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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Anatomie der Niere

Die Niere von Nagetieren stimmt grundsétzlich mit der Struktur der Niere von Sau-
getieren, dem Menschen inbegriffen, iiberein (Weisert, 1990). Wiahrend es sich bei
der Miauseniere jedoch um eine unipapilldre Niere handelt, besteht die menschliche
Niere aus 8-21 Einheiten.

Die Nieren befinden sich im Retroperitonealraum, umschlossen von einer grofziigi-
gen Fettkapsel, der Capsula adiposa renalis, die dem mechanischen und thermischen
Schutz des Organs dient.

Makroskopischer Aufbau: Die Nieren haben eine bohnenférmige Gestalt und besit-
zen zentral an ihrer medialen Seite eine Einziehung, das Hilum renale. Dies ist die
Eintritts- bzw. Austrittsstelle fiir die Vena renalis, die Arteria renalis, den Ureter
sowie einige Lymphgefifse und Nerven. Der Hilus erweitert sich in den Sinus renalis,
welcher das Nierenbecken (Pelvis renalis), Gefife, Nerven und Fettgewebe enthélt.
Umgeben wird die Niere von der Nierenkapsel (Capsula fibrosa), welche aus straf-
fem, geflechtartigem Bindegewebe aufgebaut ist.

Mikroskopischer Aufbau: Bei einem Schnitt durch die Niere ldsst sich schon mit
blofslem Auge eine Gliederung in Rinde (Cortex renalis) und Mark (Medulla renalis)
erkennen, die sich in Struktur und Féarbung unterscheiden (H.Hees/F. Sonowatz,
2000). Die Nierenrinde liegt von unten der Nierenkapsel an und umfasst von oben
das pyramidenformige Nierenmark. Sie enthilt die Nierenkorperchen und die gewun-
denen Teile (Pars convoluta) des Tubulussystems.

Das Nierenmark wird in eine dufiere Zone (Zona externa) mit einem Aufen- und ei-
nem Innenstreifen und eine innere Zone (Zona interna) untergliedert. Von der Basis
der Markpyramide aus ziehen Markstrahlen bis in die Rinde und unterteilen hier-
durch den Kortex in die sogenannten Rindenlabyrinthe. Die Pyramidenspitze, die
Papille, ragt ins Nierenbecken (Pelvis renalis) und wird von diesem allseits umschlos-
sen. Die Papille wird in der Langsrichtung von Sammelrohren, Intermedidrtubuli und
Blutkapillaren durchzogen (Junqueira et al., 2002; Weisert, 1990).

Die strukturelle und funktionelle Einheit der Niere stellt das Nephron dar (Abb.
1.1). Es besteht aus dem Nierenkorperchen (Corpuscum renale = Malpighisches
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Korperchen) und dem sich anschlieflenden Tubulussystem (Tubulus renalis). In je-
des Nierenkorperchen miindet eine afferente Arteriole, die sich am Geféfpol in ein
Kapillarknduel (Glomerulus) mit zahlreichen anastomosierenden Kapillarschlingen
teilt und als efferente Arteriole ebenfalls am Geféafspol das Nierenkorperchen wieder
verlédsst. Die Filtrationsflache ist durch die Schlingenbildung der Glomeruluskapilla-
ren vergrofert (Junqueira et al., 2005).

Tubulus distalis

S Macula densa

I
afferente

Arteriole " efferente Arteriole

Juxtaglomerulére -

Zell
e Gefalpol

Bowman sche

Kapsel Podozyten

Lumen
capsulae

i@

= proximalis

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Glomerulus (Abbildung nach
Junqueira, 2002)

Die Kapillarschlingen werden vom Mesangium gestiitzt. Hierbei handelt es sich um
verzweigte, kontraktile Mesangiumzellen und der sie umgebenden Mesangiumma-
trix. Eine besondere Stabilisierung der Wande erscheint nétig, da das transmurale
Druckgefille bei den glomeruldren Kapillaren hoher ist als bei iiblichen Kapillaren
(Lillmann-Rauch, 2006). Das Mesangium setzt sich nach aufen fort in das extra-
glomeruldre Mesangium, welches zwischen afferenter und efferenter Kapillare und
Macula Densa zu liegen kommt. Die Macula Densa beschreibt einen Teil des dista-
len Tubulus mit schmalen, hochprismatischen Zellen mit dichtgelagerten Zellkernen,
welcher Verbindung zum zugehorigen Glomerulus hat. Das extraglomeruldre Me-
sangium ist neben der Macula Densa und den juxtaglomeruliren Zellen Bestandteil
des juxtaglomeruldren Apparates. Hierbei handelt es sich um eine am Gefafspol der
Glomerula gelegene Struktur, die im Dienste von renalen und extrarenalen Regu-
lationsvorgéngen steht (H.Hees/F. Sonowatz, 2000). Die juxtaglomeruldren Zellen
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sind granulierte, modifizierte glatte Muskelzellen, die ihre typische Lokalisation in
der Wand der afferenten Kapillare kurz vor Eintritt in den Gefdfpol haben. Sie ent-
halten in Sekretgranula verpackt das vasoaktive Hormon Renin.

Umgeben wird das Glomerulus von der sogenannten Bowman‘schen Kapsel (Cap-
sula glomeruli). Thr viszerales Blatt wird von speziellen Zellen, den sogenannten
Podozyten gebildet, welche mit fulférmigen Fortsidtzen die Kapillaren umfassen.
Ihr parietales Blatt besteht aus einem einschichtigen Epithel, welches am Harnpol
in das Tubulusepithel iibergeht. Zwischen viszeralem und parietalem Blatt befin-
det sich der Kapselraum, in dessen Mitte die Filtration des Blutplasmas erfolgt.
Das Filtrat muss hierbei drei Schichten iiberwinden. Zwischen Gefaflumen und dem
Kapselraum liegen das Kapillarendothel, die Basalmembran und das viszerale Blatt
der Bowman‘schen Kapsel. Das Endothel der Kapillaren ist vom fenestrierten Typ,
dessen Fenster mit einem Durchmesser von 50-100 nm nicht von einem Diaphragma
verschlossen sind. Das Glykoproteingeflecht der anschliefenden Basallamina besitzt
eine Maschenweite von 6-9 nm und wirkt als Ultrafilter. Das von den Podozyten
gebildete innere Blatt enthilt Schlitzporen von <50 nm Weite, die zwischen den
nebeneinanderliegenden Podozytenfortsitzen entstehen. Durch diesen Filter presst
der hydrostatische Kapillardruck den Primérharn, ein proteinfreies Ultrafiltrat des
Blutplasmas, in das Lumen des Nephrons. Substanzen mit einem Molekulargewicht
von weniger als 70 kDa werden von diesem Filter vollstandig zuriickgehalten (Weh-
ner et al., 2007).

Der Priméarharn verlasst das Nierenkoérperchen iiber den Harnpol in das Tubulussys-
tem (Abb. 1.2). Dieses wird in unterschiedliche Abschnitte unterteilt, beginnend mit
dem proximalen Tubulus. Er besteht aus einem stark gewundenen Teil (Pars convo-
luta oder Pars contorta), welcher sich im Rindenbereich befindet und einem kurzen,
geraden Teil (Pars recta), welcher im Mark lokalisiert ist. Der proximale Tubulus geht
in den Intermediédrtubulus (Tubulus attenuatus) iiber, der einen absteigenden Teil
(Pars descendens) und einen aufsteigenden Teil (Pars ascendens) besitzt. Er setzt
sich fort in den distalen Tubulus, der zunédchst mit einem geraden Teil (Pars recta)
im Mark aufsteigt und mit der Macula Densa den Gefiafipol seines Glomerulus be-
rithrt und schlieflich in einen gewundenen Teil (Pars convoluta oder Pars contorta)
tibergeht, welcher ausschlieflich im Rindenlabyrinth zu liegen kommt (Liillmann-
Rauch, 2006). Die Pars recta des proximalen Tubulus, der Intermedidrtubulus und
Pars recta des distalen Tubulus werden auch als Henle-Schleife bezeichnet. Im pro-
ximalen und distalen Tubulus findet der iiberwiegende Teil der Resorptionsvorgéinge
statt, welche zur Bildung des Sekundirharnes beitragen. Uber den Verbindungstu-
bulus wird der Harn in das Sammelrohr (Tubulus renalis colligens) weitergeleitet.
Das Sammelrohr zieht von der Nierenrinde aus durch das Nierenmark und vereinigt
sich mit weiteren Sammelrohren in der Zona interna des Marks zu den Ductus pa-
pillares, welche an der Papillenspitze in das Nierenbecken miinden (Junqueira et al.,
2002; Weisert, 1990). Uber Ureter, Harnblase und Urethra wird der Harn schlieflich
abgelassen.
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1.2 Das Blutgefafisystem in der adulten Mausniere

Die Niere ist eines der am besten durchbluteten Organe. Auf sie entfallen 20-25%
des Herzzeitvolumens. Hierbei ist die Anatomie des renalen Blutgefiafsystems ein-
zigartig und entscheidend fiir die Funktion der Niere.

Die Arteria renalis geht beidseits direkt aus der Bauchaorta hervor und tritt im
Nierenhilus ein, hierbei teilt sie sich bereits in einen ventralen und einen dorsalen
Ramus. Im Sinus renalis erfolgt eine weitere Aufteilung in zwei Aste, die Arteriae
interlobares, die in das Nierenparenchym eindringen und ein Stiick in die Peripherie
ziehen (H.Hees/F. Sonowatz, 2000). Thr Versorgungsgebiet umfasst ein Nierenseg-
ment, wobei einige wenige Segmentarterien auch auf benachbarte Nierensegmente
iibergehen (Sauter et al., 2008; Weisert, 1990).

