 %) und zehnminutig stimulierter Za&ll@l2,45+ 4,45 %Xxeine grol3e Abweichung.

Fiinfzehminitige Stimulationder Reninsekretion:

SchlieZlichwurden sehr stark stimulierte JZellen analysiert.Die Stimulation erfolgte
durch 15-minutige Zugabe von 10M Isoproterenol und 3,IMM EGTA ins Perfusds
wurden Teilausschnitte von zwei reprasentativen Zellen rekonstruBstrachtet man

die 3dimensionale Rekonstruktioen sehr stark stimulierte JGZellen, so fallt auf,

dass nur noch verhaltnismalig wenige normaie der gezeigten Rekonstruktion
dunkelgriin dargestellteelektronendichte Reninspeichervesikel in der Zelle vorhanden
sind. Darlber hinaus existieren einige wenige, oben bereits beschriebene Vesikel mit
verminderter Elektronendichte. Den Grof3teil des Zellvolumens nimmt jedoch ein nicht
elekronendichtes, zusammenhangendes Netzwerk ein, das anscheinend aus teilweise
entleerten, miteinander fusionierten Vesikeln bestelind in der gezeigten 3-
dimensionalen Rekonstruktion hellgriin dargestellt Bieses Netzwerk steht nicht mit
Vesikeln normar oder verminderter Elektronendichte in Kakt (Abb. BA, B.
Desweiteren konnten in den rekonstruierten Teilausschnitten deiZdgn keine
Hinweise auf Exozytoseereignisse beobachtet werden. Weder die Reninspeichervesikel

mit normaler und verminderter Elektronendichte, noch disletzwerk stehenmit der
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Abb. 25: 3-Dimensionale Rekonstruktion einer JZelle (Wildtyp,15 min stimuliert mit Iso + EGJA

A: Elektronendichte Reninspeichervesikel sind griin, das nicht elektronendichte Netzwerk ist hellgriin, der Zellke
und die Zellmembran transparent dargestellt. Das Netzwerk besteht anscheinend aus miteinander fusi
Einzelvesikeln und nimmt eine@rofiteil des Zellvolumens ein und steht weder mit der Zellmembran noch m
elektronendichten Reninspeichervesikeln in Kont&ktDie Zellmembran ist ausgeblendetd das Netzwerk transpare

dargestellt. Man kann erkennewass nur noch verhaltnisméaB wenige elektronendichte Reninspeichervesikel in de
Zelle existieren.

Zellmembran in Kontakt. Aucuf einer EMAufnahmeeines Ultradiinnschnittsler

15 Minuten stimulierten J&ellen ist das kaum elektronendhite Netzwerk erkennbar

(Abb. &). Zusatzlich dazu erkennt man Vesikel mit geringer und normaler

Elektronendichte. In einigen Fallen scheinen Vesikel mit geringer und normaler

Elektronendichtezu verschmelzenworaus Strukturen mit unregelmafig verteilter
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Abb. 26: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einerZi&lle (3800 X, Wildtyp, 1Bin stimuliert mit Iso -
EGTA)

Die Zelle enthalt elektronenoptisch dichte, reninhaltige Speichervesikel mit klassischer runder Form (RV). Zusatzfi
der Zellkern (K) erkennbar. Aufféllig sind mehrere Vesikel mit geringer Elektronendichte (low density vedi€l®3 un
ein grof3es, nicht elektronendichtes Speichernetzwerk (S), welches aus einer gro3en Zahl von zusammenhangend
zu bestehen scheint. Diesesti®werk steht nicht mit Vesikeln normaler oder verminderter Elektronendichte in Kontak
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Abb. 27: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert0 min stimuliert, 12 min stimuliert, 15 mi

stimuliert)

