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1 Einleitung



1.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS)

Eine Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes ist fiir alle Lebewesen auf dem Land,
insbesondere fiir den Menschen, von zentraler Bedeutung. Um dabei auf jegliche
Umwelteinfliisse reagieren zu konnen, verfiigt die Niere iiber ein empfindliches System aus
Wasser- und Natriumretention und -freigabe, um den Blutdruck und die Homdostase
regulieren zu konnen. Wichtige Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems
(RAAS) sind zum einen die Aspartylprotease Renin und das Glykoprotein Angiotensin, zum
anderen das Steroidhormon Aldosteron. Im Plasma befindliches Renin spaltet dabei von dem
aus der Leber stammenden Oligopeptid Angiotensinogen das Angiotensin I (Angl) ab
(Abb. 1.1). Dabei handelt es sich zunichst um ein biologisch inaktives Dekapeptid, welches
durch das im Lungenepithel gebildete ACE (Angiotensin-Converting-Enzym) in Angiotensin
IT (Angll) tiberfiihrt wird. Dieses Oktapeptid stellt die vasokonstriktorische Komponente des
RAAS dar (Hackenthal et al., 1990). Eine Signalweiterleitung des Angll erfolgt iiber seine
Rezeptoren, Angiotensin II-Rezeptor Typ I und II (AT;- / AT,-Rezeptor). Diese Rezeptoren
befinden sich sowohl in Zellen des kardiovaskuldren, endokrinen und Endothelsystems
(Unger et al., 1996, Ardaillou, 1999; Grobecker, 1999). Durch eine Erhohung des
GefdfBwiderstandes iiber den AT;-Rezeptor wird die vasokonstriktorische Komponente des
Angll erzielt. Der AT,-Rezeptor hingegen ist wesentlich schwicher ausgeprégt; zu finden ist
er ausschlielich in Reproduktionsorganen und im Herzen (Wang et al., 1998), aber auch in
den Nebennieren (Martineau et al., 1999). Seine genaue Struktur und Funktion sind noch
nicht vollends aufgeklédrt. Im zentralen Nervensystem 16st Angll ein Durstgefiihl aus und
bewirkt in der Nebennierenrinde die Ausschiittung des Hormons Aldosteron, welches
seinerseits durch eine Wasser- und Natriumriickresorption zu einer Erhoéhung des
Blutvolumens und dadurch bedingt zu einer Erhhung des Blutdruckes fiihrt (Hackenthal et
al., 1990). Nachweislich abhdngig ist die Aktivitit des RAAS von der Expression und
Sekretion des Renins in den juxtaglomeruldren Zellen (JG-Zellen). Im Normalfall sind
Angiotensinogen und ACE im Uberfluss vorhanden, sodass dem Renin im RAAS eine
regulierende Rolle zukommt (Kurtz, 1989; Peters und Clausmeyer, 2002; Mercure et al.,
1998). Die Reninfreisetzung und -riickresorption ist auch Angriffspunkt einer
Feedbackhemmung. Abhéngig vom systemischen Blutdruck, renalen Perfusionsdruck und
tubuldren Kochsalzspiegel wird dadurch Renin freigesetzt oder gespeichert (Hackenthal et al.,
1990). Neben diesem organiibergreifenden RAAS, ausgehend von der Niere sind im Herzen,
Auge und Gehirn isolierte Renin-Angiotensin Systeme nachweisbar. Uber diese ist insgesamt

wenig bekannt.
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Abb.1.1 Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems

1.2 Renin

Neben Herz, Gehirn und Nebennieren wird das zirkulierende Renin gréBtenteils in der Media
der afferenten Arteriolen (terminaler Pol) gebildet und gespeichert (Latta et al., 1987, Barajas
et al., 1986; Mc Gowan et al., 1980, Taugner et al., 1979).

Renin wird aus Priprorenin gebildet. Nach Abspaltung der Prisequenz entsteht das inaktive
Prorenin, welches im Golgi-Apparat in Vesikel verpackt wird. Hier findet die Aktivierung
statt, indem vom N-Terminus 46 Aminoséuren abgespalten werden. Bis zur Freisetzung in die
Zirkulation wird es dort gespeichert und bei Bedarf freigesetzt (Barajas et al., 1986, Taugner
et al., 1987, Taugner, 1979). Durch zahlreiche Granulen bilden die Reninzellen eine
epitheloide Form. Am vaskuldren Pol des Glomerulus iiberlagern sich die JG-Zellen
(juxtaglomeruldre Epitheloidzellen) mit den typischen Glattmuskelzellen der Arteriolen.
Diese stehen auch in engem Kontakt zu den Zellen der Macula Densa (MD-Zellen). Die JG-
Zellen, die MD-Zellen, die extraglomulidren Mesangialzellen und die Glattmuskelzellen

bilden zusammen den juxtaglomuldren Apparat (JGA) (Taugner et al., 1984) (Abb.1.2).
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Abb.1.2 Links: Schematische Darstellung des juxtaglomeruldren Apparates (Abb. nach Francois und Coffman,
2004) Rechts: Immunhistochemisches Schnittbild eines Glomerulus mit afferenter und efferenter Arteriole
(griin) und Renin (rot). Gelb ist eine Kolokalisation der geféaBbildenden Zellen und des Renins dargestellt (Abb.
nach Neubauer, 2011).

In den Mediazellen der efferenten Arteriolen und den extraglomulidren Mesangialzellen findet
sich nur selten Renin (Kon, 1999). Wéhrend der Entwicklung ist Renin nicht nur auf den
vaskuldren Pol beschriankt, sondern erstreckt sich nahezu iiber den gesamten Gefaflbaum
(Sauter et al., 2007, Minuth et al., 1981, Richoux et al., 1986).

Die Zahl der reninbildenden Zellen in der Niere verhélt sich dabei auch im adulten Tier nicht
konstant. So kann es beispielsweise mit fortschreitendem Alter oder bei Erkrankungen, wie
Diabetes, zu einem Riickgang der JG-Zellen kommen (Sequeira Lopez et al., 2001). Daneben
filhren Storungen des Herz-Kreislaufsystems, wie z.B. arterielle Hypotonie, zur vermehrten
Reninexpression. Auch Versuchstiere auf Niedersalzdidt zeigten ein dhnliches Bild. Das
retrograde Anschalten von Reninzellen entlang der afferenten Arteriolen bezeichnet man als
Rekrutierung; ein genauer Mechanismus diesbeziiglich ist noch nicht vollends aufgeklért.
Neueste Studien zeigen, dass dabei z.B NO iiber den NO-solublen Guanylatzyklase-cGMP-
Signalweg von Bedeutung ist (Neubauer et al., 2013).
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1.3 Angiotensin lI-Rezeptoren

Angiotensin II (Angll) ist ein multifunktionelles Hormon und spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation des Blutdruckes und der kardiovaskuliren Homoostase. Vermittelt wird dessen
Effekt vor allem durch seine Rezeptoren Angiotensin II-Rezeptor Typ I (AT;-Rezeptor) und
Angiotensin II-Rezeptor Typ II (AT,-Rezeptor) (Diem T. Dinh et al., 2001).

Dabei sind AT;-Rezeptoren vor allem in adulten Spezies vorzufinden, wohingegen AT,-
Rezeptoren iiberwiegend in fetalen, vereinzelt aber auch in adulten Geweben anzutreffen sind.
Hierzu zdhlen vor allem die Nebennieren, die Ovarien, der Uterus und das Gehirn. Die von
AT;-Rezeptoren ausgelosten Effekte von Angll werden iiber die von AT,-Rezeptoren

vermittelten reguliert (Ardaillou et al., 1999).

1.3.1 Primare Struktur der AT;- und AT,-Rezeptoren

Der AT,-Rezeptor wurde zum ersten Mal in Rattenglattmuskelaktin (Murphy et al., 1991) und
Nebenniere in Rindern (Sasaki et al., 1991) kloniert. Seine GroBe belduft sich auf 359
Aminosduren, was einem Molekulargewicht von 40,9kD entspricht. Sein reales Gewicht
steigert sich nach posttransskriptionaler Glykosylierung. Er gehdrt zur Familie der 7-
Transmembrandominrezeptoren (Abb.1.3). Eine wichtige Rolle fiir die Bindung von Angll
spielt sein extrazelluldrer N-Terminus und die Transmembrandoménen (Hunyady et al.,
1996). Die Bindungsstelle fiir AT;-Rezeptorblocker unterscheidet sich von der des Angll;
diese interagieren vorwiegend mit der Transmembran bzw. der zentralen Region des

Rezeptors (Groblewski et al., 1995).

HOOC

Abb.1.3 Schematische Darstellung des AT;-Rezeptors; griin dargestellt sind die mit [-VII nummerierten

Transmembrandoménen mit Disulfidbriicken (Abbildung nach Sandberg, 1994)
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Es gibt jeweils zwei Isoformen des AT;-Rezeptors, AT, und AT, (Iwai et al., 1992; Lewis,
1993). Dabei befindet sich in der Ratte das Gen fiir AT;, auf Chromosom 17, das Gen fiir
ATy ist auf Chromosom 2 lokalisiert (Lewis, 1993). Beim Menschen existiert nur ein Gen fiir
AT;. Dieses befindet sich auf Chromosom 3 (Guo et al., 1994). AT ,-Rezeptoren sind
vornehmlich in der Niere, Leber, Lunge und GefaBglattmuskelaktin zu finden, wohingegen
ATjp hauptsichlich in der Nebenniere exprimiert wird. Der AT,-Rezeptor wurde in
verschiedenen Spezies, darunter im Menschen, der Maus und der Ratte, geklont. Bei diesem
Rezeptor handelt es sich ebenfalls um einen 7-Transmembrandomédnrezeptor mit einem
spezifischen Gewicht von 41kD und einer Zusammensetzung aus 363 Aminosduren. Von
seinem Aufbau und seiner Zusammensetzung dhnelt er dem AT;-Rezeptor nur zu 34%
(Mukoyama et al., 1993). Beim Menschen liegt er auf dem X-Chromosom. Genaueres iiber

die Bindung von AnglIl an den AT,-Rezeptor ist nicht bekannt.
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1.3.2 Signaltransduktion des AT;-Rezeptors

Es gibt flinf klassische Wege der Signaltransduktion des AT;-Rezeptors. Die Aktivierung der
Phospholipase A,, der Phospholipase C, der Phospholipase D, die Aktivierung der Ca®'-
Kanéle vom L-Typ und die Blockierung der Adenylatzyklase (Abb.1.4).