Glomerulum
Corpusculum renale

Tubulus contortus proximalis

Arteriola afferens

Arteriola efferens |, Tubulus contortus

“asa capillaria distalis

Yena interlohularis i

Arteria interlobularis

Tubulus rectus proximalis ? Cortex renis

Tubulus rectus distalis
Tuhulus attenuatus s

- Tubulus renalis

Arteria arcuata colligens

“Wena arcuata

Arteriolae rectae } Medulla renis

X 5 £ 23 e B PRESLS P00 T P P 5 e e Y

Papilla renalis
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Blutgefifsystems (Gray’s Ana-
tomy)

Von den Arteriae interlobares entspringen die Arteriae arcuatae, die bogenférmig
an der Mark-Rinden-Grenze verlaufen und sowohl Mark wie auch Rinde versorgen

4



KAPITEL 1. EINLEITUNG

(Abb. 1.2). Im Bereich des Kortex gehen die arcuaten Seitenéste und Arteriae inter-
lobulares als Aste der Arteriae arcuatae hervor. Von ihnen gehen in unregelmifigen
Abstédnden die afferenten Arteriolen ab, welche im Glomerulus ein Kapillarkniuel,
die glomeruldren Kapillaren bilden. In diesen Geféfsschlingen findet die Ultrafiltra-
tion des Blutplasmas statt.

Die Kapillarschlingen verlassen das Glomerulus als efferente Arteriolen, die sich
wiederum erneut aufzweigen. Der Durchmesser der afferenten Arteriolen ist deutlich
grofser als derjenige der efferenten Arteriolen. Dies trigt zur Aufrechterhaltung des
Filtrationsdrucks innerhalb der Glomeruli bei (Sauter et al., 2008). Je nach Loka-
lisation der Glomeruli innerhalb der Niere, ob subkapsuldr oder mark-nah gelegen,
nehmen die efferenten Arteriolen unterschiedliche Wege. So geben die efferenten Ar-
teriolen oberflichlich gelegener kortikaler Glomeruli die peritubuliren Kapillaren ab,
die ein Gefafinetz um die Tubuli in der Nierenrinde bilden. An die efferenten Arte-
riolen aus tiefer gelegenen Glomeruli, den sogenannten juxtamedulliren Glomeruli
setzen die Vasa recta an, welche parallel zu den Henle-Schleifen und Sammelrohren
zur Papille absteigen und ebenso wieder zur Mark-Rindengrenze aufsteigen (Jun-
queira et al., 2005). Sie bilden hierbei ein zweites Kapillargebiet, welches der Harn-
konzentration und dem Abtransport in der Medulla resorbierter Stoffe dient und
versorgen zudem das Nierenmark (Leonhardt et al., 1987).

Der ventse Abfluss der Vasa recta und peritubuléren Kapillaren erfolgt schlieflich
iiber die Venae interlobulares, die das Blut {iber die Venae arcuatae und Venae inter-
lobares zur Vena renalis leiten (Abrahamson et al.; 1991; Anderhuber and Weiglein
1992; Klinke und Silbernagel, 1996).

1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (Abb. 1.3) dient der Aufrechter-
haltung des Blutdrucks und der Salz-Wasser-Homdoostase (Davis and Freeman, 1976;
Wagner and Kurtz, 1998). Somit setzen das Unterschreiten einer kritischen Blut-
druckgrenze an Barorezeptoren des Vas afferens, eine zu niedrige Natrium-chlorid-
Konzentration am distalen Tubulus oder die Stimulierung der juxtaglomeruldren
Zellen durch das sympathische Nervensystem durch die Ausschiittung von Renin
aus der juxtaglomeruldren Zelle eine Signalkaskade in Gang.

Renin fungiert als Aspartylprotease und spaltet vom Glykoprotein Angiotensinogen,
welches von der Leber synthetisiert und in das Blutplasma sezerniert wird, das bio-
logisch inaktive Dekapeptid Angiotensin I (ANG I) ab. Angiotensin I wiederum wird
hauptséchlich durch das an der Oberfliche der Endothelzellen der Lungenkapillaren
befindliche Angiotensin Converting Enzym (ACE) unter Abspaltung eines Dipep-
tids am C-terminalen Ende, zum Oktapeptid Angiotensin II (ANG II) hydrolisiert
(Unger et al., 1996). Angiotensin II stellt den eigentlichen physiologischen Effektor
des Systems dar (Levens et al., 1981). Die Signalweiterleitung erfolgt iiber ANG II-
Rezeptoren, wobei verschiedene Subtypen unterschieden werden miissen, von denen
der AT;- und der ATy-Rezeptor die Wichtigsten darstellen. Eine weitere Unterglie-
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derung des AT -Rezeptors in ATy ,- und AT;,-Rezeptoren besteht.

—
Aldosteron | +——— | Angiotensin II

|

Na und Wasser- Vasokonstrlktlon
retentlon

Extrazellulires Volumen Blutdruck
Homoostase

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Signalkaskade des RAAS

Im adulten Lebewesen wird der AT -Rezeptor wesentlich stirker exprimiert als der
ATy-Rezeptor (de Gasparo et al., 2000). Die vom AT;-Rezeptor vermittelten Effek-
te haben iiber unterschiedliche Wege Einfluss auf Blutdruck und den Salz-Wasser-
Haushalt mit dem Ziel einen stabilen Kreislauf und eine ausreichende glomerulére
Filtration zu gewahrleistet. Die Aktivierung des AT,-Rezeptors an den Endothel-
zellen der Geféfse hat eine Vasokonstriktion und somit eine Erhohung des Gefak-
widerstands zur Folge. Eine systemische Vasokonstriktion erfolgt iiber die ANG 11
vermittelte Aktivierung des Kreislauf-Zentrums im Hypothalamus. Auferdem 16st
ANG IT im Hypothalamus eine vermehrte ADH-Sekretion und Durstgefiihl aus und
fordert den NaCl-Appetit (Silbernagl et al., 2007).

Eine weitere Wirkung von ANG II vermittelt durch den AT;-Rezeptor findet an den
Zellen der Nebennieren statt. Hier kommt es in der Zona glomerulosa der Nebennie-
renrinde zur vermehrten Synthese und Sekretion des Mineralocorticoids Aldosteron,
welches zu erhohter Kochsalz- und Wasserriickresorption in den Nierentubuli fiihrt.
Im Nebennierenmark erfolgt die vermehrte Freisetzung von Adrenalin, was iiber
dessen vasokonstriktorische Wirkung ebenfalls eine Erh6hung des Gefafiwiderstands
und somit des Blutdrucks bewirkt. Ist der Sollblutdruck wieder erreicht, so norma-
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lisiert sich die Reninausschiittung.

Eine Hemmung der Reninausschiittung erfihrt das RAAS im Sinne einer negativen
Riickkoppelung. Hierbei wirken ANG II und Aldosteron inhibitorisch auf die juxta-
glomeruldren Zellen.

Die Aktivitdt des RAAS hangt unter physiologischen Bedingungen in erster Linie
von der Reninsynthese und -sekretion ab. Angiotensinogen und ACE sind im ge-
sunden Individuum im Uberangebot vorhanden, so dass die Reninkonzentration im
Blut den limitierenden Faktor darstellt (Kurtz, 1989; Mercure et al., 1998; Peters
and Clausmeyer, 2002).

Die Funktion des AT,-Rezeptors war lange Zeit ungeklért. In den letzten Jahren er-
scheinen vermehrt Studien, die sich mit dessen Struktur und Funktion befassen. So
ist inzwischen bekannt, dass ANG IT an beide Rezeptorsubtypen mit anndhernd glei-
cher Affinitét bindet, obwohl diese lediglich eine 30-34%ige Homologie aufweisen (de
Gasparo et al., 2000). Die Funktion des ATy-Rezeptors unterscheidet sich allerdings
mafkgeblich von denen des AT,-Rezeptors. So werden bisher eine anti-proliferative
Wirkung auf Endothelzellen, ein gewebeprotektiver Effekt fiir neuronales Gewebe,
Herz, Niere und weitere Organe und eine antiinflammatorische Wirkung beschrieben
(Steckelings, 2011).

Neben dem renalen RAAS konnten in zahlreichen weiteren Organen lokale Renin-
Angiotensin-Systeme nachgewiesen werden (Paul et al., 2006). Die jeweilige lokale
Funktion der unterschiedlichen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systeme sind jedoch
noch nicht vollstdndig geklart.

1.4 Reninsynthese und -sekretion

Die Struktur des Reningens wurde bereits erfolgreich fiir verschiedene Spezies ana-
lysiert und charakterisiert. Sequenzanalysen zeigten grofe Ubereinstimmungen zwi-
schen den unterschiedlichen Arten. So besteht das Reningen von Maus, Ratte und
Kaninchen aus 8 Introns und 9 Exons. Mensch und Schaf besitzen ein zustétzliches
Exon (Exon 5A), das drei weitere Aminoséuren kodiert (Castrop et al., 2010; Dzau
et al., 1988).

Eine Besonderheit ist die Existenz eines zweiten reninkodierenden Genortes bei ei-
nem Teil der Mausepopulation. So besitzen einige Labormausstdmme zwei Reninge-
ne Ren-1D und Ren-2 (129Sv), wohingegen andere Stdmme lediglich ein Reningen,
das Ren-1C (C57BI6), aufweisen. Man erklért sich das zusétzliche Reningen durch
eine vor circa drei Millionen Jahren stattgefundene Genduplikation (Dickinson et
al., 1984; Holm et al., 1984). Das Genprodukt des Ren-2-Gens wird hauptséchlich
in den submandibuldren Driisen exprimiert und besitzt im Gegensatz zum Ren-
1C und Ren-1D-Genprodukt keine Glykosylierungsstellen und wird aufgrunddessen
nicht reguliert exozytiert, sondern konstitutiv sezerniert (Dzau et al., 1988; Morris,
1992).