Verglichen werden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvolurr
des Verhéltnisses von Gesamtvolemmzu Zytosolvolumen von unstimulierten-2€llen (n=2), von fir eine Dauer von z
Minuten mit 10nM Isoproterenol und 3, .MM EGTA stimulierten 3Z&llen (n=2) und der fir eine Dauer von 12 Mini
(6min Iso, 6min Iso+EGTA) stimulierten Zelle (n=1) enitMittelwerten der fur eine Dauer von 15 Minuten stimulier
Zellen (n=2) Die Durchschnittliche Vesikeloberfliche und das durchschnittliche Vesikelvolumen verdoppeln
funfzehnninutiger Stimulation verglichen mizehnminitiger Stimulationund sind verglichen mit den Werten d
unstimulierten Zelle mehr als dreimal so grolendenziell ist die durchschnittliche Vesikeloberflache #&rMinuter
stimulierten Zelle mit dem Wert der 12 Minuten stimulierten Zelleergleichbawahrend das durchschnittlick
Vesikelvolumen vergroReist. Es konnten bei den verschiedenen Stimulationsstufen keine Unterschiede in Bezug
Verhéltnis von Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen festgestellt werden (*=signifikant, p<0,05).
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Elektonendichte resultieren (Abb. 2@°feil). Die Berechnung der Vesuolumina und
coberflachen der fur eine Dauer vdrb Minuten stimulierten J&ellen ergaten eine
signifikante Vergrof3erung dieser Werte, sowohl im Vergleich zu unstimulierten JG
Zellen als auch zu Zelte welche fur zehn minuten stimuliert wurdgAbb. Z). So ist

die durchschnittliche Vesikeloberflacheit 17,09+ 1,69 unf im Vergleich zur der der
unstimulierten Zella (5,21 + 0,39 pnf) mehr als verdreifachtim Vergleich zu der
Vesikeloberflacheder zehnminiitig stimulierten Zella (8,83 + 0,01 unf) mehr als
verdoppelt und vergleichbar mit der Vesikeloberflache der zwdtiitig stimulierten
Zelle (8,15 unf). Das durchschnittliche Vesikelvolumender fiinfzehnminitig
stimulierten Zellen istmit 2,51 + 0,29 fL im Vergleich zu dem Vesikelvolumen der
unstimulierten Zella (0,63 £ 0,05 fL)mehr als vervierfacht, im Vergleich zu dem
Vesikelvolumen der zehnminltig stimulierten Zellen (1.880,07 fL) mehr als
verdoppeltund verglichen mit dem Vesikelvolumen der zwolfminutig stimulierten Zelle
(1,9 fL) fast um ein Drittel vergrolRerBeim Verliltnis von Gesamtesikel zu
Zytosolvolumender flinfzehnmindtig stimulierten Zelle (36,36 5,55 %) konnte,
verglichen mit den Werten der anderenStimulationsstufen keine signifikante

Abweichung kobachtet werden

4.2. Morpholggie der Reninspeichervesikal JGZellen einer

BeigeMaus

Wie bereits erwahnt, deuten viele Studien daraufhin, dass diZellen der Niere
Renin in sogenannten sekretorischen Lysosomen speichern. Es wurden bereits
mehrere lysosomenspezifische Proteasen in den Reninvesikeln nackgawiad es
existieren mehrere Studien sowohl Uber abnormal vergrof3erte Lysosomen in
Melanozyten und hamatopoietischen Zellen als auch Uber morphologisch veranderte
Reninspeichervesikel in &allen der BeigeQ57BL/63LysP®/J) Maus. Bei diesem
Knockoutist das LY SFrotein (lysosomal trafficking protein) deletiert, welches an der
korrekten Ausbildung von Lysosomen beteiligt igtus diesem Grundwar es
naheliegenddie Vesikelmorphologie von H&llen der Beigdlaus in unstimuliertem

und stimuliertem Zgtand anhandvom 3-dimensionalen Teilrekonstrukti@m zu
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untersuchen. Wie schon bei WildtydMausen konnte pro rekonstruiertem
Teilausschnitt mit Hilfe von Amira das durchschnittliche Vesikelvolumen (in nL), die
durchschnittliche Vesikeberflache (in pr) und das Verhaltnis von gesamtem

Vesikelvolumen zu Zytosolvolumen (in %) errechnet werden.