Ang 1l

l Vasoconstriction
Aldosterone secretion

AT, receptor

2+
l T
Ca”" channe |—|

Gy \ Gq Ca2+ influx

PLA,/PLD Adenylate cyclase MAP, JAK, STAT

/\

Arachidonic acid cAMP )
Protein phosphorylation
T Intracellular PKC
Ca®t
c-fos, c-myc
v I V7 I

Prostaglandins Vasoconstriction Growth

Proliferation

Matrix production

Abb.1.4 Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege und physiologischer Effekte des AT|-Rezeptors
(Abb. aus Diem T. Dinh., 2001); Abkiirzungen: PLA (Phospholipase A), PLC (Phospholipase C), JAK (Janus
Kinase), STAT (signal transducers and activators of transcription), IP; (Inositoltriphosphat), DAG
(Diazylglycerol), PKC (Protein-Kinase C)
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Die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) iiber den Gg1-Protein gekoppelten Rezeptor
(Gy) ist dabei einer der am meist beschriebenen Mechanismen. Diese Aktivierung fiihrt {iber
Hydrolyse von Inositoltriphosphat (IP;) zu einem Anstieg der intrazellurdren Ca'-
Konzentration und letztlich zu Vasokonstriktion. Zudem induziert Diazylglycerol (DAG) die
Proteinkinase C Aktivitit, was zudem gefdBverengend wirkt. Eine Aktivierung der
Phospholipasen A, (PLA;) und D (PLD) fiihrt zur Neubildung von Arachidonsiure, einem
Vorlaufermolekiil zur Bildung von Prostaglandinen (Griendling et al., 1996; Capponi, 1996,
De Gasparo et al. 2000). Eine Bindung von Angll an einen Gj gekoppelten AT;-Rezeptor
hemmt die Bildung der Adenylatzyklase in der Niere. Es kommt dadurch im Anschluss zur
verminderten Freisetzung von cAMP in diesen Organen, was letztlich vasokonstriktorisch
wirkt (Jard, 1981; Pobiner, 1985). Ein weiterer Mechanismus ist das Offnen Ca*'-gesteuerter
Kanile. Ein rascher Einstrom von Ca*"-Ionen in die Zelle stimuliert die Freisetzung und den
Abtransport von Aldosteron aus der Zelle. Aldosteron wirkt auf den Organismus
drucksteigernd (Apfeldorf et al., 1988).

Ein weiterer wichtiger Weg ist die G gekoppelte Aktivierung der mitogen aktivierten Protein
Kinase (MAP), der Janus Kinase (JAK) und des STAT-Proteins. Diese fithren iiber eine
Erhohung der Tyrosinphosphorylierung zur Ausschiittung der Wachstumsfaktoren c-fos und
c-myth, zur Gewebeneubildung und Wachstum (Sadoshima et al., 1993).

15



1.3.3 Funktion des AT;-Rezeptors

Eine Aktivierung der AT;-Rezeptoren in Blutgefdlen durch Angll fiihrt zur Vasokonstriktion
bedingt durch eine Erhhung des peripheren GefdBtonus und des systemischen Blutdruckes
(Hughes, 1998; Ribeiro et al., 1985). Angll reguliert iiber AT;-Rezeptoren an
Kardiomyozyten den positiv ionotropen und chronotropen Effekt des Herzens (Moravec et al.,
1990). Angll beeinflusst zudem das Zellwachstum und die Proliferation der Kardiomyocyten,
Fibroblasten und gefdbildenden Zellen. Es induziert die Expression von endogenen
Wachstumsfaktoren, inklusive TGF ; und PGDF (Huckle et al., 1994; Rosendorff, 1996).
Folgende Auflistung zeigt die liber AT, vermittelten Effekte von Angll auf die Niere nach
Ardaillou, 1999:
* Vasokonstriktion der renalen Blutgefdfle, im Speziellen der afferenten und efferenten
Arteriolen einhergehend mit einer Abnahme des kortikalen Plasmaflusses
¢ Kontraktion der Mesangialzellen mit Abnahme des Ultrafiltrationskoeffizienten (Ky)
und der glomeruldren Filtration (GFR)
* Stimulation des Na'/H'-Austauschers im proximalen Tubulus
¢ Hemmung der Reninsekretion
* Trophische Effekte, wie z.B. Zellhypertrophie, Hyperplasie vor allem der
Mesangialzellen und der Zellen des proximalen Tubulus

* Einfluss auf die Entwicklung der fetalen Niere

1.3.4 Funktion des AT,-Rezeptors

Auflistung der AT, abhidngigen Effekte in der Niere nach Ardaillou, 1999:
* Einfluss auf die Zelldifferenzierung in der fetalen Niere
* Generelle Hemmung der Zellproliferation
* Induktion von Apoptose

e Kontrolle der natriuretischen Antwort auf den Perfusionsdruck

16



1.4 Systemische Eingriffe in Komponenten des RAAS

Experimente an Knock-Out Méusen, bei denen bestimmte Gene einzelner Komponenten des
RAAS (ACE, Angiotensin II-Rezeptor Typ I und II) wihrend der Entwicklung deletiert
wurden, zeigten morphologische und funktionelle Missbildungen der Niere (Esther et al.,
1996; Nagata et al., 1996; Tsuchida et al., 1998). Dies ldsst Riickschliisse zu, dass die
einzelnen Komponenten des RAAS bereits wihrend der Nierenentwicklung bestimmten
Expressionsmustern unterlegen sind. Eine Deletion des Gens fiir AT, reduziert unter anderem
signifikant den Blutdruck des Versuchstieres (Ito et al., 1995; Sugaya et al., 1995). Im
Gegensatz dazu spielt die Deletion des Gens fiir ATy, fiir die Senkung des Blutdruckes eine
eher untergeordnete Rolle (Chen et al., 1997).

Im Gegensatz zu ACE oder Angiotensinogen Knock-Out-Méusen spielt die Deletion der Gene
fiir ATy, und ATy, eine untergeordnete Rolle hinsichtlich des Uberlebens der Versuchstiere.
AT; Knock-Out-Méiuse zeigen jedoch deutlich verkiirzte und vor allem auch verdickte Gefaf3e

(Ito et al., 1995; Sugaya et al., 1995; Oliveiro et al., 1998).

1.5 Embryogenese

Bei Séugetieren, wie auch bei anderen Lebewesen, vollzieht sich die Nierenentwicklung in
drei Generationen, die zeitlich und rdumlich voneinander getrennt sind. Es handelt sich dabei
um die Vorniere (Pronephros), die Urniere (Mesonephros) und die Nachniere (Metanephros)
(Langman et al., 1985). Gebildet werden diese Nierenanlagen aus dem Nephrotom. Dabei
handelt es sich um die dorsale Wand des embryonalen Mesoderms. Wahrend der Pronephros
zeitlebens nicht funktionsfahig ist und der Mesonephros lediglich kurzzeitig exkretorisch
wirkt, entwickelt sich aus dem Metanephros letztlich die funktionsfédhige Niere (Saxen et al.,
1987).

Nachdem sich Vorniere und Urniere wieder zuriickgebildet haben, bildet sich die Nachniere
am Ende des Urnierenganges (Wolff’scher Gang). Dort entsteht eine Ausstiilpung, welche
sich nach dorsal ausbreitet. Diese wird als Uretherknospe bezeichnet. Eine Interaktion aus
Zellen der Uretherknospe und umliegendem metanephrogenen Blastem (locker gebildeter

Zellverband) bildet die Grundlage fiir die Entstehung des Metanephros (Herzlinger, 1994).
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Abb.1.5 Schematische Darstellung der Uretherknospe (dichotome Aufteilung) im metanephrogenen Blastem
(Abbildung nach Saxén, 1987)

Nach Beriihrung von Uretherknospe und metanephrogenem Blastem kommt es zu dichotomen
Verzweigungen, deren Lumina die Grundlage fiir die weitere Entwicklung des Sammelrohres
und Nierenbeckens darstellen (Abb.1.5).

Wihrend die Uretherknospe stetig ins metanephrogene Blastem einwéchst, veranlasst sie im
Bereich ihrer Spitzen das Mesenchym zur Nephronbildung (Saxen et al., 1987; Horster et al.,
1997). Es handelt sich dabei um verdichtetes Zellgewebe, gefolgt von einer Umwandlung von
Mesenchymzellen in Epithelzellen und der Bildung eines Nierenbldschens. Aus dem Blidschen

entwickelt sich zunichst ein komma-, spiter ein s-formiges Korperchen.
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Abb.1.6 Interaktion des umliegenden Mesenchyms mit der Sammelrohrampulle; die Spitze der Ampulle
induziert das umliegende Mesenchym und veranlasst dessen Kondensation.

a) Kondensation des Mesenchyms

b) Bildung eines Nierenblédschens

¢) Bildung eines komma-férmigen Koérperchens,

d) Umwandlung in ein s-férmiges Kdrperchen,

e), ) Weiterentwicklung des s-formigen Korperchens zum Nephron (Abbildung nach Saxen, 1987)

In der weiteren Nierenentwicklung entsteht aus dem s-formigen Korperchen der proximale
und der distale Tubulus sowie die Henle’ Schleife (Saxén, 1987; Taugner und Hackenthal,
1989; Sorokin et al., 1992) (Abb.1.6). Am unteren peripheren Pol des s-Korperchens kommt
es zu einer Einziehung, aus der sich im weiteren Verlauf der Entwicklung die Bowman’sche
Kapsel entwickelt. In diese Vertiefung wachsen in Folge Blutgefifle ein, die zu Vasa

afferentiac und Vasa efferentiae differenzieren.
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1.6 BlutgefaRbildung

Die Bildung der Blutgefdfe ist zeitlich eng mit der Nierenentwicklung verbunden (Sariola,
1991). Hierfiir werden grundsitzlich zwei verschiedene Prozesse beschrieben. Zum einen
handelt es sich um die Angiogenese. Hierbei sprossen Kapillaren aus bereits bestehenden
Blutgefdfen aus (Risau et al., 1988). Es eroffnet sich die Basalmembran, was ein Einstromen
von Endothelzellen zur Folge hat. Nach deren Proliferation bilden sich schlielich
rohrendhnliche Strukturen, die dann die Grundlage fiir neue Blutgefile bilden (Folkman,
Shing, 1992). Dem gegeniiber steht die Vaskulogenese. Hier werden Blutgefdlle aus sog.
Angioblasten, d.h. endothelialen Vorlduferzellen, gebildet. Noden (1989) beschrieb zunéchst
die Bildung von Clustern und Vesikeln, die letztlich zu vaskuliren Kanilchen
ausdifferenzieren. Trotz dieser beider Modelle ist die GefdaBbildung noch nicht vollends
aufgeklért und génzlich nachvollziehbar. Sowohl Angio- als auch Vaskulogenese sind fiir die
Nierenentwicklung beschrieben. Saxen fand 1987 heraus, dass die Angiogenese in der
Mauseniere von der embryonalen Aorta ausgeht. Die Gefdle wachsen wiahrend der
Nierenentwicklung entlang des Urethers ins metanephrogene Mesenchym und ziehen dann
iiber eine 16ffelformige Vertiefung in das s-formige Korperchen, wo sie letztlich Vas afferens
und efferens des Glomerulus bilden. Diese Uberlegung deckt sich mit Untersuchungen von
Ekblom et al. von 1982 und Sariola von 1983. Thnen gelang es, nicht differenziertes, nicht
vaskularisiertes Nierengewebe in Wachtelgewebe zu transplantieren. Nach einiger Zeit
konnten sie vaskularisierte Glomeruli auffinden. Die GefiaBzellen waren dabei eindeutig dem
Wirt zuordenbar.