Die Reninsynthese in den JG-Zellen beginnt mit der Transkription und Translation
unter Erhalt des Préprorenin-Proteins (Abb. 1.4). Dieses wird unter Abspaltung der
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Reninsynthese und —sekretion
(Abbildung Schweda et al., 2007)

Signalsequenz in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums verlagert. Das hier-
durch entstandene enzymatisch inaktive Prorenin gelangt zur weiteren Modifzierung
und Verpackung in sekretorische Vesikel in den Golgi-Apparat (Morris, 1992; Schwe-
da et al., 2007). Hier wird es entweder als inaktives Renin mittels kleiner Vesikel kon-
stitutiv sezerniert oder zur regulierten Exozytose durch Mannose-6-Phosphatreste
zundchst glykosyliert und anschlieffend mittels Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren in
prélysosomale Kompartimente transportiert (Bader and Ganten, 2000; Chao et al.,
1990; Faust et al., 1987). Das Prorenin wird an dieser Stelle in Speichervesikel ver-
packt und im Innern dieser Vesikel unter Verkiirzung des N-Terminus um 46 Ami-
nosduren in die enzymatisch aktive Form iiberfiihrt (Schweda et al., 2007; Taugner
et al., 1987). Die Renin-Vesikel gelangen zur Zellmembran und fusionieren zu dicht-
bepackten Granula, die durch ihre hohe Anzahl der JG-Zelle ihre typische kubische
Form und ihr gekorntes Aussehen verleihen. Bei einer regulierten Exozytose ver-
schmelzen die Speichergranula mit der Plasmamembran und entlassen das Renin in
die Blutbahn (Skott et al., 1986; Taugner et al., 1984). Die Sekretion erfolgt hierbei
schubweise nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip (Peti-Peterdi et al., 2004).

1.5 Regulation der Reninsynthese und -sekretion

Die Synthese und Sekretion von Renin in den juxtaglomeruliren Zellen der Niere
war bereits Bestandteil zahlreicher Studien, die eine Fiille an Regulationsmechanis-
men zum Erhalt der Salz- und Wasserhomdostase zum Vorschein brachten. Diese
komplexen Vorgange finden sowohl auf zelluldrer Ebene, wie auch auf klassischen
physiologischen Wegen statt.

Die bedeutendsten Regulationsmechanismen sollen im Folgenden beleuchtet werden.
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1.5.1 Faktoren der physiologischen Regulation
1.5.1.1 Blutdruck

Der Organismus ist bestrebt einen ausreichenden renalen Perfusionsdruck aufrecht
zu erhalten. Kommt es nun im Rahmen eines generellen Blutdruckabfalls oder be-
dingt durch eine Stenose der Arteria renalis zum Absinken des renalen Perfusions-
drucks, hat dies eine gesteigerte Reninexpression und Reninsekretion zur Folge. Ein
erhohter Blutdruck fithrt hingegen zur Hemmung der Reninfreisetzung (Skinner et
al., 1964). Es wird vermutet, dass dieser Effektt durch einen bisher nicht naher ge-
klarten Barorezeptor vermittelt wird. Untersuchungen legen die Annahme nahe, dass
es sich hierbei um einen in der Niere selbst lokalisierten Barorezeptor handeln muss,
da Versuche an der isoliert perfundierten Niere ebenfalls einen blutdruckabhéngi-
gen Effekt der gesteigerten, bzw. gehemmten Reninsynthese und -sekretion ergaben
(Bock et al., 1992; Scholz et al., 1994).

Weitere Forschungsgruppen befassten sich mit blutdruckassoziierten Mechanismen
auf zelluldrer Ebene. In isolierten JG-Zellen wurde gezeigt, dass mechanische Deh-
nung, die physiologisch durch einen erhohten renalen Perfusionsdruck auf die JG-
Zellen im Vas afferens zustandekommt, eine verminderte Renin-mRNA-Synthese und
Reninsekretion zur Folge hat (Carey et. Al, 1997, Ryan et al., 2000). Im Detail ver-
mutete man, dass es zu einer erhéhten intrazelluliren Ca?t-Konzentration der Ge-
fafsmuskelzellen im juxtaglomeruldren Apparat kommt, bedingt durch den luminalen
Druckanstieg. Die dadurch ausgeltste Kontraktion fithrt zur Dehnung der Zellmem-
bran, was ein verdndertes Membranpotential zur Folge hat (Bader and Ganten, 2000;
Fray, 1976).

Auch wenn die genauen Zusammenhénge bisher noch nicht vollstédndig entschliisselt
sind, scheint die intrazellulire Ca?*-Konzentration ein unabdingbarer Faktor fiir die
Regulation der Reninsekretion zu sein (Ryan et al., 2000; Scholz et al., 1994).

1.5.1.2 Salzhaushalt und Macula Densa

Seit langem ist bekannt, dass der Salzhaushalt des Korpers einen bestimmenden
Faktor fiir die Regulation der Reninsynthese und -sekretion darstellt (Davis and
Freeman, 1976). Tiere, die unter Niedrigsalzdidt gehalten werden, zeigen eine ge-
steigerte Reninexpression und -sekretion, wohingegen Tiere unter Hochsalzdiit eine
gehemmte Reninexpression und -sekretion aufweisen (Holmer et al., 1993).

Perfusionsexperimente an mikrodissezierten JGAs, bei denen Einflussnahme durch
sympathische Innervierung oder lokale himodynamische Effekte ausgeschlossen wer-
den konnten, zeigten eine direkte Beziehung zwischen NaCl-Konzentration und Ren-
insekretion (Skott und Briggs, 1987). Die Messung der tubuldren NaCl-Konzentration
erfolgt hierbei iiber die Zellen der Macula Densa (Schnermann, 1998; Vander, 1967).
Die Macula Densa hat direkten Einfluss auf den Gefaftwiderstand von afferenter und
efferenter Arteriole iiber den tubuloglomeruldren Feedback (TGEF). So vermittelt sie
bei verminderter Salzkonzentration iiber Vasodilatation eine gesteigerte glomerulére
Filtration (Castrop et al., 2004). Uber die regulierende Funktion der Macula Densa
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auf den Salzhaushalt, hat sie Einfluss auf den Wasserhaushalt des Organismus und
demzufolge auf den systemischen Blutdruck. Somit beeinflusst sie auf unterschiedli-
che Art und Weise die Reninsynthese und -sekretion.

1.5.1.3 Das sympathische Nervensystem

Die sympathische Innervierung am Nephron erfolgt an den Glattmuskelzellen af-
ferenter und efferenter Geféfe, an proximalen und distalen Tubuli, an der Henle-
Schleife und auf JG-Zellen (Barajas et al., 1992; DiBona, 2000). Somit hat der
Sympathikus iiber verschiedene Wege Einfluss auf die Funktionen der Nephrone. Er
kann iiber a- und 35-Rezeptoren an den Geféfen Vasokonstriktion, bzw. -dilatation
bewirken, somit den Blutdruck modulieren und indirekt Einfluss auf die Renin-
produktion nehmen. Eine direkte Stimulation der Reninproduktion kann er mittels
Bi-Rezeptoren, die auf den JG-Zellen und Glomeruli nachgewiesen wurden, auf die
JG-Zellen ausiiben (DiBona, 2000; Lew and Summers, 1987). In Versuchen konnte
iiber elektrische Stimulation renaler Nervenfasern eine gesteigerte Reninsekretion
ausgelost werden. Wiahrend nach Durchtrennung dieser Nervenfasern eine verringer-
te Reninproduktion und -sekretion festgestellt wurde (Dibona, 1994). Zirkulierende
oder lokal sezernierte Katecholamine wie Adrenalin, Noradrenalin oder Dopamin
kénnen an die B;-adrenergen Rezeptoren binden und im Inneren der Zelle iiber das
stimulatorische G-Protein Gs die Andenylatcyclase und damit den cAMP-Signalweg
aktivieren. Die intrazelluldre Erh6hung des cAMPs fiihrt zum Anstieg der Reninse-
kretionsrate (Holmer et al., 1997; Kurtz und Wagner, 1999; Wagner et al., 1999).
Jedoch scheint diese direkte Beeinflussung des Sympathikus ¢rtlich auf unmittelbare
Néahe des JGA begrenzt zu sein. Kommt es im Rahmen der retrograden Rekrutie-
rung zu einer Expansion reninhaltiger Zellen auf proximal gelegene Geféifsabschnitte,
so konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung sympathischer Nervenfasern an den
rekrutierten Zellen zu keiner Stimulation fithrt (Wagner et al., 1999).

1.5.1.4 Angiotensin II

Angiotensin II nimmt iiber seine bereits erwihnten physiologischen Funktionen Ein-
fluss auf Blutdruck und Salzhaushalt und somit auch indirekt auf die Reninsekretion
im Sinne einer negativen Riickkopplung (Hackenthal et al., 1990). Einige Versuche
gaben Hinweise auf eine direkte Regulation der Reninproduktion durch ANG TII. So
kam es in der isoliert perfundierten Niere als Reaktion auf ANG II-Gabe zur Hem-
mung der Reninsekretion (Vandogen et al., 1974). Bei direkter intravenéser Gabe von
Angiotenin II war ebenfalls eine Hemmung der Reninsekretion wie auch der Renin-
genexpression zu beobachteten (Schunkert et al., 1992). Weitere Forschungsergebnis-
se zeigten eine starke Zunahme der Reninproduktionsrate nach pharmakologischer
Behandlung mit AT;-Rezeptor-Blockern oder Gabe von ACE-Hemmern (Hécherl et
al., 2001; Kono et al., 1981; Oates et a., 1972). Bei der AT,-Knockoutmaus, bei der
durch das Fehlen des AT,,-Rezeptors die durch ANG II-Bindung ausgelosten intra-
zelluldren Vorgénge nicht mehr kontrolliert aktiviert werden kénnen, kam es zu einer
massiven Rekrutierung reninbildender Zellen (Oliverio et al., 1998). Studien weisen
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darauf hin, dass eine direkte intrazellulire AT;,-Rezeptor-vermittelte Wirkung des
ANG II eher unwahrscheinlich ist. Die beobachteten Effekte werden dem Einfluss
von ANG II auf den Blutdruck und dem Barorezeptor-Mechanismus zugeschrieben
(Crowley et al., 2005).