4.2.1. Untersuchung von unstimulierten JZelleneiner BeigeMaus

Die Nieren wurden wie schon bei den Wildtyyausen nach der IPNrechnik
freiprapariert, mit PBSbei konstantem Druck uber die A. renalgespilt und
anschlielBendgofort durch Perfusionsfixierung mit%-iger Glutaraldehydlésung fir die
EM-Praparation vorbereitetEs erfolgte zunachst keine pharmakologische Stimulation
der Reninsekretion, damit die Monplogie der Vesikel im Ruhezustand untersucht
werden konnte Nach erfolgter EMPraparaiton wurde eine Schnittserie von bis zu 100
70 nm dicken Ultradiinnschnitten angefertigEine J&elle wurdegesuchtund bei
3800facher VergroRerung abfotografiertAus den entstandenen EMAufnahmen
konnte mithilfe des Rekonstruktionsprogramms Amair ein 3-dimensionale
Teilausschniteiner reprasentativerZelleerstellt werden.Betrachtet man die gesamte
Teirekonstruktion der unstimulierten J&elle der Beig#aus,werden im Vergleich zu
unstimulierten WildtypZellen singifikante Unterschiede in der Vesikelmorphologie
deutlich. Wahrend in dea Wildtyp-Zellen neben den netzwerkartigen Vesikeln
vermehrt kugelformige Vesikel existieresind diese in der J&elle der Bgie-Maus nur
noch vereinzelt vorhande(Abb. BA). Es existieren nur sehr wenigdyer sehr grol3e
Speichervesikel. Diese sind weniger netzwerkartig, als vielmehr unregelmaflig geformt
mit falten- oder blaschenartigerEinschlissen unéinsttlpungen (Abl28B). Darlber
hinaus existieren auch grof3e flache fladenartige Vesikel ohne Einstilpungen (Abb.
28C). Am rekonstruierten Teilausschnitt konnten keine Exozytoseereignisse
beobachtet werden. Auch auf der EMifnahme eines Ultradiinnschnitts der-26lle

wird die veranderte Vesikelmorphologie deutlicBas Zellvolumen ist grof3tegils mit
elektronenoptisch dichten und sehr grof3en, unregelmalig geformten oder
fladenartigen Vesikel aufgefillt. Die unregelmallig geformten, aber nicht die
fladenartigen Vesikel besitzen zahlreichefalten- oder blaschenartige Einschlisse und

Einstilpungen (Abb. 29). Auch auflinensionaler Ebene konnten keine Kontakte von
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Vesikel und Zellmembran beobachtet werden. Vergleicht man die Werte fur

durchschnittliched/esikelvolumen, durclednittliche Vesikeloberflache und Verhaltnis

Zellmembran

Zellkern

B_

Abb.26: 3-dimensionale Teilrekonstruktion einer 3&elle (Beige, unstimuliert)

Der Zellkern ist gblich, die Reninspeichervesikel griin und die Zellmembran transparent dargesteBesamtubersict
des Teilausschnitts. Die Morphologie der Reninspeichervesikel unterscheidet sich deutlich vostieualierter Wildtyp-
Zellen. Es existieren wenige kleine kugelférmige und sehr wenige, aber dafiir sehr grol3e ReninspeicheBvesiigd
Reninspeichervesikel sind sehr grofl3 und besitzen zahlreiche blaschenartige oder faltenartige Einstilpungen, wa:

Oberflache enorm vergréf3er€: Andere Reninspeichervesikel weisen keine Einstulpungen auf, sind aber selbst von
fladenariger Form.

Von Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen, erkennt man deutliche Abweichungen
(Abb. 30) Da auch hier nur ein Teilausschnitt einer unstimulerten Zelle einer Beige
Maus rekonstruiert wurde, sind die im Graph dargestellten Abweichungen atehez

zu verstehen. Verglichenmit dem durchschnittlichen Vesikelvolumen (0;68,05 fL)
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Abb. 29: Trarsmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer-2€lle (3800 X, Beige, unstimuliert)