Gomez et al. konnten 1997 ihrerseits jedoch endotheliale Vorlduferzellen aus
metanephritischem Gewebe isolieren, ohne jedoch die eigentliche Gefdl3bildung feststellen zu
konnen. Ein wichtiger Faktor fiir die Bildung von Endothelzellen im Metanephros ist dabei
VEGF (vascular endothelial growth factor) mit seinen Rezeptoren Flk 1 und Flt 1 (Mattot et
al., 2002). Die Wichtigkeit dieses Faktors wird in Fltl defizienten Miusen deutlich. Sie
sterben in der frithen Embryonalphase aufgrund des fehlenden bzw. fehlerhaften vaskuldren
Systems (Carmeliet et al., 1996, Ferrara et al., 1996).

Ein weiterer wichtiger Faktor scheint in diesem Zusammenhang PDGF- (platelet derived
growth factor beta) zu sein. Er dient der Stabilisierung von neugebildeten Kapillaren durch
den Einbau von Perizyten und Glattmuskelzellen (Lindahl et al., 1998). Unterstiitzt wird dieser
Prozess von Ephrin-2 (Takahashi et al., 2002).
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1.7 BlutgefaRe in der Mauseniere

Die A. renalis bildet die Hauptblutzufuhr der adulten Mausniere. Sie tritt am Hilus der Niere
ein und teilt sich im Sinus renalis in die beiden A. interlobares, welche ins Nierenparenchym
einziehen. Aus diesen zweigen sich die arcuaten Arterien ab, die entlang der Mark-Rinden-
Grenze ziehen und sowohl die Medulla als auch den Kortex versorgen. Die arcuaten Arterien
lassen sich in Haupt- und Seitenéste einteilen (Abb.1.7). Im Kortex entspringen aus den
arcuaten Arterien die A. interlobulares, aus welchen wiederum in unregelméfigen Abstdnden
die afferenten Arteriolen in die Glomeruli einziehen. Hier findet die Ultrafiltration des Blutes

statt.

o arcuater
.. - Seitenast

N )
fct : arcuater A. interlobulares
« - S\ & Hauptstamm \

a) b)

arcuater
Seitenast A
efferente
"~ Arteriolen .
) afferente
efferente Arteriole
Arteriole
Adult 500 pm 500 pm

Abb.1.7 a) dreidimensionale Darstellung eines Ausschnittes des GefdBbaumes (rot) und der Nierenkapsel
(transparent) einer adulten Mausniere, b) transversaler GefdBbaumausschnitt (rot) mit Glomeruli (gelb)

(Abbildung nach Machura, 2007)

Um den glomeruldren Filtrationsdruck konstant zu halten, zweigen aus den Kapillarschlingen
die efferenten Arteriolen ab. Sie sind vom GefdBdurchmesser wesentlich kleiner und teilen
sich wiederum auf. Den Glomeruli in der Niere kommen aufgrund ihrer Lage verschiedene
Aufgaben zu. Entsprechend gibt es auch zwei verschiedene Arten von afferenten Arteriolen.
Gefile aus den oberflachlichen Glomeruli bilden ein Netzwerk aus, das sich um die Tubuli
im Kortex erstreckt (superfizielle afferente und efferente Arteriolen). Die in Richtung

Nierenmark gelegenen Gefdlle werden als juxtamedulldre afferente und efferetne Arteriolen
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bezeichnet. Kapillaren aus juxtamedulliren Glomeruli (juxtamedulldre efferente Arteriolen)
miinden in die Vasa recta, die in den langen Kapillarschlingen ins Nierenmark ziehen. Von
hier aus 14uft das Blut {iber die V. interlobulares in die V. arcuatae und die V. interlobares
abschlielend in die Vena renalis (Junqueira et. al., 2002; Klinke und Silbernagel, 1996). Die
Durchblutungsrate der Niere ist als eher unregelméaBig zu bezeichnen. Der grofite Teil (80%)
entfillt dabei auf den Kortex, 15% juxtamedulldir und lediglich 5% auf die Medulla
(Aukland, 1975).

Inwieweit die Bildung des renalen GefdBsystems kontrolliert bzw. beeinflusst wird, ist noch
nicht ginzlich geklért. Eine Beteiligung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS)
ist wahrscheinlich (Gomez, 1998).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

In zahlreichen Spezies findet man wihrend der Nephrogenese differenzierte
Verteilungsmuster des Angiotensin II-Rezeptors Typ I. Ist er zu Beginn der Entwicklung
vorwiegend in den s-formigen Korperchen und teilweise ausdifferenzierten Glomeruli zu
finden, wird er im adulten Tier vorwiegend in groBen GefdBlen angetroffen. Seine zeitliche
und rdumliche Expression hingt eng mit der Differenzierung und Proliferation der Zellen des
extraglomeruldren Mesangiums und dessen Tubuli zusammen (Kakuchi et al., 1995). Die
bisherigen Ergebnisse iiber die Lokalisation und das Auftreten des Rezeptors beruhen dabei
auf mRNA Messungen, in situ Hybridisation oder immunhistochemischen Firbungen.
Mithilfe dreidimensionaler Rekonstruktion ldsst sich nun erstmals Aufschluss iiber die genaue
Verteilung und vor allem Lokalisation des AT;-Rezeptors geben. Ziel der Arbeit ist, die
Verteilung des AT;-Rezeptors in Miusenieren in verschiedenen Entwicklungsstadien und im
adulten Tier darzustellen und genauen Aufschluss iiber die Lage dieses Rezeptors zu geben.
Als Referenz dazu dient die Rekonstruktion des renalen Gefidllbaumes sowie des
Immunsignals fiir Renin.

Zur Bestimmung der Lokalisation des AT;-Rezeptors werden Rekonstruktionen von Nieren
im Entwicklungsstadium Embryonaltag 17, Embryonaltag 19, Postpartalstadium 1, 3, 5 und
von der adulten Maus angefertigt und ausgewertet. Zur genauen Darstellung werden
zusitzlich immunhistochemische Kofirbungen mit verschiedenen Antikorpern gegen Zellen
des juxtaglomeruldren Apparates hergestellt. Verglichen werden die Ergebnisse abschlieSend

mit immunhistochemischen Farbungen in Nieren der entsprechenden Knock-Out Méuse.
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2 Material und Methoden
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2.1 Materialien

2.1.1 Gerate
Gerit Hersteller
Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Computer Precision 690, Dell, Frankfurt am Main,
Precision T 7500
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Filtersets

TRITC-Filter:
Anregung 533-558nm
Emission 570-640nm

Cy2-Filter:
Anregung450-490nm
Emission 500-550nm

CyS5-Filter:
Anregung 625-655nm
Emission 665-715nm

Filter set 43, Zeiss, Jena

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena

Filter set 50, Zeiss, Jena

Fluoreszenzlampe X-Cite 120, EXFO Life Sciences & Industrial
Division, Mississauga, Canada
Inkubationsschrank Modell B6200, Heraeus, Hanau

Kiihl- und Gefrierschrinke

Santo Kiihlschrank, AEG, Niirnberg
Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochsen-
hausen
Ultra-low-freezer
Scientific

-85°C, New Brunswick

Kamera AxioCam MRm, Zeiss, Jena
Magnetriihrer MR 80, Heidolph, Schwabach
Mikroskope Axiostar 1122-100, Zeiss, Jena
Axiovert 200M, Zeiss, Jena
Mikrotom Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar
pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson, Middleton, USA
Schiittler SM25, Edmund Biihler, Hechtingen
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H UniEquip, Martinsried
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Gerdt

Hersteller

Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Computer Precision 690, Dell, Frankfurt am Main,
Precision T 7500
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Vortexgerite Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York
USA REAXI1, Heidolph, Schwabach
Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GieBen
Feinwaage P-1210, Mettler, Gieflen
Feinwaage W13, Mettler, Gie3en
Wirmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar
Wirmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach
Wirmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/1
Wasserbader Modell W13, Haake, Karlsruhe
1083, GFL, Burgwedel
Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

Produkte Hersteller
Auslaufpipetten Sml, 10ml, | Sarstedt, Niimbrecht
Deckglischen Labonord, Mdnchengladbach
Filter Schleicher & Schuell, Dassel

Gewebe-Einbettkassetten

Labonord, Monchengladbach

Handschuhe

Hartmann, Heidenheim

Niedrigsalzfutter 0,02% NaCl

Ssniff, Soest

Objekttriger, Superfrost Plus

Menzel-Gléser, Braunschweig

Paraffin

Sarstedt, Niimbrecht

Parafilm

American National Can, Greenwich, USA

Pipettenspitzen mit und ohne

Filter

Sarstedt, Niimbrecht
Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Praparatekisten

Roth, Karlsruhe

Silikonkautschuk Gief}iformen

Roth, Karlsruhe

Skalpellklingen

Feather, K6ln
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2.1.3 Chemikalien

Produkt

Hersteller

Ethanol p.a.

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Darmstadt

Glycergel Mounting Medium

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

H,0, 30%

Merck, Darmstadt

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Isotone NaCl-Losung 0,9%

B. Braun, Melsungen

K,HPO, x 3 H,O Merck, Darmstadt
KH,PO, Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Na,HPO4 x 2 H,0O Merck, Darmstadt
NaOH 1IN Merck, Darmstadt
NaCl Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd Sigma, Deisenhofen

Pferdeserum (Horse Serum)

Sigma, Deisenhofen

Phenol

Merck, Darmstadt

Phenylhydrazin Hydrochlorid,
C6H3N2 x HCI1

Sigma, Deisenhofen

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, Deisenhofen

Sevofluran SEVOrane

Abbott, Wiesbaden

Xylol

Merck, Darmstadt
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2.1.4 Antikorper

Primdrantikorper Klonalitiit Hersteller Verdiinnung
chicken anti-Renin-IgG | polyklonal Davids Biotech, 1:400
Regensburg
mouse anti- polyklonal BD Biosciences, 1:50
Glattmuskelaktin-IgG Heidelberg
rabbit anti-AT ;- polyklonal Santa Cruz 1:50
Rezeptor-IgG Biotechnology,
California
goat anti-CD 31-1gG polyklonal R&D Systems 1:50
goat anti-CD 34-IgG polyklonal Santa Cruz 1:100
Biotechnology
California
goat anti-Desmin-I1gG polyklonal Santa Cruz 1:100
Biotechnology
California
goat anti-Calbindin-IgG | polyklonal Swant, 1:200
Bellinzona
goat anti-ROMK 1-IgG | polyklonal Santa Cruz, 1:50
Biotechnology
California
Sekunddrantikorper | Konjugation Hersteller Verdiinnung
donkey anti-chicken- Rhodamin-(TRITC) | Dianova, Hamburg | 1:400
IgY
donkey anti-chicken- Cy2 Dianova, Hamburg | 1:400
IgY
donkey anti-mouse-IgG | Cy2 Dianova, Hamburg | 1:400
donkey anti-mouse-IgG | Cy5 Dianova, Hamburg | 1:400
donkey anti-rabbit-IgG | Rhodamin-(TRITC) | Dianova, Hamburg | 1:400
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2.1.5 Puffer und Losungen