1.5.2 Humorale und lokal sezernierte Faktoren

Neben diesen klassischen Faktoren der Reninregulation haben auch humorale und
lokal sezernierte Faktoren Einfluss auf die Synthese und Sekretion von Renin. Un-
tersuchungen belegen die Stimulation der Reningenexpression und Reninsekretion
durch Adrenomedullin, Bradykinin, das Calcitonin Gene related Peptide (CGRP),
Dopamin, Histamin, NO, die Prostaglandine PGE2 und PGI2, sowie Thyroxin und
Triiodthyronin (Chen et al., 2007; Hackenthal et al., 1990; Jensen et al., 1997; Keeton
und Campell, 1980; Kurtz et al., 1988; Schwertschlag und Hackenthal, 1982). Eine
hemmende Wirkung auf das Reninsystem haben hingegen Adenosin, das atriale na-
triuretische Peptid (ANP), Endothelin, Interleukin-1 und -6, der platelet activating
factor (PAF), TGF-RII, der Tumor Necrosis Factor TNFa oder auch das Hormon
Vasopressin (Hackenthal et al., 1990; Kageyama 1990; Keeton und Campell, 1980;
Kurtz et al., 1986; Kurtz et al., 1988; Petrovic et al., 1997; Pfeilschifter et al., 1985;
Pietri et al., 2002; Scholz et al., 1995; Todorov et al., 2002;).

1.5.3 Faktoren der zelluliren Regulation

Auf zelluldrer Ebene findet die Steuerung der Reninproduktion iiber die klassischen
Second-Messenger-Systeme cAMP, cGMP und Calcium statt.

1.5.3.1 Der cAMP-Signalweg

Unter den intrazelluldren Signalwegen, die in Verbindung mit der Regulation der
Reninsekretion stehen, ist die cAMP-Signalkaskade, die am meisten etablierte (Hack-
enthal et al., 1990). Die Aktivierung des cAMP-Signalwegs erfolgt iiber Liganden-
bindung an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (Chen et al., 2007; Neubauer et
al., 2009). Aktivatoren des Systems sind hierbei Calcitonin-related peptide (CGRP),
Prostaglandin E2 (PGE2) und 12 (PGI2), Prostazyklin und B-adrenerge Aktivatoren
(Kurtz, 1989). Nach Bindung an den Rezeptor erfolgt die Ubertragung des Signals
auf das membranstandige stimulierende G-Proteins Gs. Das G-Protein ist aus den
drei Untereinheiten o, 8 und y aufgebaut. Im aktivierten Zustand dissoziiert die o-
Untereinheit von dem By-Komplex und diffundiert zu der membranstéindigen Ade-
nylatcyclase, die sie aktiviert. Diese wiederum katalysiert die Bildung von cAMP
aus ATP. Somit kommt es zu einem cAMP-Anstieg in der Zelle. CAMP verhindert
die Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum und reduziert die
Calcium-Permeabilitit der Zellmembran, was einen positiven Effekt auf die Renin-
sekretion hat (DellaBruna et al., 1993). Uberdies aktiviert cAMP die Proteinkinase
A, welche die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP respon-
se element binding protein) katalysiert (Lalli et al., 1994). CREB befindet sich am
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CR-Elemente (CRE; cAMP response element) des Reningen-Promotors und bewirkt
nach erfolgter Phosphorylierung die Transaktivierung der Reninexpression (Klar
et al., 2002; Pan et al., 2001). Untersuchungen an einer reninzellspezifischen Gso-
Knockoutmaus (RC-Gsa-/-) bestétigten die zentrale Rolle der cAMP-Signalkaskade
fiir die Reninregulation. So war die Reninexpression und Plasmareninkonzentration
drastisch reduziert (Chen et al., 2007; Neubauer et al., 2009).

1.5.3.2 Der cGMP-Signalweg

Ein weiteres Second-Messenger-System, welches Einfluss auf die Regulation der Re-
ninproduktion hat, stellt der cGMP-Signalweg dar. Dem ¢GMP-Signalweg werden
sowohl stimulierende, wie auch hemmende Eigenschaften zugesprochen (Kurtz and
Wagner, 1998). Die Signalkaskade beginnt mit der Aktivierung zytosolischer oder
membrangebundener Guanylatcyclasen durch NO oder ANP. Diese katalysieren die
Bildung von ¢cGMP aus GTP. Das entstandene cGMP kann nun unterschiedliche Si-
gnalwege einleiten. Zum einen iibt cGMP eine Hemmung auf die Phosphodiesterase-3
(PDE-3) aus, die fiir den Abbau von cAMP zu AMP zustindig ist. Eine Hem-
mung des cAMP-Abbaus fiihrt demnach zu einem erhéhten cAMP-Spiegel und da-
mit zu einer gesteigerten Reninsynthese (Beavo, 1995; Beierwaltes, 2006; Friis et al.,
2002). Zum anderen iibt cGMP {iber die ¢cGMP-abhéngige Proteinkinase 1T (c¢G-
KII) einen ebenfalls inhibitorischen Effekt auf die Reninproduktion aus. Die ¢G-
KII wurde innerhalb der JG-Zellen in Verbindung mit den Reninspeichergranula
und der Zellmembran nachgewiesen (Gambaryan et al., 1996). Untersuchungen an
cGKII-Knockout-Méausen und isolierten JG-Zellen mittels membrangéingigen cGMP-
Analoga bestétigten die inhibitorische Wirkung auf das Reninsystem (Gambaryan et
al., 1998; Wagner et al., 1998). Welcher zelluldre Signalweg eingeschlagen wird, kénn-
te von der intrazelluliren cGMP-Konzentration abhiingig sein. Bei niedrigen cGMP-
Spiegeln war zunéchst eine Aktivierung des RAAS durch Inhibition von PDE-3 zu
beobachteten, wiahrend hohe cGMP-Spiegel den cGKII-Weg begiinstigen und somit
zur Stimulation des RAAS fithren (Kurtz und Wagner, 1998). Wahrscheinlicher ist
es jedoch, dass der PDE-3- und der cGKII-Signalweg zwei voneinander getrennte,
selbststidndige Signalwege darstellen (Castrop et al., 2010).

1.5.3.3 Calcium und Proteinkinase C

Einen entscheidenden Einfluss auf die Reninproduktionsrate haben die intra- und
extrazelluldre Calciumkonzentration und in diesem Zusammenhang die Proteinkina-
se C. Die intra- und extrazellulire Calciumkonzentration sind positiv miteinander
korreliert (Castrop et al., 2010). So hat eine Abnahme der Calciumkonzentration in
beiden Fillen eine Steigerung der Reninsekretion zur Folge (Antonipillai et al., 1985;
Churchill et al., 1985; Fray et al., 1987; Kurz and Penner, 1989). Dahingegen hat
eine Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration einen ausschlieflich inhibi-
torischen Effekt sowohl auf die Reninfreisetzung als auch auf die Reninexpression
in den JG-Zellen (Fuchs et al., 2003). Diese Tatsache wird als Calcium-Paradoxon
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der Reninfreisetzung bezeichnet, da in den meisten sekretorischen Zellen mit anstei-
gender Calciumkonzentration auch die Sekretionsrate steigt (Cohen et al., 1997).
Eine Erhohung der extrazelluldren Calciumkonzentration fiihrte zunéchst zu einer
voriibergehenden Hemmung, gefolgt von einer Stimulation der Reninsekretion und
einer kontinuierlichen Suppression der Renin mRNA (DellaBruna et al., 1995).
Der PKC, deren Funktion calciumabhéngig ist, wird ebenfalls ein inhibitorischer Ef-
fekt auf das RAAS zugeschrieben. So zeigten isolierte, native JG-Zellen nach Stimu-
lation der PKC eine Abnahme der Reninsekretion (Churchill and Churchill, 1984;
Hano et al., 1990; Kurtz et al., 1986; Ritthaler et al., 1996). In den meisten se-
kretorischen Zellen hat die PKC positiven Einfluss auf die Exozytosevorginge, die
genaue Funktion in den JG-Zellen ist jedoch unklar. Die genaueren Wirkmechanis-
men, die hinter den calciumassoziierten Effekten stehen, sind weitestgehend noch
nicht geklirt. Jedoch konnte ein inverser Zusammenhang zwischen dem zytosoli-
schen Calcium- und dem cAMP-Spiegel nachgewiesen werden. So zeigte sich nach
einem Anstieg der Calciumkonzentration, in Versuchen ausgeldst durch Endothelin-
1, ANG II oder Thapsigargin, eine Abnahme der cAMP-Konzentration und damit
einhergehend eine reduzierte Reninsekretion. Verantwortlich gemacht fiir dieses Pha-
nomen werden die durch Calcium hemmbaren Adenylatcyclase-Isoformen AC5 und
ACG6. Die Expression von AC5 und AC6 in den JG-Zellen wurde bereits auf mRNA-
Ebene nachgewiesen (Griinberger et al., 2006; Ortiz-Capisano et al., 2007). Dieser
Zusammenhang liefert eine mogliche Erklarung fiir das Calcium-Paradoxon, jedoch
konnen nicht alle Fragen damit beantwortet werden. Es bedarf weiteren Studien,
die die bisherigen Ergebnisse verifizieren und die andere Erkldrungsmodellen, wie
die Aktivierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase oder die Regulation von lonen-
Kanélen miteinbeziehen (Castrop et al., 2010).