Es sind nur noch wenige kugelférmige Reninspeichervesikel (RV) vorhanden. Das Zellvolumen ist gro3tenteils
wenigen, dafur aber sehr groRRen, unregelméaRigogaten Vesikeln (U) und fladenartigen Vesikeln (F) angefilli
unregelmaRig geformten Vesikel besitzen zahlreiche falteter blaschenartige Einstilpungen und Einschlisse (Pfe
konnten keine Kontakte von Vesikahd Zellmembran beobachtet werden
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Abb. 30: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert, Beige unstimuliert)
Verglichen weden die Mittelwerte der durchschnittlicheWesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvolumen:
des Verhdltnisses von Gesamtvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulied2ellé® einer WildtypMaus (n=2) und di
unstimulierten J&elle einer BeigMaus (n=1). Sowohl die durchschnittlicheesikeloberflache als auch ¢
durchschnittliche Vesikelvolumen der Zelle der Beigs sind im Vergleich zu den Werten der WildBgldlevergroRert
wahrend das Verhéltnis von Gesamikelvolumen zu Zytosolvolumérine Abweichung zeigt

und der durchschnittlichen Vesikeloberflache (521,39 unf) der unstimulierten
Wildtyp-Zellen ist das durchschnittliche Vesikelvolumen der B2gjee mit 2.12 fL um
mehr als dag-fache erhoht, und ihre durchschnittliche Vesikeloberflaidienit 16,64

um® ebenfalls um mehr als das3-fache erhoht. Das Verhaltnis von Gesamt
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vesikelvolumen zu Zytosolvolumereigt mit 35,9 % im Vergleich zum Wert der

unstimulierten WildtypZellen (35,6% 3,15 %Xkeine signifikante Abweichung

4.2.2. Untersuchungon stimulierten J&Zelleneiner BeigeMaus

4.2.2.1. Messung der Reninsekretionsrate unter kontrollierten Bedingungen
Wie schon beWildtyp-JGZellen geschehen, wurde der vendse Ausfluss der fur eine
Dauer von 12 Minuten stimulierten Nieren von Beldéusen alle drei Minuten fur

jeweils eine Minute gesammeltlie Reninkonzentration mittels RIA vermessen und
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Abb. 27: IPNProtokoll von BeigeNieren (n=3)

Bei vergleichbarer Stimulation konnten keine signifikanten Ugtéesle zu den Reni
sekretionsraten von Wildtyieren festgestellt werden. Nach einer Stabilisierungsdauer vi
Minuten wurden Proben zur Bestimmung der basalen Reninsekretionsrate entno
(Kontrollabschnitt C). Nach Beendigung des Kontrollabsch(#tstpunkt 1) erfolgte d
Stimulation durch Hinzufuigen von 10nM Isoproterenol zum Perfusat, was zu einefacdnek
Erhéhung der Reninsekretionsrate fiihrte. Sechs Minuten nach Beginn der Stimulatior
(Zeitpunkt 2) wurde die extrazellulare Calciumkentration durch Hinzufiigen von 3raM
EGTA ins Perfusat verringert, was verglichen mit dem Basalwert zu einerfaah20 Erhohur
der Reninsekretionsphase fiihrte. Ungeféahr sechs Minuten nach dem Hinzufiigen vo
(Zeitpunkt 3) wurde die Niere fixiert.

daraus die Reninsekretiongeaberechnet. Die Reninsekretionsraten von Wildtypd
BeigeNieren unterscheiden sich bei gleichen Stimulationsbadiggn nicht
signifikant (Abb. 3)l Die Stimulation erfolgtedurch Hinzufigen von 1hM

Isoprotererol zum Perfusat, was zu einer ca:fabhen Erh6éhung der Renin
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sekretionsrate fuhrte. Sechs Minuten nach Beginn der Stimulationsphase wurde die
extrazellulare Calciukonzentration durch Hinzufiigen von 3M EGTA ins Perfusat
verringert, was verglichen mit dem Basalwert zu einer cafa2@en Erh6hung der

Renirsekretionsphase fluhrte.