Fixierlosung (Methyl-Carnoy-Losung)

Methanol 60%
Chloroform 30%
Eisessig 10%

Fixierlosung fiir Perfusion

PBS

Paraformaldehyd

3%

PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer, pH 7,4

NaCl 136 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO4 x 2 H,O 10,1 mM
KH,PO4 1,8 mM

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

K,HPO, x 3 H,O 10 mM
NaCl 140 mM
KH,PO4 10 mM
Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%
Blockierlosung
PBS-Otto-Puffer

BSA 1%

HS 10%

Alle im Folgenden aufgefiihrten Losungen und Chemikalien wurden mit H,Opigest hergestellt.
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2.1.6 Computersoftware

Zur Bildbearbeitung der jeweiligen immunhistochemischen Bilder wurde Adobe Photo Shop
CS 2 und Image J (Wayne Rasband. NIH. USA) verwendet. Mikroskopiert wurde mit
AxioVison Rel.4.7 der Firma Zeiss. Die dreidimensionale Rekonstruktion der jeweiligen

Nieren erfolgte mit Amira 4.1 visualization software (VSG, USA).

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Um Nierengewebe definierten Alters zu erhalten, wurden fiir die Versuche C57/Bl6 Méuse
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) zeitlich miteinander verpaart. Die Tiere wurden
artgerecht bei 12h Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Freier Zugang zu Futter und Wasser war
gewdhrleistet (ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research).
Um eine genaue Aussage liber das Alter der Tiere treffen zu kdnnen, wurden jeweils
Minnchen und Weibchen fiir exakt 24h zusammengesetzt und das Trennen der Geschlechter
als Embryonaltag 1 bewertet.

Entnommen wurden f6tale Nieren am Embryonaltag 17 (E17) und 19 (E19), von
Neugeborenen am ersten (ppl), dritten (pp3) und fiinften Tag (pp5) nach der Geburt und von
adulten Madusen. Die embryonalen Nieren wurden umgehend nach der Entnahme in
Fixierlosung gegeben. Das Nierengewebe der postpartalen und adulten Mduse wurde nach

Freilegung und Priparation retrograd perfundiert.

Grundlage fiir die jeweiligen Versuche waren folgende Tierstimme:

Tierstamm genetischer Hintergrund | Herkunft

C57/Bl6 C57/Bl6 Charles River, Sulzfeld

AT;,-KO 129/SV Michael Bader, MDC, Berlin

AT(1a+5)-KO 129/SV Thomas Coffman, Duke
University, NC, USA

AT,-KO 129/SV Michael Bader, MDC, Berlin
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Low-Salt / Enalaprilbehandlung:

Um das RAAS der adulten Méuse zu stimulieren, wurden sie fiir sieben Tage mit salzarmem
Futter (0,02% NaCl) gefiittert. Das Trinkwasser der Versuchstiere wurde nach drei Tagen
durch eine Losung des ACE-Inhibitors Enalapril (0,1mg/ml entsprechend 10mg/kggw x d)

ausgewechselt und bis zum Ende des Versuches beibehalten.

2.2.2 Organentnahme und Fixierung des Nierengewebes

Eine Fixierung des Gewebes soll autokatalytische Abbauprozesse stoppen; dies erhélt die
urspriingliche Zellstruktur. Zudem wird das Gewebe hérter und ldsst sich leichter schneiden.
Ausschlaggebend dafiir ist eine Stabilisierung der Proteine durch Quervernetzungen der
Proteinmolekiile (Hess und Sinowatz, 2000).

Um Serienschnitte anfertigen zu kénnen, wurden die embryonalen Nieren zur Fixierung fiir
24h in Methyl-Carnoy-Losung gegeben. Das Gewebe wurde bei 4°C 24h fixiert. Fiir eine
retrograde Perfusion der postpartalen und adulten Nieren war es zundchst notwendig, die
Maiuse mittels eines Anésthetikums, kombiniert aus Ketamin (80mg/kg KG i.p.) und Xylazin
(16mg/kg KG 1i.p.) zu betduben und anschlieBend das Abdomen zu 6ffnen. Nach Préparation
der Bauchaorta wurde das Gewebe mit 3% Paraformaldehyd perfundiert. Die frisch

préaparierten Nieren wurden bis zur Einbettung in Paraffin in 70% Methanol bei 4°C gelagert.

2.2.3 Einbettung von Nierengewebe in Paraffin

Bevor die Nieren in Paraffin iiberfilhrt werden konnten, wurden sie in spezielle
Gewebeeinbettkassetten gegeben und anschliefend in einer Methanolreihe mit aufsteigender
Konzentration (zweimal 70%, zweimal 80%, zweimal 90% und zweimal 100%, jeweils fiir 30
min) entwéssert. Daraufhin wurde zweimal mit Isopropanol absolut bei Zimmertemperatur
und einmal mit Isopropanol absolut im Wiarmeschrank bei 45°C fiir je 30 min gespiilt.
AnschlieBend wurden die Priparate in ein 1:1-Gemisch aus Isopropanol und Paraffin bei 55°C
fiir weitere 30 min gegeben. Im Folgenden wurden die Nieren zweimal fiir mindestens 24h im
Wirmeschrank bei 60°C inkubiert und abschlieBend bei Endtemperatur in heilem Paraffin in
Silikonformen eingebettet. Nach dem Abkiihlen bei Zimmertemperatur {iber Nacht konnten
die gehérteten Blocke auf Holzblockchen aufgeklebt und mittels eines Rotationsmikrotoms
Sum dicke Paraffinschnitte angefertigt werden. Diese wurden zum Entfalten in ein 40°C
warmes Wasserbad gelegt und auf Superfrost Objekttrager gezogen. Die Objekttrager wurden
tiber Nacht bei 40°C im Wérmeschrank getrocknet. So konnten die Objekttriager langfristig

gelagert werden.
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2.2.4 Immunhistochemische Farbungen

Féarbungen auf Basis der Immunhistochemie beruhen darauf, dass antigene Komponenten auf
den Nierenschnitten mittels eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht werden konnen.
Die Antigene werden hierfiir zundchst mit einem primdren Antikorper inkubiert, der
spezifisch deren Oberfldche erkennt. Ein weiterer sekundérer Antikdrper bindet nun an den
Fc-Teil des ersten Antikorpers. Der zweite Antikorper ist mit einem Fluorophor gekoppelt.
Mithilfe von Licht entsprechender Wellenliange kann das Fluorophor des Antigen-Antikorper-
Komplexes angeregt werden und beginnt schlieBlich zu leuchten.

Alle rot markierten Antikorper in der Liste Antikérper wurden nach folgendem Protokoll

behandelt:

Entparaffinieren:

Mithilfe einer Alkoholreihe wurden die Gewebeschnitte zundchst vom Paraffin befreit:
* 2x 10 min Waschen der Priparate in Xylol
* 3x 5 min Waschen der Préparate in Isopropanol

e kurzes Schwenken in PBS

Férbeprotokoll:

* 3x 5 min waschen der Priparate in PBS-Puffer auf dem Schiittler

* 20 min Blockieren mit 3% H,0, in Methanol (optional nur bei Embryonalnieren)

* 30 min Blockieren mit 10% HS und 1% BSA in PBS bei RT (Abschwichung
unspezifischer Bindungen)

* Inkubation der 1. AK {iN bei 4°C in einer geschlossenen, feuchten Kammer
(Verdiinnung der 1. AK in Blockierldsung)

* am folgenden Tag: 3x 5 min Waschen der Schnitte in PBS mit 1% BSA

* Inkubation der 2. AK 2h bei RT im Dunkeln
(Verdiinnung der 2. AK in PBS/1%BSA)

* 3x 5 min Waschen der Préparate in PBS im Dunkeln

Abschliefend wurden die Préparate auf den Objekttrigern mit Glycergel eingedeckelt. Der in
der Liste Antikérper griin unterlegte Antikorper ROMK 1 wurde nach dem Waschen in PBS-
Puffer zusitzlich fiir 40 min in Tris-EDTA Losung bei 95°C gekocht. Nach dem Abkiihlen

auf Raumtemperatur wurde mit ihm geméaf Féarbeprotokoll verfahren.
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2.2.5 3D-Rekonstruktion

Bildaufnahme und Digitalisierung

Nierenschnitte von embryonalen, postpartalen und adulten Méusen wurden, wie oben
beschrieben, angefertigt und mittels primidren und sekundédren Antikdrpern dreifach
immunofluoreszent gegen Aktin, Renin und Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 (AT;) angeférbt.
Die Bilder wurden an einem Axiovert200M-Mikroskop mit motorisierter Objektauflage, einer
Schwarz-Weill CCD-Kamera (AxioCam MRm) und der Software Axiovision Rel.4.7 von
Zeiss aufgenommen.

Die Serienschnitte fiir die Rekonstruktionen wurden mit einer 100-fachen
(Objektiv 10x / Kamera 10x) VergroBerung aufgenommen, Detailansichten mit 200- und 400-
facher Vergroferung.

Ab einer bestimmten GroBle von Méusen entsprechenden Alters konnte der Nierenschnitt
nicht mehr auf ein einzelnes Bild projiziert werden. Es wurden mehrere Bilder desselben
Schnittes von Axiovision mit einer Uberlappung von mindestens 15% zusammengesetzt.
Dieser Vorgang wird als Stiching bezeichnet.

Zudem verfiigt das verwendete Mikroskop tiber diverse Fluoreszenzfilter zur Anregung der
jeweiligen Fluorophore der sekundédren Antikorper. Bei der Verwendung von Cy2 wurden die
jeweiligen Fluoreszenzen mit Licht der Wellenlinge 450-490nm angeregt, das jeweilige
Signal war bei einer Emission von 500-550nm in griin sichtbar. Entsprechend erschien ein
Signal unter Verwendung des Rhodamin-(TRITC)-Filters als rot (Emission 570-640nm),
wenn die Fluoreszenzen mit Licht der Wellenldnge 533-558nm angeregt wurden. Es
entstanden dabei je nach Wellenldnge entsprechende 1-Kanal Bilder, die dann von der
Software zu einem Gesamtbild zusammengefiigt wurden. Gespeichert wurde das so

entstandene Bild als tagged image file Datei, kurz TIF.
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Bildstapelerstellung mittels Image J

Um aus den verschiedenen Bildserien eine exakte Rekonstruktion der Niere mittels Amira
herstellen zu konnen, war es notwendig, die Aufnahmen zunichst auf Bildstapel gleicher
GroBe und Abmessung, den sogenannten stacks, zu bringen. Kleineren Bildern im stack
wurde dabei ein schwarzer Rahmen angefiigt (Abb.2.1). Die Bilderabfolge wurde als

sogenannte /mage Sequence gespeichert.