1.6 Die juxtaglomerulare Zelle

Die juxtaglomerulire Zelle (JG-Zelle) ist Ort der Reninsynthese und -speicherung
(Abb. 1.5). Es handelt sich hierbei um modifizierte glatte Muskelzellen, die typischer-
weise in der Tunica media im terminalen Gefidffabschnitt der afferenten Arteriole zu
finden sind. Die JG-Zellen ersetzen an dieser Stelle die Glattmuskelzellen und bilden
so einen Teil der Gefaflwand des Vas afferens. Im Gegensatz zu den Glattmuskelzellen
exprimieren die JG-Zellen kein Glattmuskelaktin (a-SMA), ein kontraktiles Prote-
in, welches im gesunden Individuum {iblicherweise in perivaskuléren Zellen kleiner
Blutgefife exprimiert wird (Liu et al. 1998; Yokota et al., 2006; Zhao et al., 2012).
Die JG-Zelle ist bepackt mit zahlreichen Sekretgranula, welche den Reninvorrat der
Zelle darstellen. Dies verleiht der Zelle ihre kubische, epitheloide Form, durch die sie
gut zu unterscheiden ist von den sie umgebenden glatten Muskelzellen. Zusammen
mit den in direkter Nidhe befindlichen Macula Densa-Zellen, den extraglomuléren
Mesangialzellen und den endothelialen Glattmuskelzellen bilden die JG-Zellen den
juxtaglomeruldren Apparat (Taugner et al., 1984). Thre charakteristische Lokalisa-
tion im Eintrittsbereich in den Glomerulus gilt fiir das adulte, gesunde Individuum.
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Abbildung 1.5: Links: Schematische Darstellung eines Glomerulus (Abbildung
nach Francois und Coffman, 2004). Rechts: Immunhistochemi-
sche Aufnahme eines Glomerulus mit afferenter und efferenter
Arteriole (griin) und den reninbildenden Zellen (rot).

Im Laufe der Entwicklung befindet sich die JG-Zelle an unterschiedlichen Stellen
innerhalb des intrarenalen Geféfsystems bis sie ihre Endposition erreicht. Die jux-
taglomeruldre Zelle in Form einer renintragenden Zelle taucht zum ersten Mal am
15. Embryonaltag auf (Jones et al., 1990; Kon et al., 1998; Sauter et al., 2008).
Zunichst sind sie diskontinuierlich in der Wand im distalen Bereich der arcuaten
Hauptstidmme zu finden. Mit fortschreitender Nierenreifung weitet sich die Renin-
expression sowohl nach proximal wie auch nach distal hin aus (Gomez et al. 1986;
Minuth et al., 1981; Sauter et al., 2008). So findet man Reninsignale entlang der
arcuaten Haupt- und Seitenéste bis hin zur Arteria renalis, den Interlobulararterien
und afferenten Arteriolen, wobei die Gefiafsenden in Entwicklung befindlicher Geféfe
stets reninfrei sind. Nach der Geburt bildet sich das flichendeckende Reninmuster in
den grofseren intrarenalen Geféaflen zuriick und hinterlésst ein punktférmiges diskon-
tinuierliches Expressionsmuster. Ab dem 10. postpartalen Tag beschrankt sich das
Reninvorkommen auf seine juxtaglomeruldre Position im terminalen Gefédfabschnitt
der afferenten Arteriole (Sauter et al. 2008). Abseits ihrer juxtaglomeruldren Positi-
on wurden vereinzelte granulierte Zellen ebenfalls in der Tunica media von efferenten
Arteriolen, in der Tunica adventitia von Interlobulararterien und in Mesangialzellen
vorgefunden (Kon, 1999).

Retrograde Rekrutierung
Die Anzahl reninhaltiger Zellen ist variabel. Der Aktivitdtszustand des RAAS hat
direkte Auswirkung auf Up- oder Downregulierung juxtaglomeruldrer Zellen entlang

des Gefifkastes. So kommt es durch Niedrigsalzdidt oder durch chronische Hypotonie,
beispielsweise durch eine Stenose der Arteria renalis oder durch blutdrucksenkende
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Medikamente, zur Rekrutierung reninpositiver Zellen entlang der afferenten Arterio-
len und Interlobulararterien. Hierbei wandeln sich Glattmuskelzellen der Gefafiwand
in reninproduzierende Zellen um. Das Rekrutierungsmuster erfolgt diskontinuierlich,
nach einem bisher noch nicht gekldarten Schema (Casellas et al., 1994; Fuchs et al.,
2002; Reddi et al., 1998). Analog hierzu verringert sich die Anzahl granulierter Zel-
len bei chronischer Suppression des RAAS, beispielsweise durch Bluthochdruck oder
Hochsalzdiat oder auch bei pathophysiologischen Ereignissen wie Diabetes. Es er-
folgt eine Umwandlung von der reninproduzierenden Zelle hin zur glatten Muskelzel-
le (Kurtz, 1989; Sequeira Lopez et al., 2001; Taugner und Hackenthal, 1989). Dieses
Phénomen erinnert an die Plastizitat granulierter Zellen wiahrend der embryonalen
Nierenentwicklung und zeigt die Fahigkeit der Glattmuskelzellen zu einem friihe-
ren Muster der Reninverteilung und Reninexpression zuriickzukehren (Gomez et al.,
1990).

Durch diese Beobachtungen und die Tatsache, dass JG-Zellen Myofilamente bein-
halten, entstand die Hypothese, dass sich die JG-Zellen durch eine reversible meta-
plastische Transformation aus den glatten Muskelzellen entwickeln (Barajas, 1979;
Taugner and Hackenthal, 1989). Weitere Hypothesen iiber den Ursprung der granu-
lierten Zellen werden derzeit diskutiert. So wird unter anderem angenommen, dass
die JG-Zellen aus dem metanephrogenen Blastem abstammen und sich mit dem
entwickelnden Gefiafsbaum weiterverbreiten. Ein Teil von ihnen soll im Laufe ihrer
Entwicklung die Fahigkeit erwerben Glattmuskelaktin zu exprimieren und daher da-
zu befdhigt sein sich durch entsprechende Stimuli rekrutieren zu lassen (Reddi et
al., 1998; Sequeira Lopez et al. 2001).

Eine weitere Hypothese besagt: Aufgrund der Tatsache, dass sich reninbildende Zel-
len wihrend der Entwicklung und auch im adulten Individuum in der Gefafwand
extrarenaler Arterien vorfinden lassen, entwickeln sich JG-Zellen ohne konkreten
nierenspezifischen Stimulus in der Media von Geféfen (Fuchs et al., 2002; Richoux
et al., 1987). Sequeira Lopez et al. (2004) beschreiben die JG-Zellen als nicht ausdif-
ferenzierte Vorliauferzelle fiir zahlreiche nicht reninexprimierende Zelltypen, welche
unter bestimmten Bedingungen die Reninsynthese wieder aufnehmen konnen. So
sollen glatte Muskelzellen, glomeruldre und tubuldre Epithelzellen, Mesangialzellen
und auch extrarenale Zellen aus der undifferenzierten JG-Zelle hervorgehen und bei
Storungen der Homdostase durch bislang ungeklarte Faktoren zur reninsekretieren-
den Zelle transformieren.

Uber den Ursprung der juxtaglomeruliren Zelle, den Mechanismus und die Faktoren,
die die Wanderung oder Transformation der JG-Zelle bewirken, konnte letztendlich
trotz intensiver Studien bislang keine eindeutige und zufriedenstellende Erklarung
gefunden werden.
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1.7 Gap junctions und Connexine

1.7.1 Gap junctions

Gap junctions zdhlen zu den sogenannten Kommunikationskontakten. Es handelt
sich um fleckféormige Bereiche innerhalb der Zellmembran mit einem Durchmesser
von ca. 0,3 pm, die die Koordination und Verstindigung mehrerer Zellen unterein-
ander ermoglicht. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen erkennt man, dass sich
die Plasmamembranen benachbarten Zellen an Gap Junctions sehr nahe kommen
(bis auf 3 nm), aber nicht beriihren. Der Spalt zwischen den Zellen wird vielmehr
durch sehr feine Stringe tuberbrickt, die aneinander grenzenden Plasmamembranen
durchziehen und sich zum Cytoplasma der Nachbarzellen hin dffnen (Karp, 2005).
Die molekulare Baueinheit von Gap junctions besteht aus dem Transmembranprote-
in Connexin. Hierbei lagern sich jeweils sechs Connexine zusammen und bilden ein
Connexon, einen Halbkanal, welcher kreisformig um eine zentrale Offnung ausge-
richtet ist. Zwei gegeniiberliegende Zellen steuern jeweils ein Connexon zur Bildung
der Gap junction bei, die sich End-zu-End aneinander legen und in ihrer Mitte einen
hydrophilen Kanal mit einem Durchmesser von ungefiihr 1,6 nm besitzen. Uber die-
se Verbindung kénnen Ionen und kleine Molekiile mit einem Molekulargewicht von
unter 1 kDa von einer Zelle in die andere gelangen, wodurch sie elektrisch und me-
tabolisch gekoppelt werden (Hees, 2000). Die Weite des Kanals ist regulierbar, so
kann eine Gap junction auch eine geschlossene Konfiguration einnehmen, sodass kein
Austausch mehr iiber sie stattfindet.

Bisher sind 20 Connexine-Gene in der Maus sowie 21 Connexingene im Menschen be-
schrieben. Die unterschiedlichen Connexine werden anhand ihres Molekulargewichts
bezeichnet, z.B. Cx40 fiir ein Connexin mit der Masse 40 kD. Es gibt Connexingene,
die ausschlieklich bei der Maus existieren. Diese werden mit dem Kleinbuchstaben
m fiir Maus beschrieben z.B. mCx33. Analoges gilt fiir spezifische Connexingene,
die nur beim Menschen vorhanden sind. Sie werden durch den Kleinbuchstaben h
fiir Human gekennzeichnet, z.B. hCx25 (S6hl und Willecke, 2004).

[
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Connexon Homomaric Heteromeric Homomeric Heteromeric
Channel Homotypic Home:ypic Heterotypic Heterotypic

Abbildung 1.6: Mogliche Anordnungen von Connexin-Kanélen (Kumar und
Gilula, 1996)

Ein Connexon kann aus unterschiedlichen Connexin-Isoformen zusammengesetzt
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sein (heteromer) oder lediglich aus einer Connexin-Isoform bestehen (homomer)
(Abb. 1.6). Ebenso kann eine Gap junction heteromer aus zwei gleichen Conne-
xonen oder homomer aus zwei identischen Connexonen aufgebaut sein. Aus dieser
Tatsache ergibt sich eine grofse Vielfalt an verschiedenartig zusammengesetzten Gap
junctions, was deren unterschiedlichen Eigenschaften in Bezug auf Permeabilitit,
Selektivitédt und Leitfihigkeit erklart (Hanner et al., 2010).