4.2.2.2 Stimulation mit Isoproterenol und EGTA

Als nachstes wurde eine-dmensionale Rekonstruktion einer stimulierten-4€lle
einer BeigeMaus angefertigt. Zu diesem Zweck wurde die Niere der Bdmes wie

oben beschrieben freipggariert und Uber die A. renalisnter konstantem Druck mit
modifizierter KrebsHenseleitLésung perfundiert. Die Stimulation erfolgt®ie schon

bei derzwolfminutigenStimulation der WildtygNiere, durch Hinzufigen von 18M
Isoproterenol fur eine Dauer von sechs Minuten, und dann vomiDIsoproterenol

und 3,1mM EGTA flr eine Dauer von weiteren sechs Minuten ins Perfusat. Fixierung
und Einbettung der Niere erfolgten wie bereits beschried&nwurde ein Teilauschnitt
einer reprasenativen stimulierten J&elle rekonstruiert (Abb. 32A). Die
Vesikelmorphologie der stimulierten Kelle der Beige Maus unterscheidet sich kaum
von der der unstimulierten ZelleEs sind groBe unregelmaflig geformte und
fladenartige Vesikel zu erkennen, wahrend nur wenige kleine kugelformige Vesikel
existieren. Anders als bei der unstimulierten Bemgdle sind hier keine
blaschenformiga Einschlisse und Einstilpungen zu erkenri@as Zellvolumen wird
grofdtenteils von einigen wenigen, daftr aber sehr groRen Vesikeln ausgefillt (Abb.
32B). Im Gegensatz zur unstimulierten -d€lle der Beige Maus sind bei der
stimulierten Zelle mehrere Kontakte von Vesikehd Zellmembran erkennbar igA.
32C).Vergleicht man die EMufnahmen der stimulierten Beigéelle mit denen der
unstimulierten Zelle, so erkennt man ebenfalls unregelmalig geformte und
fladenartige elektronenoptisch dichte Reninspeichesikel. Diese enthalten im
Gegensatz zden Vesikeln deunstimulierten Zelle keine blaschenartigen Einschlisse.
Desweiteren sind auch hier Kontakte der Vesikelmembran mit der Zellmembran
erkennbar. In mehreren Fallen konnte ein Austritt von Vesikelt beobachtet
werden (Abb. 3). Auch bei dieserTeilrekonstruktion wurden die Werte fir
durchschnittliches Vesikelvolumen, durchschnittliche Vesikeloberflache und Verhéltnis

von Gesamtvesikelvolumerzu Zytosolvolumen berechnet und sowohl mit den
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1500 nm

Zellmembran

Zellkern ’ : Reninspeichervesikel

1500 nm
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Abb. 28: 3-dimensionale Teilrekonstruktion einer JZelle (Beige1l2 min stimuliert, davon 6 min Iso und 6 min Is:
EGTA

A: Der Zellkern ist gelblich, die Reninspeichervesikel griin und die Zellmembran transparent dargestellt. Es :
Unterschiede bezuglich der Steelmorphologie im Vergleich zur unstimulierten Zelle zu erkennen, jedodiess
keine bléschenartigen mschliisse in den VesikelB: Einzelne Reninvesikel singérschiedenfarbigiargestellt. Mau
erkennt, dass das Zellvolumen zum grof3ten Teil voigen wenigen, groRen Vesikesgefiillt wird.C: Es wurde
mehrere Kontakte von Vesikelnd Zellmembran beobachtet

entsprechenden Werten der unstimulierten Zellen der Bdligeis, als auch mit den
Werten der unstimulierten und stimulierten Zelleler WildtypMausverglichen(Abb.

34). Da von allen aulRer den unstimulierten WildtgZellen nur ein Teilausschnitt
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Abb. 29: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einerZille (3800 X, Beig&2 min stimuliert, davon @min
Iso und 6 min Iso + EGYA

Es sind nur noch wenige kugelférmige Renindparvesikel (RV) vorhanden. Den gro3ten Teil felvolumers nehmer
einige wenige dafur aber sehr groRe, unregelméaRig geformte Vesikel (U) und fladenartigen Vi@ikal. Eskonnter
mehrere Kontakte von Vesikelind Zellmembranverbunden mit einem Austritt von Vesikelinhalteobachtet werde
(Pfeil)