Bild A — Bild A

Einzelbilder — Stack

Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Bildung eines Stacks

Nach der Entstehung einer entsprechenden Image Sequence wurde der Gesamtstapel durch die
RGB.Split-Funktion des Image J Programms in drei Stapel fiir die jeweiligen Einzelsignale
zerlegt, um in Amira durch die Grauwertabstufung der Signale in den einzelnen Stapeln eine

exakte Rekonstruktion erstellen zu konnen.

3D-Rekonstruktion mit Amira

Die erstellten Bildstapel der einzelnen Signale wurden in die Amira 4.1.2 Visualization
Software importiert. Um die zweidimensionalen Bildstapel in eine dreidimensionale Grafik
umzuwandeln, musste die tatsdchliche BildgroBe (in um) der Grofe der jeweiligen Pixel
angepasst werden. Dieses Verhiltnis ist abhdngig von Kamera und Objektiv. Bei einer
zehnfachen VergroBerung entspricht ein Pixel einer Abmessung von 1x1pm. Somit lief sich
mithilfe der Ausdehnung des stacks (entspricht der Lédnge und Breite der jeweiligen Bilder),
der Bilderanzahl und der Schichtdicke des jeweiligen Gewebes (in diesem Fall handelte es
sich um 5pm dicke Schnitte) die maximale Ausdehnung des Datensatzes in allen Raumebenen
festlegen. Dieser wird als Boundingbox bezeichnet. In diesem Zusammenhang wird auch nicht
mehr von Pixel, sondern von Voxel gesprochen. Ein Voxel entspricht somit dem Wert

Ix1x5pm. Fiir eine genaue Rekonstruktion der Niere ist es notwendig, dass die Schnitte exakt
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iibereinanderliegen. Hierfiir wurde mithilfe des Glattmuskelaktin-Bildstapels Aufnahme fiir
Aufnahme exakt zueinander in allen Orientierungen ausgerichtet. Der Aktinbildstapel ist dafiir
gut gegeignet, da er aufgrund der zahlreichen aktinpositiven Bereiche einen passenden
Hintergrund bietet, die Schnitte genau {ibereinander zu projizieren. Dieser Bildstapel diente
nun als Referenz zum Ausrichten des Renin- und AT;-Bildstapels. Dieser Schritt geschah in
der Regel automatisch, wurde jedoch auf eventuelle Verzerrungen in den jeweiligen
Aufnahmen iiberpriift und gegebenenfalls von Hand korrigiert.

Nach dem Ausrichten der Bilder mussten die Daten segmentiert (gelabelt) werden. Dafiir
standen verschiedene Tools, wie z.B. Magic Wand oder Brush zum Markieren der einzelnen
Signale oder Fill Holes zum Fiillen von Loéchern in den einzelnen Markierungen zur
Verfligung. Erschien die Rekonstruktion als zu kantig, gab es die Moglichkeit mithilfe von
Smooth Labels die Oberfldche zu glatten. War ein Schnitt unvollstdndig oder fehlte géanzlich,
gab es die Mdoglichkeit, mittels des Tools Interpolate das fehlende Signal ergdnzen zu lassen.
Markierte Signale werden als Labels bezeichnet, alle Signale aus einem 1-Kanalbildstapel als
Labelfield. Grundlage fiir die Markierungen waren die unterschiedlichen Graustufen der
einzelnen Signale. Diese wurden mit dem Tool Surface Gen in eine dreidimensionale
Oberfliche umgewandelt. Aus dem Aktin-Labelfield entstand auf diese Weise eine 3D-
Rekonstruktion des NierengefdBbaumes. Generierte man die Oberfldchen fiir die Signale des
Renin und AT;-Bildstapels dazu, lieBen sich Aussagen iiber deren Hiufigkeit, Verteilung und
Lagebeziehung in den jeweiligen Entwicklungsstadien treffen. Der Aktin-Datensatz bot
zudem einen weiteren Vorteil; durch die Eigenfluoreszenz des Gewebes lieBen sich
Strukturen wie Glomeruli, die Nierenkapsel oder auch der Urether markieren und
rekonstruieren. Hierflir wurden die Labels als separates Labelfield in einem weiteren Material
gespeichert. Jeder so entstandenen Oberfliche konnten eine entsprechende Farbe und
Transparenz zugeordnet werden, was eine spéter folgende eingehende Auswertung der Daten

erleichtern sollte.
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Ergebnisse
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3.1 Lokalisation des Angiotensin lI-Rezeptors Typ | (AT;-Rezeptor) in Mausenieren
wadhrend der Entwicklung

Um die Lokalisation und die Expression des AT;-Rezeptors rdumlich und zeitlich genauer
bestimmen zu konnen, wurden immunhistochemische Prdparate von Maiusenieren
herangezogen und daraus 3D-Rekonstruktionen verschiedener Entwicklungsstadien
angefertigt. Verwendet wurde ein kommerziell angebotener Antikdrper gegen AT, der Firma
Santa Cruz (sc-1173). Zur besseren Orientierung wurden die Préparate neben AT, auch mit
einem Antikdrper gegen Glattmuskelaktin (Marker fiir Gefd3e) und Renin angefarbt. Die 3D-
Rekonstruktion des renalen Gefédllbaumes und die rdumliche Darstellung von Renin bildeten
die Grundlage des Vergleiches. Alle Antikdrper wurden zusammen auf die jeweiligen
Nierenserienschnitte aufgetragen und anschlieend als Fluoreszenzsignal detektiert. Mithilfe
der Rekonstruktionssoftware Amira konnten die einzelnen Signale zu einem
dreidimensionalen Bild zusammengefiigt werden, aus welchem sich Riickschliisse auf die
Verteilung und Haufigkeit wihrend der Entwicklung schlieBen lieBen. Untersucht wurden
Mausnieren am Embryonaltag 17 und 19, Nieren von Mausen am Tag 1, 3, 5 nach der Geburt
sowie Nieren von adulten Tieren. Um sich einen genaueren Uberblick verschaffen zu kénnen,
wurden zudem Rekonstruktionen einzelner Arterien in den jeweiligen Entwicklungsstadien
erstellt. Fiir Einblicke auf zelluldrer Ebene dienten histologische Firbungen. Fiir die
Rekonstruktion wurden C57/Bl6 Wildtyptiere verwendet. AuBerdem wurde auf AT;-KO
zuriickgegriffen, um eine genauere Aussage liber die Spezifitit des Antikorpers treffen zu

konnen.
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3.1.1 Verteilung des AT;-Rezeptors am Embryonaltag 17

Wie in Abbildung 3.1 zu sehen, ist in der Niere am Embryonaltag 17 (E17) eine deutliche
Expression des Signals unterhalb der Kapsel in der sogenannten nephrogenen Zone erkennbar
(s.h. Pfeile).

N

Wildtyp E17

Abb.3.1 Immunfluoreszenzdreifachfarbung an Paraffinschnitten einer Niere einer E17-Wildtypmaus. Rot, mit
Pfeilen markiert, das Signal des AT;-Rezeptors beschrinkt auf die nephrogene Zone. Blau dargestellt ist
Glattmuskelaktin, griin Renin. Die reninbildenden Zellen liegen in der Mediaschicht der Arterien. Somit kommt
es in der Firbung zu einer Uberlagerung der Signale blau und griin, beide erscheinen tiirkis. Die GroBe des

MafBstabsbalkens betragt 100pm.

In der dreidimensionalen Rekonstruktion (Abb.3.2) zeigt sich deutlich, dass sich der Rezeptor
am E17 ausschlieBlich in der nephrogenen Zone unterhalb der Nierenkapsel und weder im

Nierenkortex noch am Gefiallbaum oder den Glomeruli exprimiert wird.
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Abb.3.2 3D-Modell einer Mausniere am Embryonaltag 17 in der Seitenansicht (oben, Mafstab=200um) und der

Frontalansicht (unten, Maf3stab=300um). Rekonstruiert wurden der GefafSbaum (rot) mit dazugehodrigem Renin
(griin) und dem AT;-Rezeptor (blau). Erkennbar ist eine Verteilung des AT-Rezeptors ausschlieBlich innerhalb

der nephrogenen Zone.
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Die Rekonstruktion einer einzelnen Arteria arcuata verdeutlicht, dass sich die Verteilung des
AT;-Rezeptors in diesem Entwicklungsstadium auf die nephrogene Zone beschrinkt
(Abb.3.3). Renin erstreckt sich in diesem Stadium nahezu iiber den gesamten Gefaf3baum,
eine Kolokalisation sowohl zwischen Renin und AT, als auch zwischen Aktin und AT, ist

nicht erkennbar.

Abb.3.3 Teilrekonstruktion einer Arteria arcuata (rot) mit dazugehorigen Glomeruli (gelb), griin dargestellt ist
Renin. Der AT;-Rezeptor (blau) ist lediglich iiber dem Gefdfbaum in der nephrogenen Zone erkennbar.
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3.1.2 Verteilung des AT;-Rezeptors am Embryonaltag 19

Am Embryonaltag 19 (E19) findet man das Signal des AT,-Rezeptors, wie schon zuvor am
Embryonaltag 17, ebenfalls in der nephrogenen Zone (Abb.3.4, randstindige Pfeile).
Zusitzlich treten die Signale in den Tubuli distal gelegener Glomeruli der arcuaten Seiteniste
auf (Abb.3.5). Wie am Embryonaltag 17 erstreckt sich Renin auch an Tag 19 nahezu iiber den
gesamten GefdBbaum. Eine Kolokalisation zwischen Renin und AT; bzw. Aktin und AT; ist

aber auch in diesem Entwicklungsstadium nicht feststellbar.