1.7.2 Connexine in der Niere

Mittels Gefrierbruchabdruck und Transmissionselektronenmikroskopie konnte ge-
zeigt werden, dass im Bereich des juxtaglomeruliren Apparates zahlreiche Gap junc-
tions zwischen den Zellen des extraglomeruldren Mesangiums, den glatten Muskelzel-
len von Vas afferens sowie Vas efferens und den juxtaglomeruldren Zellen ausgebildet
sind. Zu den Zellen der Macula Densa konnten keine Gap junctions nachgewiesen
werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass der juxtaglomerulare Apparat, mit Aus-
nahme der Macula Densa-Zellen, ein funktionelles Syncytium bildet (Taugner et al.,
1978). Fiir dessen Funktion und Anatomie scheinen die Gap junctions und deren
Connexine eine entscheidende Rolle zu spielen.

In den reninproduzierenden Zellen des juxtaglomeruldren Apparates im adulten Or-
ganismus werden vornehmlich die Connexine Cx37, Cx40 und Cx43 exprimiert, wo-
bei die Cx40 Expression dominiert. Wahrend der Nierenentwicklung wurde parallel
mit dem Erscheinen der reninproduzierenden Zellen Cx40 und in geringerem Ausmaf
Cx45 nachgewiesen (Kurtz et al., 2009). In reninproduzierenden Zellen auferhalb des
juxtaglomeruliren Apparates, wie wir sie in der Fetalphase oder im Rahmen der re-
trograden Rekrutierung in der Gefiafswand groferer renaler Arterien finden, kann
hingegen weitestgehend nur Cx40 nachgewiesen werden. Dies ldsst den Schluss zu,
dass Cx40 ein fundamentales Merkmal reninproduzierender Zellen ist (Castrop et
al., 2010; Kurtz et al., 2009).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien verdffentlicht, die sich mit den
unterschiedlichen Connexinen in der Niere und deren Bedeutung fiir das Reninver-
teilungsmuster und den Auswirkungen auf das RAAS beschiftigen. So kam eine
Studie von Wagner et al. (2009), in der homozygote Cx37-defiziente Mause unter-
sucht wurden, zu der Erkenntnis, dass Cx37 fiir die Funktionalitdt des RAAS und der
Lokalisation reninproduzierender Zellen in der Niere entbehrlich ist. Anders verhélt
es sich bei Cx40-defizienten Mausen. Anhand homozygoter Cx40-Knockout-M&usen
wurde aufgezeigt, dass das Ausschalten des Cx40-Proteins zu Fehlpositionierung
juxtaglomeruldrer Zellen und zu Stérungen innerhalb des RAAS fiihrt. Wéhrend
die Lokalisation der reninproduzierenden Zellen in der fetalen Niere unauffillig ist,
befinden sich die JG-Zellen im adulten Organismus nicht mehr wie {iblich in der
Tunica media der Blutgefife, sondern sind im juxta- und periglomeruléren Intersti-
tium. Des Weiteren erfolgte trotz intensiver Stimulation des RAAS keine retrograde
Rekrutierung reninbildender Zellen (Kurtz et al., 2007).

Auch das Fehlen von Cx43 hat Auswirkungen auf das RAAS. So zeigten homozy-
gote Knockin-Méuse, in denen die kodierende Region von Cx43 durch Cx32 ersetzt
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wurde (Cx43KI32), eine deutliche Reduktion der Reninexpression und -sekretion.
Zudem hatte eine Stimulation durch Hochsalzdidt und induzierter Hypertonie mit
Hilfe des 1Clip-2Kidney-Modells keinen Effekt auf die Reninsekretion dieser Mause
(Haefliger et al., 2006).

1.8 Fragestellung und Zielsetzung

Die anatomisch-physiologischen Verdnderungen bewirkt durch das Ausschalten von
Connexin 40, bzw. des Angiotensin II-AT;,-Rezeptors in Knockout-Mausen wurden
bisher nur getrennt voneinander untersucht. Welche Auswirkungen ein kombinier-
ter Ausfall beider wesentlicher Elemente des RAAS auf die Reninexpression hat, ist
Schwerpunkt dieser Arbeit. So sollen die Erkenntnisse vorheriger Arbeiten reprodu-
ziert und um die neuen Ergebnisse und Erfahrungen ergénzt werden.

Hierzu erfolgte die histologische Aufarbeitung von Serienschnitten von Wildtyp—,
AT,-KO-, Cx40-KO und AT;,-Cx40-DOKO-Méausen. Um eine Stimulation, bzw.
Suppression des RAAS zu erreichen, wurde ein Teil der AT,-Cx40-DOKO-M4ause fiir
10 Tage auf Niedrigsalzdiét (LS), bzw. Hochsalzdidt (HS) gesetzt. Der Gesichtspunkt
Erndhrung ist nicht Gegenstand dieser Arbeit. Die Serienschnitte wurden immunhi-
stochemisch gegen Renin und zusétzlich als Strukturprotein gegen Glattmuskelaktin
(-SMA = a-smooth-muscle-aktin) fluoreszenzgefarbt. Die einzelnen histologischen
Schnitte wurden fiir die zweidimensionale Betrachtung ausgewertet, wiahrend die
3D-Rekonstruktionen ein rdumliches Bild der Reninexpression in einem ausgewihl-
ten Bereich eines Gefiafabschnitts vermitteln soll. Des Weiteren sind quantitative
Aussagen iiber den Reningehalt anhand der ermittelten mRNA-Level moglich.

In vorangegangenen Untersuchungen wurden bereits die Funktionen des Angiotensin
IT-AT,-Rezeptors und die Auswirkungen auf das RAAS bei dessen Fehlen analy-
siert. So zeigten homozygote AT ,Knockout-Tiere (AT;,KO) gravierende anatomi-
sche und physiologische Verdnderungen. Es kam zu Abnormititen in der renalen
Geféfsstruktur. Auffallend waren die afferenten Arteriolen, deren Anzahl reduziert
und deren Gestalt dicker und kiirzer als iiblich war. Des Weiteren wurde eine Nieren-
marksatrophie, eine Abnahme an Anzahl und Grofe der Glomeruli und eine tubulére
Dilatation vermerkt (Oliverio et al., 1998; Sugaya et al., 1995; Tufro-McReddie et
al., 1995). Es kam zu einer Hyperthrophie des JGA und zu einer ausgeprigten pro-
ximalen Expansion der reninproduzierenden Zellen entlang der afferenten Arteriolen
(Oliverio et al., 1998). Dies spiegelte sich durch eine Erhohung der Plasmareninak-
tivitdt und des Renin mRNA-Gehalts wider. Dariiber hinaus weisen AT;,KO-Tiere
einen um 10-22 mmHg erniedrigten systolischen Blutdruck auf (Ito et al., 1995).
Ebenso existieren bereits Untersuchungen, die sich mit den Auswirkungen des Funk-
tionsverlusts von Connexin 40 auf das RAAS befassen. Wie bereits erortert, ist Cx40
ein elementares Merkmal reninproduzierender Zellen. Untersuchungen an Cx40-
Knockout-M&usen zeigten die ektopische Lokalisation der JG-Zellen im juxta- und
periglomeruldren Interstitium. Eine weitere Erkenntnis war das Ausbleiben der Re-
krutierung reninproduzierender Zellen entlang der priglomeruldren Gefife trotz
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intensiver Stimulation des RAAS (Kurtz et al., 2007). Auferdem weisen Cx40-
defiziente Mause eine erhohte Plasmareninkonzentration trotz erh6htem Blutdruck
auf und stellen somit eine denkbare Variante eines genetischen Modells des reninab-
héngigen Bluthochdrucks dar (Krattinger et al., 2007; Wagner et al., 2007). Cx40
scheint somit fiir die korrekte Architektur des JGA und die interzellulire Kommu-
nikation im Rahmen von Feedback-Mechanismen innerhalb des RAAS unabdingbar
zu sein.

Ziel dieser Arbeit ist es eine plastische Vorstellung von den Auswirkungen der kom-
binierten Deletion dieser beider wesentlichen Faktoren des RAAS zu erlangen. Somit
gilt es die resultierende Reninexpression, deren Abundanz und die Lokalisation der
Reninzellen zu erfassen.

Es stellt sich die Frage, wo die reninbildenden Zellen beim AT,,-Cx40-DOKO-Maus
lokalisiert sind. Denkbar wéren a.) die Reninzellen sitzen innerhalb der inneren Ge-
fifswand der afferenten Arteriolen, b.) die Reninzellen befinden sich ektopisch aufer-
halb der inneren Geféifswand der afferenten Arteriolen oder auch c.) eine Kombination
aus a.) und b.). In diesem Zusammenhang gilt es zu kldren, ob das Fehlen von Cx40
generell eine Lokalisation von Reninzellen in der inneren Mediaschicht verhindert.
Ein weiterer Punkt, den es zu erdrtern gilt, ist die Frage ob Cx40 fiir die geordnete
Reinduktion der Reninexpression notwendig ist. Eine retrograde Rekrutiertung fand
bei der Cx40-KO-Maus nicht statt, hingegen reagiert die AT;,KO mit einer massi-
ven Zunahme an reninproduzierenden Zellen auf entsprechende Stimulation. Ob es
im Rahmen der Cx40-Deletion zum Unterbinden der zelluldren Kommunikation und
trotz der gegensitzlichen Wirkung des AT, ,-Knockouts somit zum Ausbleiben der
Rekrutierung kommt, ist eine Frage, die hierbei gekliart werden soll.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerite Hersteller

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

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

Cy2-Filter:
Anregung 450-490nm
Emission 500-550nm

Fluoreszenzlampe

Grafikkarte

Homogenisator

Inkubationsschrank

Kiihl- und Gefrierschranke

Filter set 43, Zeiss, Jena

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena

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

Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen

Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel,
Staufen

Modell B6200, Heraeus, Hanau
Santo Kiihlschrank, AEG, Niirnberg
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Gerate