Em WT (unstimuliert)
33 WT (12min stimuliert)
Bl Beige (unstimuliert)
== Beige (12min stimuliert)
20+ 2.59 501
E gz 0 40
.0 ~ -
% 15 S — €
o g £ é —
5 S 3¢
g 2157 ERES
o - =]
@ 10+ A =7
= ] 0 >
7] > [ °
g . 1.0 2 S 204
> J £ 3
: =
c Q o ;
= ] “w N
3 5 £ 8
= < 0.54 104
E =
5 -
°
0- 0.0- 0-

Abb. 30: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wdiyp unstimuliert und 12 min stimuliert, Beig@instimuliert
und 12 min stimuliert)

Verglichen wrden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvol
und des Verhéltnisses von Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen von fur eine Dauer von 12 Minutentsti
und unstimulierten Wildtyp)GZellen und BeigdGZellen (WT unstimuliert: n=2; Andere: n=1). Durchschnittli
Vesikelvolumen und durchschnittliche Vesikeloberflache einer Wildsife vergréRern sich bei Stimulation, wahr
bei Stimulation eine BeigeZelle kein vergleichbarer Effekt eintrittDas Verhaltnis von Gesamtvesikelvolume
Zytosolvolumen von WildtyZellen und von Beiggellen bleibtunter diesen Stimulationsbedingungezbenfall:
unverandert

rekonstruiert wurde sind die im Grapttargestellten Abweichungen als Tendenz zu
verstehen. Wahrend durchschnittliche Vesikeloberflache gmalumen einer Wildtyp

JGZelle bei eineewdlfminitigenStimulation tendenziell zunehmen, kommt es bei der
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zwOlfminutigen Stimulation der Beig&elle nicht zu einem solchenEffekt. Die
durchschnittliche Vesikeloberflache der zwolfminltig stimulierten B&lgie ist mit
15,98 unf mit der durchschnittlichen Vesikeloberflache der unstimulierten Bé&ighe
(16,64 pm?) vergleichbarund das durchschnittliche égikelvolumen ist mit 1,79 fL
gegenuber dem durchschnittlichen Vesikelvolumen der unstimulierten BEfstje
(2,12 fL) ebenfalls vergleichbarAuch das Verhaltnis von Gesamtvesikelvolumen zu
Zytosolvolumen zeigt bei der zwo6lfminttig stimulierten Befgde mit 32,5 %keine

signifikanteAbweichung vom Wert der unstimulierten Zel85(%%6).

4.3. Morphologie derSpeichervesikel in J&ellen einerRenld-
Cre/CreMaus

Wie bereits erwahnt existieren Mausstammewelche zwei Reningene tragen (z.B.
129SV, Swissjlje als Rerld und Rer2 bezeichnet werden. Wabnd Renrl-Proteine
glykosyliert, in DenseCoreVesikel transportiert und bis zur regulierten Sekretion
gespeichert verden, werdenRen2-Proteine nicht glykosyliert unklonstitutiv in klaren
Vesikeln sezerniert. Reh spieltdemzufolgekeine Rolle bei der regulierten Sekretion.
Es war daher von Interess#ie Vesikelmorphologie von &Z&llen von Reid-Cre/Cre
Méausen zu untersuchen. DiesBRenld KnockoutMause mit 129SWHintergrund
exprimieren kein funktionelles RelkGen sondern ausschlieBlich R2nDie Nieren
wurden wie schon beden Wildtyp-Mausennach der IPNechnikfreiprapariert, mit
PBSbei konstantem Druck Uber die A. renadjespilt und anschlie3ensbfort durch
Perfusionsfixierung mit 2%iger Glutaraldehydlésung fur die ERtaparation
vorbereitet. AnschlieRend erfolgte die Praparation und Bildaquisition deZgi&n mit
dem TransmissionselektronenmikroskopEs folgte die Rekonstruktion eines
Teilausschnitts einer reprasentativen ZelleEine Analyse der -@imensionalen
Teilrekonstruktion von Renrld-Cre/CreJGZellen zeigte, dass auch diese Zellen
vesikulare Speicherstrukturen besitzen (AbBABR Die Morphologie dieser Vesikel
ahnelt der von WildtyplGZellen.Es existieren sowohl kleine kugelférmige, als auch
netzwerkartig erweiterte Vesikel (Abb5B). Dabei ist auffallend, da die Vesikel der
JGZellendes Renld Knockoutsim Vergleich zu Vesikelnvon Wildtyp-JGZellen
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Abb. 31: 3-dimensionale Teilrekonstruktion einer J&elle (Rerld-Cre/Cre, unstimuliert)