Wildtyp E 19

Abb.3.4 Immunfluoreszenzdoppelfdarbung histologischer Nierenschnitte einer Wildtyp E19-Maus. Erkennbar
sind Immunreaktionen von Glattmuskelaktin in griin und des AT;-Rezeptor in rot. Neben Signalen in der
nephrogenen Zone (randstiandige Pfeile) sind in diesem Stadium Reaktionen an Tubuli im Kortex erkennbar. Der

MafBstabsbalken entspricht 100 pm.
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Abb.3.5 3D-Teilrekonstruktion eines arcuaten Astes (rot) am Embryonaltag 19. Vereinzelt ist der AT;-Rezeptor

(blau) in Tubuli der Glomeruli arcuater Seitendste nachweisbar (rote Pfeile). MaBstab=200um oberes Bild bzw.
100 pm unten. Die Reninexpression ist griin dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurde auf die Darstellung des

AT, -Rezeptorsignals in der nephrogenen Zone verzichtet.
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3.1.3 Verteilung des AT;-Rezeptors am Tag 1 nach der Geburt (pp1)

Im Entwicklungsstadium ppl befindet sich der AT;-Rezeptor in der nephrogenen Zone. Im
Vergleich zum Embryonaltag 19 zeigt sich aber eine deutlich schwécher ausgeprigte AT;-
Rezeptorexpression (Abb.3.6). Wurde der Rezeptor im Entwicklungsstadium E19
iiberwiegend in Tubuli distal gelegener Glomeruli exprimiert, ist er in ppl auch proximal
vorzufinden. Neben einer Verdnderung der Lokalisation ist auch ein deutlicher Anstieg der
AT;-Rezeptorexpression im Kortex feststellbar (Abb.3.7). Auch in diesem Stadium kommt es

zu keiner Kolokalisation zwischen Renin und AT; bzw. Aktin und AT;.

Wildtyp PP1

Abb.3.6 Immunfluoreszenzdreifachfarbung eines Nierenschnittes einer ppl-Wildtypmaus. Hundertfach
vergrofert aufgenommen. Die Abbildung zeigt Immunreaktionen von Glattmuskelaktin in griin und Renin in
blau. Die randstdndige Reaktion des AT;-Rezeptors ist hierbei schwicher ausgeprigt als im Stadium E19. Auch

im Nierenkortex sind Signale zu erkennen (siche Pfeile).
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Abb.3.7 3D-Rekonstruktion eines Gefdllbaumsausschnitts (rot) mit dazugehoérigen Glomeruli (gelb) und
Reninexpression (griin). Rote Pfeile zeigen die Expression des AT -Rezeptors (blau). Auf die Darstellung der

AT, -Rezeptorexpression in der nephrogenen Zone wird hier verzichtet.

3.13.1 3D-Detailansicht eines Glomerulus im Entwicklungsstadium pp1

In der 3D-Ansicht des rekonstruierten Glomerulus zeigt sich, dass der AT;-Rezeptor zirkuldr
um den sich in der juxtaglomeruldren Zone befindlichen Tubulus exprimiert wird (Abb.3.8).
Die afferente und die efferente Arteriole sind dabei nicht betroffen. Aus dem Tubulus
erstreckt sich der Rezeptor zudem in das extraglomeruldre Mesangium des Glomerulus. Eine

Kolokalisation mit Renin ist in der Rekonstruktion nich erkennbar.
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Abb.3.8 3D-Rekonstruktion eines Glomerulus (gelb) mit zugehoriger afferenter und efferenter Arteriole und

Kapillaren (rot). Der AT;-Rezeptor ist zirkuldr {iber den kompletten juxtaglomeruldren Tubulus verteilt. Es

besteht keine Assoziation zu den Reninzellen (griin) am Vas afferens. MafB3stab=100pm.
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3.1.4 Verteilung des AT;-Rezeptors am Tag 3 und 5 nach der Geburt (pp3/ pp5)

Abb.3.9 Immunfluoreszenzdreifachfarbung von Nierengewebeschnitten von Nieren 3 und 5 Tage alter
Wildtypmiuse. Die linke Spalte zeigt Ubersichtsaufnahmen in einer hundertfachen VergréBerung, die rechte in
einer vierhundertfachen VergroBerung. Zu sehen sind Immunreaktionen von Glattmuskelaktin in griin, Renin in

blau und AT;-Rezeptor in rot. Es besteht keine Uberlagerung der AT;- mit den Aktin- oder Reninsignalen.
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Postpartaler Tag 3

Betrachtet man zunichst die Ubersichtsaufnahme in Abb.3.9 (hundertfache VergroBerung), so
féllt auf, dass am dritten Tag nach der Geburt keine Immunreaktion fiir den AT;-Rezeptor in
der nephrogenen Zone vorhanden ist. Lediglich im Nierenkortex finden sich Reaktionen, die
vergleichbar sind mit denjenigen am ersten Tag nach der Geburt. Auf zelluldrer Ebene
betrachtet, ist festzuhalten, dass sich die Immunreaktion des AT,-Rezeptors innerhalb der
Tubuluszellen vor allem auf deren basalen Pol beschrédnkt, sich aber gleichméBig auf alle

Zellen innerhalb eines Tubulus verteilt (vierhundertfache VergroBerung).

Postpartaler Tag 5

Im Vergleich zu pp3 gibt es am postpartalen Tag 5 keine Unterschiede, was die Lokalisation
und Hiufigkeit des AT;-Rezeptors betrifft. Es findet sich keine Immunreaktion in der
nephrogenen Zone (histologische Aufnahme in hundertfacher VergroBBerung). Die Signale im
Kortex liegen in den glomerulusnahen Tubuli (vierhundertfache Vergroferung).

In der Auswertung der histologischen Bilder ist, wie bereits in den Entwicklungsstadien

zuvor, keine Kolokalisation der Signale von AT; und Renin oder AT; und Aktin erkennbar.

3.1.5 Verteilung des AT;-Rezeptors im adulten Tier

In der adulten Wildtypmaus ist im Vergleich zu den Entwicklungsstadien keine AT)-
Expression in den Tubuli feststellbar. War der Rezeptor dort vor allem in der
juxtaglomeruldren Zone vorzufinden, wird er in der ausgewachsenen Maus ausschlieBlich in
groBBen Gefdllen exprimiert. Dabei ist festzustellen, dass es an den Arteriae arcuatae zu einer
stairkeren Rezeptoranreicherung kommt. Geht man {iber die Arteriae interlobulares weiter zu
den afferenten Arteriolen, so ist ein kontinuierlicher Riickgang des Rezeptors erkennbar
(Abb.3.10 [A]). In den GefiBlen rund um die juxtaglomeruldre Zone sind keine Signale des
AT;-Rezeptors sichtbar. In den afferenten Arteriolen ist lediglich eine Anhdufung
reninbildender Zellen auszumachen (Abb.3.10 [B]). Die Verteilung des Rezeptors verlduft
ohne erkennbares Muster zirkuldr um die jeweiligen Gefdlle. Desweiteren wurde, um eine
entsprechende Kolokalisierung zwischen dem AT,-Rezeptor und Renin zu untersuchen, ein

Wildtyp mit stimuliertem RAAS verwendet.
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Auf zelluldrer Ebene betrachtet findet man den AT,-Rezeptor in der Media der Blutgefale.

Wildtyp Adult

Wildtyp Adult

Abb.3.10 Immunfluoreszenzdoppelfirbung eines Nierengewebeschnittes einer adulten Maus. Auf den
Abbildungen sind Immunnreaktionen fiir Glattmuskelaktin in griin und des AT;-Rezeptors in rot zu erkennen.

Der Rezeptor ist vor allem in groBen Gefden nachweisbar (Pfeil). Kleinere, glomerulusnahe Gefifle dagegen

sind frei von AT -Rezeptorsignalen.
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Abb.3.11 3D-Teilrekonstruktion eines Gefdfbaumes (rot) einer adulten Maus mit stimuliertem RAAS mit
dazugehorigen Glomeruli (gelb) und Reninexpression (griin). Die AT-Rezeptorexpression (blau) ist vor allem in

den groflen Gefaen (Arteriae arcuatae und Arteriae interlobularis) deutlich erkennbar.

48



3.2 Lokalisationsbestimmung des AT;-Rezeptors

Im Folgenden sollte eine genaue Bestimmung der Lokalisation des AT;-Rezeptors im
Glomerulus und im umliegenden Tubulussystem erfolgen. Dazu wurden Kofarbungen mit

entsprechenden Markern fiir die jeweiligen Nierenabschnitte angefertigt.

3.2.1 Lokalisationsbestimmung des AT;-Rezeptors im Glomerulus

CD 31 als Marker fiir das Glomerulusendothel
In Abb.3.11 wurde CD 31 als Marker fiir das glomeruldre Endothel (rot) verwendet. Das

Signal des AT;-Rezeptors (griin) {tberlagert sich nicht mit dem Signal des

Glomerulusendothels (rot).

Wildtyp PP1

Abb.3.12 Immunfluoreszenzdreifachfarbung einer Mausniere im Stadium ppl. Zu sehen sind Immunreaktionen
fir Glattmuskelaktin in blau, AT;-Rezeptor in griin und Glomerulusendothel in rot. Der Ma@stabsbalken

entspricht 20pum.
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CD 34 als Marker fiir das Glomerulusendothel
In Abb.3.13 wurde CD 34 als Marker fiir das Endothel des Glomerulus (rot) verwendet. Das

Signal des AT,-Rezeptors (griin) iiberlagert sich nicht mit dem des Glomerulusendothels (rot).
Der AT)-Rezeptor (griin) befindet sich am basalen Pol der Tubuluszellen und zieht von dort
aus in den Glomerulus. Der Versuch wurde in Nierengewebe einer ein Tag alten Maus

durchgefiihrt.

Wildtyp PP1

Abb.3.13 Immunfluoreszensdreifachfairbung einer Mausniere im Entwicklungsstadium ppl. Abgebildet sind
Immunreaktionen fiir den AT;-Rezeptor in griin, Endothel in rot und Glattmuskelaktin in blau. Es kommt zu

keinerlei Uberschneidung der Signale fiir Endothel und des AT;-Rezeptors. MaBstab=20um.
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Desmin als Marker fiir die Epithelzellen des Glomerulus

In Abb.3.14 wurde die Kolokalisation des AT;-Rezeptors mit den Epithelzellen des

Glomerulus untersucht. Eine Assoziation der Epithelzellen (rot) mit dem Rezeptor (griin) ist

nicht zu erkennen.

Wildtyp PP1

Abb.3.14 Immunfluoreszenzdreifachfarbung einer Wildtyp ppl1-Maus. Die Gefdflie im Schnitt sind blau, Epithel
rot und AT -Rezeptor griin dargestellt. Es kommt zu keinerlei Uberschneidung der Immunreaktionen der

Epithelzellen (rot) mit dem AT,-Rezeptor (griin). MalBstab=20 pm.
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3.2.2 Lokalisationsbestimmung des AT;-Rezeptors im Tubulussystem

Da der AT;-Rezeptor in Tubulusndhe exprimiert wird, sollte im Folgenden getestet werden,
um welchen Tubulusabschnitt es sich handelt. Hierfiir wurde Calbindin als Marker fiir den

distalen Tubulus verwendet, ROMK fiir den proximalen Tubulus.