Hersteller

Kiihl- und Gefrierschranke

Kamera
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrotom

MilliQQ Plus PF

Reinwasseranlage

PCR-Gerate

pH-Meter

Pipetten

Scantisch

Schiittler

Spannungsquellen

UV-Leuchttisch
UV-Spektrometer

Vortexgerate

Waagen

Waagen

Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Och-
senhausen
Ultra-low-freezer -85°C, New Brunswick
Scientific

AxioCam MRm, Zeiss, Jena
MR 80, Heidolph, Schwabach

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

Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar
Millipore, Schwalbach

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

Digital pH-Meter, Knick, Berlin

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

motorisierter Mérzhiusertisch (MAC 5000
Controller)
Ludl Electronic Products, Miinchen

SM25, Edmund Biihler, Hechtingen

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

Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt
Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Freiburg

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New
York
USA REAXI1, Heidolph, Schwabach

Analysenwaage H-20T, Mettler, Giefen
Feinwaage P-1210, Mettler, Giefien
Feinwaage W13, Mettler, Gieken
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Gerite Hersteller
Wirmeblocke Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg
Wirmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar
Wirmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach
Wiérmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/1
Wasserbader Modell W13, Haake, Karlsruhe
1083, GFL, Burgwedel
Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau

Zentr

ifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Auslaufpipetten 5ml, 10ml, 25ml
Deckgléschen

Filter

Gewebe-Einbettkassetten

Glaswaren

Handschuhe
Hochsalzfutter 4% NaCl

Light Cycler 480 Multiwell
Platten 96

Liquid Blocker
Niedrigsalzfutter 0,02% NaCl
Normalsalzfutter 0,4% NaCl
Objekttrager, Superfrost Plus

Parafilm
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Sarstedt, Niimbrecht

Labonord, Moénchengladbach
Schleicher & Schuell, Dassel
Labonord, Moénchengladbach

Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz

Hartmann, Heidenheim
Ssniff, Soest

Roche, Mannheim

Labonord, Monchengladbach
Ssniff, Soest
Ssniff, Soest
Menzel-Gléser, Braunschweig

American National Can, Greenwich,
USA
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Produkt Hersteller

Pipettenspitzen mit und ohne Filter Sarstedt, Niimbrecht
Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Praparatekasten Roth, Karlsruhe

Reagiergefifie Eppendorf 0,2ml, 0,5ml, Sarstedt, Niimbrecht
1,5ml, 2,0ml

Reagiergefife Falcon 15ml, 50ml Sarstedt, Niimbrecht
Silikonkautschuk Giefiformen Roth, Karlsruhe
Skalpellklingen Feather, Koln

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller

Agarose Biozym, Oldendorf

Chloroform Merck, Darmstadt

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Neu-Ulm

DNA Langenstandard: 100bp DNA New FEngland, Biolabs, Frankfurt am
Main

Ladder

Essigsdure Merck, Darmstadt

Ethanol p.a. Merck, Darmstadt

First Strand Buffer, 5x Invitrogen, Karlsruhe

Glycergel Mounting Medium Dako Cytomation, Glostrup,
Danemark

GoTaq DNA Polymerase, 5 U/nl Promega, Mannheim

GoTaq Reaction Buffer Green Promega, Mannheim

HCI1 1IN Merck, Darmstadt

Heparin Liquemin®25000 5 ml Roche, Mannheim

Ampullen (5000 L.E./ml)

Isopropanol Merck, Darmstadt

23



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Produkt

Hersteller

Isotone NaCl-Losung 0,9%
KyHPO, x 3 H,O
KH>,HPO,

Ketamin

Methanol

M-MLV Reverse Transcriptase,
200 U/qul

Na,HPO, x 2 HyO

NaOH 1IN

NaCl

Nuclease freies Wasser
Oligo(dT);5 Primer, 0,5 png/nl
Paraformaldehyd

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

Paraplast-Plus Paraffin
Pferdeserum (Horse Serum)
Rinderserumalbumin (BSA)
Roti®-Safe GelStain
SYBR® Green PCR Kit
TRIzol®-Reagenz

Xylazin

Xylol

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

Invitrogen, Karlsruhe

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

Promega, Freiburg

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

Roth, Karlsrue

Roche, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt

2.1.4 Primer

Die Primer fur die quantitative PCR und Genotypisierung wurden von der Firma
Biomers.net in gewiinschter Nukleotidabfolge synthetisiert und gefriergetrocknet ge-
liefert. Durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser wurde eine Konzentration von 100

pmol /ul erreicht.
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2.1.5 Antikorper

Primarantikorper Klonalitat Hersteller Verdiinnung
chicken anti-Renin-IgGG polyklonal Davids Biotech, 1:400
Regensburg

mouse anti- polyklonal Immunotech., 1:50

Glattmuskelaktin-IgG Marseille, Frankreich

Sekundirantikorper Konjugation Hersteller Verdiinnung

donkey anti-mouse-IgY Rhodamin- Dianova, Hamburg 1:400
(TRITC)

donkey anti-mouse-IgY Cy2 Dianova, Hamburg 1:400

2.1.6 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Chemikalien fiir simtliche Puffer und

Losungen in HyO bidest geldst.

2.1.6.1 Immunhistochemie

Fixierlosung fiir Perfusion

PBS

Paraformaldehyd 3%
PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer, pH 7,4

NaCl 136 mM
KCI 2,7 mM
NagHPO4 X 2 HQO 107]_ mM
KH,PO, 1,8 mM
PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KHQPO4 x 3 HQO 10 mM
NaCl 140 mM
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PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KHQPO4 10 mM
Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%
Blockierl6sung

PBS-Otto-Puffer
BSA 1%
HS 10%

2.1.6.2 Molekularbiologie

Agarosegel
TAE

Agarose 1,5%

NaOH fiir gDNA-Extraktion
NaOH 25 mM

Tris HCI fiir gDNA-Extraktion
Tris HCI 1M, pH 8

10x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer

Tris Base 04 M
Essigsdure 0,2 M
EDTA 10 mM
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DEPC-H20
DEPC in H20 1/1000 V
schiitteln, iiN gedffnet unter Abzug stehen lassen dann autoklavieren

2.1.7 Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit LaTeX 2p erstellt. Zur Literaturrecherche diente PubMed
von NCBI - The National Center for Biotechnology Information:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Die Mikroskopie erfolgte mit Azio Vision 4.7 von Zeiss.
Die Serienbilder wurden mit Adobe Photoshop CS4 und ImageJ (Wayne Rasband.
NIH. USA) bearbeitet. Die 3D-Rekonstruktion wurde mit Amira 5.4.1 visualization
software (Mercury Computer Systems, Inc., USA) realisiert. Die Graphen wurden
mit GraphPad Prism 5 erstellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Fiir die durchgefiihrte Untersuchung der physiologisch-anatomischen Grundlagen
der Mausenieren wurden unbehandelte und behandelte adulte M&iuse verschiedener
Tierstamme verwendet.

Alle Versuchstiere wurden dem “ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthal-
mic and Vision Research® entsprechend behandelt. Zudem wurde stets auf fiir Mause
optimale Haltungsparameter geachtet (Temperatur 23°C + 2°C, relative Luftfeuch-
tigkeit 55% + 5%, Hell-Dunkelintervall 12h, freier Zugang zu Futter und Wasser).

Folgende Tierstdmme fanden in dieser Arbeit Verwendung:

Tierstamm genetischer Hintergrund Herkunft

Cx40-KO C57BI6 Prof. Willecke, Bonn
(Kirchhoff et al. 1998)

AT,-KO 129Sv Prof. Coffman, USA (Ito et
al. 1995)

Cx40-AT,,-DOKO (C57BI16-129Sv-Mix Eigenzucht

2.2.1.1 Niedrigsalz- und Hochsalzbehandlung

Zur Stimulation, bzw. zur Suppression des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
wurde ein Teil der Versuchstiere 10 Tage bis zum Versuchsende mit Niedrigsalzfutter
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0,02% NaCl [LS], bzw. mit Hochsalzfutter 4% NaCl [HS] ernéhrt.

2.2.2 Histologische Methoden
2.2.2.1 Fixierung des Nierengewebes

Die Fixierung des Nierengewebes ist notig um eine moglichst realitdtsnahe Vorstel-
lung der vitalen Niere zu erhalten. Sie dient der Bewahrung der Zellmorphologie
durch Unterbinden des Zersetzungsprozesses und somit dem Erhalt der Gewebe-
struktur. Auerdem bewirkt die Fixierung eine Hartung des Gewebes, was eine ver-
besserte Schneidbarkeit des Organs bedeutet und somit von Vorteil beim Anfertigen
von Serienschnitten ist.

2.2.2.2 Retrograde arterielle Perfusion

Die Méuse wurden mittels Ketamin und Xylazin (80 mg/kg KG ip.) in Narko-
se versetzt. Das Abdomen wurde er6ffnet und die Aorta abdominalis dargestellt.
Kurz unterhalb des Abgangs der Arteriae renales wurde die Bauchaorta mittels
einer Klemme abgebunden, somit war die Blutversorgung der Nieren weiterhin ge-
wahrleistet. Kurz unterhalb der Klemme wurde der Perfusionskatheter eingefiihrt
und fixiert. Durch einen Schnitt in die untere Vena cava wurde ein Ablass fiir die
Perfusionslosung hergestellt. Die obere Klemme wurde abgenommen und iiber den
Perfusionskatheter 10 ml isotone NaCl-Losung und 10 I.E./ml Heparin retrograd
perfundiert. Die erfolgreiche Perfusion erkannte man durch die ziigige Entfarbung
der Abdominalorgane. War dies der Fall, erfolgte anschliefsend die Fixierung mittels
frisch angesetztem 3% Paraformaldehyd in PBS, welches mit einem konstanten Fluss
von 40 ml/3 min infundiert wurde. Anschliefend wurde das Organ entnommen und
in 70% Methanol bei 4 °C bis zur darauffolgenden Paraffineinbettung aufbewahrt.