Der Zellkern ist braun und elektronenoptisch dichte Vesikelstrukturen griin dargegteliuch J&ellen von Rend
KnockoutMausen enthalten elektroenoptisch dichte, vesikuldre Speicherstrukturen, welche aber im Vergleich :
Reninspeichervesikeln in Wildid6Zellen deutlich verkleinert sind3: Abgesehen von ihrer Gro3e unterscheiden sict
Vesikel nicht von Reninspeichervesikeln von WildlyZellen, es existieren zahlreiche kugelférmige und netzwerl
erweiterte Strukturen.

deutlich verkleinert erscheinen. Die kleinen elektronendichten Spesthéturen sind

auf einer TEMAufnahme ebenfalls gut zu erkennen (Abb. 36). Dierbletidichte

der Speicherstrukturen scheint geringer zu sein als bei Reninspeichervesikeln von
Wildtyp-JGZellen Weder in den &limensionalen Teilrekonstruktionen noch auf TEM
Aufnahmen dieses Genotyps konnten Exozytoseereignisse, wie z.B. Kontakte von
Veskel und Zellmembran beobachtet werden. Die fir diesen Teilausschnitt
berechneten Werte fur durchschnittliches Vesikelvolumen und Verhaltnis von
gesamtem Vesikelvolumen zu Zytosolvolumen bestétigen die an-danénhsionalen
Rekonstruktion gemachteBeolachtungen (Abb. 37Pa jedoch, im Gegensatz zu den
Wildtyp-Zellen fir diese Berechnung nur eine einzige Teilrekonstruktion zur Verfigung
stand, kdnnen nur tendenzielle Aussagen getroffen werdeas durchschnittliche
Vesikelvolumen der Rebd-Cre/Cre Mas ist mit 0,28 fL gegenuber dem
Durchschnittswert der WildtyZellen (0,63 + 0,05 fL) um mehr als die Halfte
verringert. Die durchschnittliche Vesikeloberflache zeigt mit 4,47 por eine

vernachlassigbarébweichunggegeniiberdem Durchschnittswert der Wildtygellen
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Abb. 32 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer-Z&le (3800 ’
Renl1d-Cre/Cre, unstimuliert)

Es sind vesikulare, elektronenoptisch dichte Strukturen zu erkennen (Pfieil)im
Vergleich zu Reninspeichervesikeln einer Wildi@Zelle deutlich kleiner und wenic
elektronendicht sind.

Abb. 33: Volumen und Oberflachenberechnungen (Wildtyp unstimuliert und Ré&d-Cre/Cre unstimuliert)

Verglichen wrden die Mittelwerte der durchschnittlichen Vesikeloberflache, des durchschnittlichen Vesikelvolume
des Verhéltnisses von Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen von unstimulierten \W@&dtgflen und J&ellen eine
Renld-Cre/CreMaus. (WT unstimuliert: n=2; Andere: n=1). Tendienzielsen die Vesikel der Rdmu-Cre/CreZelle eil
deutlich verringertes durchschnittlicheseslkelvolumen auf. Dementspreaiid ist auch das Verhaltnis von Gesa
vesikelvolumen zu Zytosolvolumen vermmg Die durchschnittliche Vesikeloberflache der RerCre/CreZelle verandel
sich im Vergleich zur WZelle kaum.

(5,21 + 0,39 pnf). Es ist eine deutliche Verkleinerung des Verhaltnisses von
Gesamtvesikelvolumen zu Zytosolvolumen der-R&kKnockotiZelle (7 %) verglichen
mit der WildtypZelleerkennbar.Da bei einer Messung der Reninsekretionsrate weder
unter basalen Bedingungen, noch mit den bekannten Stimulationsparametern eine
enzymatische Reninaktivitdt gemessen werden konnte, wurde auf edim8&nsionale

Rekonstruktion einer stimulierten Relrd-Cre/CreJGZelle verzichtet.
















































































































