Calbindin als Marker fiir das distale Tubulussystem

Abb.3.15 zeigt eine immunhistochemische Féarbung des distalen Tubulussystems mit
Calbindin als Marker (griin). Wie im Paraffinschnitt erkennbar ist, kommt es zu keiner
Deckung der Tubuli, die den AT;-Rezeptor (rot) exprimieren, und solchen, die mit Calbindin

angefarbt werden konnen. Der AT;-Rezeptor befindet sich nicht im distalen Tubulus.
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Wildtyp PP1

Wildtyp PP1

Abb.3.15 Immunfluoreszenzdreifachfarbung von Nierengewebe einer ein Tag alten Maus. Die Immunreaktionen
von Calbindin (griin mit Pfeil) iiberlagern sich nicht mit den AT;-Rezeptor exprimierenden Tubuli (rot mit

Stern). Glattmuskelaktin ist blau dargestellt. Der Mafistabsbalken entspricht 20pm.
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ROMK1 als Marker fiir das proximale Tubulussystem

Abb.3.16 zeigt eine immunhistochemische Reaktion fiir ROMKI in rot, AT;-Rezeptor in
griin. Der Rezeptor bindet an die luminale Membran des proximalen Tubulus. Am basalen Pol
dieser Zellen findet sich auch die Immunreaktion des AT,;-Rezeptors. Tubuluszellen des
proximalen Tubulussystems exprimieren den AT;-Rezeptor. Das Gewebe stammt aus der

Niere einer drei Tage alten Maus.

Wildtyp PP3

Wildtyp PP3

Abb.3.16 Immunfluoreszenzdreifachfdarbung eines Nierenschnittes einer pp3-Wildtypmaus. Die proximalen
Tubuli (rot markiert) weisen eine deutliche Immunreaktion fiir den AT;-Rezeptor (grin mit Pfeil) auf.

Glattmuskelaktin ist im Schnittbild blau unterlegt. Der MaBstab entspricht 20pm.
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3.3 Untersuchung des AT;-Rezeptors in AT defizienten Mdusen

3.3.1 Auftreten des AT;-Rezeptors in AT;,-Rezeptor-KO-Mausen

AT1,-KO-Maus am dritten Tag nach der Geburt (pp3)

Im AT;,-KO im Stadium pp3 ist kein Signal fiir den AT;-Rezeptor in der nephrogenen Zone
erkennbar. Die Immunreaktion im proximalen Tubulus unterscheidet sich in Lokalisation und

Haufigkeit nicht vom Vorkommen in der Wildtypmaus (Abb.3.17, obere Zeile).

AT1,-KO-Maus am fiinften Tag nach der Geburt (pp5)

Wie bereits im Wildtyp kommt es auch im AT;,-KO nicht zu einer AT;-Rezeptorexpression
im Bereich der nephrogenen Zone. Lediglich im Bereich proximaler Tubuli ist eine
Immunreaktion auf AT;-Rezeptor feststellbar. Diese findet man, wie im Wildtyp am basalen

Pol der Tubuluszellen. Morphologisch unterscheiden sich diese Zellen nicht von den Zellen

des Wildtyps (Abb.3.17, untere Zeile).

AT 1a-I-PP3 AT 1a-I-PP3

oum
AT 1a-I- PP5 AT1a 1 PPS

Abb.3.17 Immunfluoreszenzdreifachfirbung von Nierenschnitten AT, defizienter Méduse im Stadium pp3 und
ppS. Zu sehen sind Immunreaktionen von Glattmuskelaktin in griin, Renin in blau und AT;-Rezeptor in rot. Die
linke Spalte zeigt dabei Ubersichtsaufnahmen des jeweiligen Entwicklungsstadiums in einer hundertfachen

Vergroflerung, die rechte Spalte den jeweilig relevanten Ausschnitt in der vierhundertfachen Vergréferung.
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3.3.2 Auftreten des AT;-Rezeptors in AT(1,:p)-KO-Mausen

Wie der ppl-Wildtyp zeigt auch der AT(i.p)-KO im selben Stadium eine AT,;-Expression
sowohl in der nephrogenen Zone als auch im proximal gelegenen Tubulus. Die AT;-
Rezeptoranreicherung in der nephrogenen Zone des Doppel-KO ist weitaus weniger
ausgeprigt als in der Wildtypmaus. Hinsichtlich der Ausbildung des AT;-Rezeptors in den

Tubuluszellen sind keine Unterschiede zu erkennen.

AT 1a/b -I- PP1

AT 1a/b -I- PP1

Abb.3.18 Immunfluoreszenzdreifachfirbung einer AT,y defizienten Maus im Stadium ppl. Abb. [A] zeigt
Signale einer AT;-Rezeptorexpression (rot) sowohl tubuldr (siche Kasten) als auch in der nephrogenen Zone
(Pfeile) in einer 200-fach vergroBerten Aufnahme. In Abbildung [B] erkennt man Reaktionen von

Glattmuskelaktin in griin, Renin in blau und AT;-Rezeptor in rot. Mafistab [A]=50um, [B]=20pm.
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3.3.3 Auftreten des AT;-Rezeptors in AT,-KO Mausen

o A

o AT ko PP

Abb.3.19 Immunfluoreszenzdreifachfirbung des Nierengewebes einer AT, defizienten Maus (ppl). In der
400fachen VergrofBerung sind deutliche Immunreaktionen von Glattmuskelaktin in griin, Renin in blau und AT,

in rot erkennbar.

Auf dem Gewebeschnitt der AT, defizienten Maus sind in der 400-fachen VergroBerung
deutliche Immunreaktionen fiir AT, in proximal gelegenen Tubuli erkennbar. Hinsichtlich der
Signalstirke und Position konnen keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp ausgemacht

werden.
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4 Diskussion
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Angiotensin II (Angll) ist ein multifunktionelles Hormon, das eine {ibergeordnete Rolle in der
Regulation des Blutdruckes und der kardiovaskuldren Homdoostase spielt. Im Wesentlichen
wird die Wirkung von Angll durch dessen Rezeptoren Angiotensin II-Rezeptor Typ I (AT))
und Rezeptor Typ II (AT,) vermittelt (de Gasparo et al., 1995; Bumpus et al., 1991). Eine
genauere Charakterisierung des jeweiligen Rezeptortyps konnte erst nach Entdeckung und
Entwicklung der jeweiligen Rezeptorantagonisten Losartan (AT;-spezifisch) und PD 123319
(AT;-spezifisch) gegeben werden (Timmermans et al., 1993). Durch eine spezifische
Blockade der jeweiligen Rezeptoren wurden somit die einzelnen Effekte von Angll aufgeldst.
AT;-vermittelte Effekte von Angll waren neben Vasokonstriktion und Aldosteronfreisetzung
auch eine Stimulation des Zellwachstums (Timmermans et al., 1992, 1993). Die genaue
Funktion des AT,-Rezeptors hingegen ist noch nicht vollends aufgekldrt. Er spielt eine
mogliche Rolle in der Anti-Proliferation und Apoptose von Zellen und Vasodilatation
(Horiuchi et al., 1996, Csikos et al., 1998). Neben Herz, Gehirn und Nebenniere zdhlen die
Nieren zu einer der am hiufigsten von der Wirkung von Angll betroffenen Organe. Uber AT,
kommt es dabei zur Vasokonstriktion der renalen Blutgefile und einer verminderten
Sekretion von Renin, was letztlich zur Verminderung der glomeruldren Filtration und zum
Blutdruckanstieg flihrt. Wiahrend die Funktion und die einzelnen Auswirkungen auf den
jeweiligen Mechanismus bereits weitest gehend bekannt sind, so wird {iber die genaue Lage
des AT;-Rezeptors immunhistochemisch ausschlieBlich durch Extrapolation aus
Einzelschnitten gemutmalt. Ziel dieser Arbeit ist es, zum einen iiber histologische
Schnittbilder zum anderen iiber spezielle dreidimensionale Visualisierungsmethoden einen
Einblick iiber die Verteilung des AT;-Rezeptors in der Mausniere wihrend der Entwicklung

und im adulten Tier anhand eines kommerziell erhéltlichen Antikdrpers zu gewidhren.

4.1 Verteilung des AT;-Rezeptors wdhrend der Entwicklung

Die verschiedenen AT-Rezeptorsubtypen und vor allem deren mRNA wurden bereits in
fritheren Studien (Zhuo et al., 1995; de Gasparo et al., 1994; Edwards et al., 1993; Aguilera et
al., 1994) in einzelnen Sdugetiergruppen, jeweils in den Nieren untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass sich in adulten S&ugern (Nager, Primaten und auch Menschen) die
Verteilung des AT;-Rezeptors innerhalb einer Spezies sehr dhnelt (Zhuo et al., 1995; de
Gasparo et al., 1994; Edwards et al., 1993).
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung des AT;-Rezeptors immunhistochemisch in
den Mausnieren der Entwicklungsstadien vor der Geburt am Embryonaltag 17 und 19 sowie
am ersten, dritten und flinften Tag nach der Geburt (ppl, pp3, pp5) betrachtet. Zur
Bestimmung des AT;-Signals wurde ein Antikorper der Firma Santa Cruz (sc-1173)
verwendet. Wie in Abb.3.1, 3.2 und 3.3 zu ersehen ist, erstreckt sich das Immunsignal fiir AT,
iiber den Bereich der nephrogenen Zone. Signale innerhalb der Medulla sind nicht zu
erkennen. Am Embryonaltag 19 sind neben den AT;-Signalen in der nephrogenen Zone auch
Farbungen in Tubuli zunéchst distal gelegener Glomeruli erkennbar (s.h. Abb.3.4 und 3.5).
Shanmugam et al., 1995 und Kakuchi et al., 1995 berichten in ihren jeweiligen
Veroffentlichungen von einer Expression von mRNA und AT,-Rezeptoren in
Mesenchymzellen in der Néhe oder innerhalb der nephrogenen Zone von fetalen oder
frischgeborenen Nagern. In einem weiteren Versuchsaufbau wurde darauthin der verwendete
AT;-Rezeptor Antikorper in einer AT,-KO-Maus (ppl) untersucht und mit der jeweiligen
Wildtypmaus gleichen Entwicklungsstandes verglichen. Wie in Abb.3.6 und 3.9 zu ersehen
ist, befinden sich Wildtypsignale fiir AT; sowohl in der nephrogenen Zone als auch in Tubuli
der juxtaglomeruldren Zone. Ein Vergleich mit dem dazugehdrigen AT,-KO (Abb.3.17) zeigt,
dass dieser keinerlei Signale fiir AT, in der nephrogenen Zone aufweist, lediglich in den
Tubuli der juxtaglomeruldren Zone. Somit ist aufgrund der immunhistochemischen Methoden
eine moglicherweise félschliche Farbung der Signale fiir AT, innerhalb der nephorgenen Zone
durch den verwendeten AT;-Rezeptor nicht auszuschlieBen. Ein moglicher Grund kann eine
32%-ige Homogenitdt in der Aminosduresequenz der beiden Rezeptortypen oder deren
anndhernd gleiches spezifisches Gewicht von ca. 41 kDa im nichtglykosiliertem Zustand sein
(Mukoyama, 1993). Am dritten und flinften Tag nach der Geburt zeigen sich keinerlei Signale
mehr in der nephrogenen Zone; die Farbungen fiir AT, in Tubuli der juxtaglomeruldren Zone
bestehen weiterhin. Weitere vergleichende Studien im Hinblick auf die Verteilung des AT;-

Rezeptors wihrend der Entwicklung konnten nicht gefunden werden.

4.2 Verteilung des AT;-Rezeptors in der adulten Mausniere

Etliche Studien befassten sich bereits mit dem Auftreten diverser AT-Rezeptoren in
Blutgefdflen von Sdugetieren (Allen et al., 1990; Zhuo et al., 1994; Sechi et al., 1992; Lopez
et al., 1994). Die Verteilung der einzelnen Rezeptoren ist sehr speziesabhinging. Dabei wurde
der AT;-Rezeptor vornehmlich diffus verteilt in der Media, manchmal auch in der Adventitia

groBBer Herzgefidlle, inklusive der Aorta ascendens und der Pulmonalartieren gefunden (Zhuo
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et al., 1995). Im Gegensatz dazu fanden Tsutsumi et al. 1991 Immunsignale fiir AT,
vornehmlich in den vorderen Zerebralarterien. Signale in der Adventitia grofer renaler
Arterien und den Arteriae arcuatae und interlobares menschlicher Nieren wurden von Zhuo et
al. 1996 beschrieben. Die in dieser Arbeit betrachtete adulte Mausniere zeigt eine deutliche
Verteilung des AT;-Signals um die groBen Gefdle, allen voran A. arcuatae und A.
interlobulares (Abb.3.10, 3.11). Kleinere Gefidlle, wie afferente und efferente Arteriolen, sind
dabei signalfrei. Auch dieser Sachverhalt l4sst die Frage nach der Spezifitit des verwendeten
AT;-Antikorpers offen. Sowohl in den getesteten Entwicklungsstadien als auch in der adulten
Mausniere fanden sich keine Uberlagerungen der Immunsignale von Renin bzw. Aktin mit

AT;.

4.3 Lokalisation des AT;-Rezeptors in verschiedenen Tubulusabschnitten

Abb.3.11 und 3.12 zeigen eine trichterformige Lokalisation des AT,-Antikdrpers vom basalen
Pol der Tubuluszellen in den Glomerulus. Da Kofarbungen mit CD 31 und CD 34 als Marker
fiir das Glomerulusendothel sowie eine Farbung mit Desmin als Marker fiir die Epithelzellen
im Glomerulus keinerlei Uberlappung der jeweiligen Signale ergaben, lisst es sich auf eine
Lokalisation im extraglomeruldren Mesangium schlieen (s.h. Abb.3.11, 3.12, 3.13). Chansel
et al. demonstrierten 1992, dass die Rezeptortypen in Mesangialzellen dem AT;-Subtyp
entsprachen, indem sie mit Hilfe des Liganden ['*’I]-Sar', Ala® AnglI eine sehr hohe Affinitit
zwischen diesen beiden feststellten. Auch Zhuo 1992, 1993 stellten fest, dass es eine Bindung
von AT; sowohl an glomeruldren Mesangialzellen als auch renalen Interstitiumzellen gibt, die
zwischen den Tubuli und den Vasa recta liegen.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte die Lage des AT;-Signals im Tubulussystem ndher
charakterisiert werden. Zunidchst wurden Immunofluoreszenzdreifachfirbungen mit AT,
Renin und Calbindin als Marker fiir den distalen Abschnitt angefertigt. Die Auswertung der
histologischen Bilder ergab keine Kolokalisation zwischen Calbindin in den Tubuli und den
AT;-Signalen (Abb.3.14). Somit ist ein Vorkommen im distalen Konvolut auszuschlieBBen.
Anschliefend wurden Kofdarbungen mit ROMKI1 als Marker fiir den proximalen Tubulus
hergestellt (Abb.3.15). Es ergaben sich Ubereinstimmungen der Signale fiir ROMKI1 und
AT, was verdeutlicht, dass es sich bei den AT;-tragenden Tubulusabschnitten eindeutig um
proximale Tubulusbereiche handelt. Eine Studie von Zhuo et al., 1992 bekriftigt diese

Erkenntnisse mit dhnlichen Ergebnissen.
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4.4 Verteilung in AT defizienten Mausen

Zur Verdeutlichung der bisherigen Ergebnisse wurden immunhistochemische Farbungen in
AT defizienten Mausen durchgefiihrt. Diese Miuse wurden uns von der Arbeitsgruppe um
Thomas M. Coffman (USA) zur Verfiigung gestellt. Bei den in dieser Arbeit verglichenen
Signalen fiir AT; in der Wildtypmaus am dritten und fiinften Tag nach der Geburt (Abb.3.9,
zweite und dritte Zeile) und den jeweiligen Entwicklungsstadien der AT;, defizienten Maus
(Abb.3.17) wurden keine signifikanten Unterschiede im Auftreten und der Stirke des
Immunsignals festgestellt. Der in dieser Studie verwendete Antikorper (sc-1173) der Firma
Santa Cruz richtet sich gegen ein 15 Aminosduren langes Codesegment. Dieses Segment ist
zu 95% identisch zwischen AT;, und AT, (Herrera et al., 2013). Generell sind diese beiden
Rezeptorsubtypen beziiglich ihrer Aminoséduresequenz und ihres spezifischen Gewichtes sehr
dhnlich (94%) (Iwai et al., 1991; Kakar et al.,1992; Murphy et al., 1991). Aus diesem Grund
sollte es dem Antikdrper nicht moglich sein, AT, und AT, zu unterscheiden. Neue Studien
von Benicky et al., 2012 und Herrera et al., 2013 zeigten ein dhnliches Ergebnis.

Abb.3.18 zeigt das Auftreten des Signals in einer AT ,»-Knock-Out Maus. Wie auch in der
vorliegenden Wildtypmaus gibt es keinerlei Abweichungen des Signals. Herrera et al.
beobachteten 2013 in einer Studie ein &dhnliches Phidnomen. Sie inkubierten ebenfalls
Nierengewebe von Midusen mit demselben Antikorper (sc-1173) wie wir und fanden eine
entsprechend identische Signalexpression zwischen dem AT;-Doppel-KO und dessen
entsprechendem Wildtyp. In weiteren Versuchsreihen kamen sie letztlich zum dem Schluss,
dass der auch in dieser Arbeit verwendete Antikorper nicht unbedingt AT, sondern ein noch
nicht entschliisseltes Protein erkennt, welches in Struktur und Gewicht dem AT;-Rezeptor im
nichtglykosiliertem Zustand entspricht.

Trotz der Fragwiirdigkeit der Spezifitit des verwendeten Antikorpers ldsst sich dennoch
festhalten, dass sich das Signal im Laufe der Entwicklung einer Maus stetig weiterbildet und
letztlich auch noch im adulten Tier zu finden ist. Die Reproduzierbarkeit in den jeweiligen
Entwicklungsstadien ldsst keine Frage nach der Existenz eines Signals aufkommen,

wenngleich es dessen genaue Struktur noch zu erschlieBen gilt.
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5 Ausblick

Generell gelten Antikorper als gutes Werkzeug, um die Existenz und Verteilung von
Rezeptoren zu erschlieBen. Neueste Studien zeigen jedoch, dass kommerziell erhéltliche
Antikorper keine geeigneten Hilfsmittel sind, um auch das letzte Geheimnis des AT;-
Rezeptors zu ergriinden. Wie bereits in fritheren Studien gezeigt, ist es sehr schwierig,
hochspezifische Antikdrper gegen G-Protein gekoppelte Rezeptoren zu entwickeln
(Pradidarcheep et al., 2008; Rhodes et al., 2006; Lu X et al., 2009; Jensen et al., 2009;
Hamdani et al., 2009). Ein mdglicher Grund dafiir konnten Unterschiede in Gewicht und
Struktur des AT;-Rezeptors wihrend seiner Glykosilierung in den jeweiligen Geweben sein.
Hinsichtlich der weiteren Erforschung des AT,-Rezeptors sollte man zukiinftig auch auf
bereits erprobte Methoden, wie Northern Blot, in situ Hybridisation, RT-PCR oder
Ligandenbindungsstudien, zuriickgreifen. Herrera et al., 2013 verdeutlichten, dass bereits
verOffentlichte Ergebnisse hinsichtlich des Auftretens von AT, kritisch hinterfragt werden

sollten.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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Chemische und biologische Grofien DNase Desoxyribonuklease

E embryonaler Tag
LE. internationale Einheit EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
M molar et al. und andere (et altera)
pH pH-Wert (pondus Hydrogenii) EtOH Ethanol
U enzymatische Einheit (Unit) GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
dehydrogenase
Physikalische Grofien und Einheiten H,O bidest. zweifach entionisiertes Wasser
°C Grad Celsius H,0, Wasserstoffperoxid
g Erdbeschleunigung (gravity) HS Pferdeserum (horse serum)
g Gramm Ig Immunglobulin
h Stunde(n) 1.p. intra peritoneal
1 Liter 1P3 Inositol-1,4,5-trisphospat
d Dies (Tag) JAK Janus-Kinase
min Minute(n) JGA juxtaglomerulédrer Apparat
] Sekunde(n) JG-Zelle  juxtaglomerulédre Epitheloidzelle
A% Volumen KCl Kaliumchlorid

K>;HPO4 di-Kaliumhydrogenphosphat
Dezimale Vielfache und Teile von

Einheiten H,KPO4 Kaliumdihydrogenphosphat
MAP Mitogen aktivierte Proteinkinase
k kilo (1x10%) MD Macula densa
m milli (1x107) mRNA messenger ribonucleic acid
1) micro (1x10) NO Stickstoffmonoxid
n nano (1x107) Na Natrium
NaCl Natriumclorid
Na,HPO  di-Natriumhydrogenphosphat
Sonstige PBS phosphate buffered saline
3D dreidimensional PCR Polymerasekettenreaktion
% Prozent PDGF-8 platelet derived growth factor-beta
aSMA a smooth muscle actin PIP2 Phosphatidyl-Inositol-bisphosphat
A. Arteria(e) PKC Proteinkinase C
Abb. Abbildung PLC,PLA;, Phospholipase C, A,
ACE Angiotensin-converting Enzyme PP postpartal
AK Antikorper
Angl Angiotensin | RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Angll Angiotensin II System
AT, Angiotensin II-Rezeptor Typ 1 ~ RNA Ribonukleinsdure
AT, Angiotensin [I-Rezeptor Typ2  RNase Ribonuklease
BSA bovine serum albumin RT Reverse Transkriptase
STAT signal transducers and activators of transcription
Ca*’ Calcium TRIS Tris-(hxdroxy-methyl-)amin-
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat methan
cDNA copy deoxyribonucleic acid TRITC Tetramethylrhodamin
cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
Cy2,5 Carbocyanin V. Vena(e)
DAG Diacylglycerol VEGF vascular endothelial growth factor
DNA Desoxyribonukleinsdure z.B. zum Beispiel
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