2.2.2.3 Einbettung in Paraffin

Nach vorangegangener Fixierung erfolgte zur Vorbereitung auf die Paraffineinbet-
tung eine schrittweise Dehydrierung des Nierengewebes in Gewebe-Einbettkassetten
durch eine Alkoholreihe aufsteigender Konzentration:

e 2 x 30 min 70% Methanol (bei RT)
e 2 x 30 min 80% Methanol (bei RT)
e 2 x 30 min 90% Methanol (bei RT)
e 2 x 30 min 100% Methanol (bei RT)

2 x 30 min 100% Isopropanol (bei RT)
e 1 x 30 min 100% Isopropanol (bei 45°C)

Isopropanol /Paraffin (1:1)-Gemisch (bei 55°C)

28



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Im Anschluss wurde das Gewebe zwei Mal fiir mindestens 24h in auf 60 °C tempe-
riertes, geschmolzenes Paraffin eingebettet. Nachdem das Préparat auf diese Wei-
se vollkommen mit fliilssigem Paraffin durchtriankt war, erfolgte die Einbettung in
Silikon-Kautschuk-Einbettformen, die mit 60 °C warmem Paraffin gefiillt waren und
die Aushértung bei RT iiber Nacht.

2.2.2.4 Anfertigung von Paraffinschnitten und Entparaffinierung

Die angefertigten Paraffinblocke wurden mittels eines erhitzten Spatels zurechtge-
formt und auf einen Holzblock angebracht. Von diesem wurden mit Hilfe eines Ro-
tationsmikrotoms 5 pm dicke Serienschnitte (ca. 70-75 Schnitte pro Priparat) an-
gefertigt. Die einzelnen Schnitte wurden in ein 40°C warmes Wasserbad iiberfiihrt
um sich dort zu entfalten und zu strecken. Anschliefsend wurden die Schnitte auf
superfrost plus Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht in einem Warmeschrank
bei 40°C zum Trocknen belassen.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte durch eine umgekehrte Alkoholreihe ent-
paraffiniert nach folgendem Schema:

e 2 x 10 min 100% Xylol (bei RT)

e 2 x 5 min 100% Isopropanol (bei RT)

1 x 5 min 96% Isopropanol (bei RT)
e 1 x 5 min 80% Isopropanol (bei RT)

e 1 x5 min 70% Isoporpanol (bei RT)

2.2.2.5 Immunhistochemische Farbung

Unter Immunhistochemie versteht man den Nachweis und die Identifikation antige-
ner Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch Antikorper, die mit Fluo-
reszenzfarbstoffen, Enzymen, Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind (Romeis,
1989). Bei der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung bindet zuerst der primére,
unkonjugierte Antikorper an das Antigen der Zellen im Gewebeschnitt. Anschlie-
fsend werden die Schnitte mit einem zweiten, fluoreszierenden Antikorper, der gegen
den Fc-Teil des ersten unmarkierten Antikorpers gerichtet ist, inkubiert. Durch An-
regung des Fluorophors mit Licht entsprechender Wellenldnge kénnen die Antigen-
Antikorper-Komplexe sichtbar gemacht und detektiert werden.
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Protokoll:

Tag 1

Waschen der Praparate in PBS-Otto-Puffer auf dem Schiittler: 3 x 5 min

Herstellen der Stammlésung PBS-Otto/1% BSA, BSA in PBS-Otto auflésen
und filtrieren

Herstellung der Blockierlosung: 10% HS in PBS-Otto/1% BSA

Puffer absaugen, Objekttrager auf Feuchtkammer legen und Priparate mit
Liquid-Blocker-Markierstift umranden

Blockieren

e Blockierlosung zur Blockierung unspezifischer Bindungen auftragen und 20
min bei RT auf dem Schiittler inkubieren

e Anschliefend Blockierlosung absaugen
Priméarer Antikorper

e Priméren Antikorper aufbringen in Verdiinnung mit 10% HS in PBS-Otto/1%
BSA:
Chicken-Anti-Renin-IgG, Verdiinnung 1:400
Mouse-Anti-Glattmuskelaktin-IgG, Verdiinnung 1:50

e Aufpipettieren der Prim&rantikorper und Inkubation iiber Nacht im Kiihl-
schrank bei 4°C

Tag 2

e Absaugen des priméren Antikorpers
e Waschen der Priaparate in PBS-Otto/1% BSA auf dem Schiittler: 3 x 5 min
e Absaugen der Stammlésung

Sekundirer AntikOrper

Aufgrund der Fluoreszenzeigenschaft der sekundiren Antikérper und der hiermit
verbundenen Lichtempfindlichkeit erfolgen sdmtliche weitere Arbeitsschritte soweit
moglich unter Lichtausschluss.

e Verdiinnung mit PBS-Otto/1% BSA:
Cy2-konjugierter Donkey-Anti-Chicken-IgY, Verdiinnung 1:400
Rhodamin-TRITC-konjugierter Donkey-Anti-Mouse-IgGG, Verdiinnung 1:400
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Vortexen und 10 min abzentrifugieren um das Aufbringen von Kristallen zu
vermeiden

Aufpipettieren der Sekundérantikorper und Inkubation bei RT fiir 90 min

Waschen der Praparate in PBS-Otto-Puffer auf dem Schiittler: 3 x 10 min

Objekttrager mit Dako Glycergel Mounting Medium eindeckeln und ab sofort
unter Lichtausschluss in einer Mappe unter Kiihlung aufbewahren.

2.2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion
2.2.3.1 Mikroskopie und Digitalisierung

Zur 3D-Rekonstruktion dienten die angefertigten Paraffinserienschnitte, die gegen
Renin und Glattmuskelaktin doppelimmunfluoreszent gefarbt wurden.

Zur Aufnahme und Digitalisierung wurde das Axiovert 200M Mikroskop mit moto-
risierter Objektauflage und angeschlossener Schwarz-Weif-CCD-Kamera (AxioCam
MRm) sowie die Software AzioVision LE Rel.4.5. von Zeiss verwendet.

Die Fluorophore der Sekundarantikorper fiir Renin und Glattmuskelaktin besitzen
eine eigene spezifische Anregungswellenldnge. Durch das Wechseln der Fluoreszenz-
filter kann somit selektiv die gewiinschte Komponente dargestellt werden. Der Filter
fiir Cy2 mit einer Anregungswellenldnge von 450-490 nm regt die Fluorophore der
Glattmuskelzellen an, die bei einer Emission von 500-550 nm in griin sichtbar wer-
den. Der Rhodamin-(TRITC)-Filter hingegen emittiert 533-558 nm und regt damit
das Fluoreszenzsignal der markierten Reninmolekiile an, welche mit einer Emission
von 570-640 nm in rot erscheinen.

Die Aufnahme der Einzelbilder einer Serie erfolgte hierbei mit 100facher Vergrofe-
rung.

2.2.3.2 AxioVision LE Rel.4.5

Bevor mit den Aufnahmen begonnen werden konnte, mussten die Kanile fiir Renin
(griin), bzw. Glattmuskelaktin (rot) zunichst eingerichtet und die optimale Belich-
tung fiir den jeweiligen Kanal eingestellt werden. Anschliefend wurde fiir jeden
Objekttriger ein Ubersichtsbild erstellt und die Bereiche der Einzelaufnahmen mar-
kiert. Da der Nierenausschnitt unter einer Vergrofserung von 100 nicht mehr im
Ganzen aufgenommen werden konnte, wurden die Ausschnitte quadrantenweise mit
einer 15%igen Uberlappung aufgenommen. Im Anschluss wurden Uberlappungsun-
regelméfigkeiten und -verschiebungen durch die Funktion Stitching im Bezug auf
den Referenzkanal Aktin ausgeglichen. Zur Konvertierung der Kachelbilder wurde
ein Helligkeitsausgleich durchgefiihrt, das erstellte Overlay-Bild benannt und im
Rot-Griin-Blau (RGB)-Farbraum als *.zvi abgespeichert.

Fiir die weiteren Schritte war eine Konvertierung auf 8 Bit n6tig. Um hierbei nicht
an Bildqualitat einzubiiften, wurde das Grafikformat TIFF benutzt:
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e Beliebiges Bild 6ffnen
e Datei — exportieren — *.tif

e Stapelverarbeitung Start

2.2.3.3 Datenaufbereitung mittels ImageJ

Bildstapelgenerierung

Da durch das individuelle Stitching die Bilder nicht die gleiche Abmessung in Linge
und Breite aufwiesen, mussten sie auf eine einheitliche Grofe iiberfiithrt werden.
Dies ist eine Vorraussetzung um die Daten in die Rekonstruktionssoftware Amira
importieren zu kénnen. Um dies zu erreichen, erstellte man zunéchst ein leeres Bild
mit Photo Shop CS4, welches in Linge und Breite das groftte Format aufwies und
speicherte es als TIFF zu den Serienbildern. Samtliche Bilder wurden im folgenden
Schritt auf diese Grofe angeglichen. Durch das Bildanalyseprogramm ImageJ wurde
wie folgt ein Bildstapel (Stack) erstellt:

e Offnen aller Einzelbilder
e Plugins
e Stacks

e Stack Builder

Im Anschluss wurde das zuvor hinzugefiigte leere Bild wieder entfernt und der er-
haltene Stapel als Image Sequence abgespeichert.

2.2.3.4 3D-Rekonstruktion mit Amira

Zur weiteren Bearbeitung wurden die Daten in die Amira 5.4.1 Visualization Softwa-
re auf einer Grafik-Workstation importiert. Um eine korrekte Skalierung der Daten
zu gewihrleisten, musste zunéchst die Pixelgrofe in pm beriicksichtigt werden. Dies
ist ein Objektiv- und Kamera-abhéngiger Wert (bei einer Verwendung des 10x Ob-
jektives: 1Pixel=1x1pm). Bezogen auf die maximalen Abmessungen des Bildstapels
(Lénge x und Breite y), die Gesamtzahl der Schnitte und die jeweilige Schnittdicke
von Spm (z) wurde die BOUNDINGBOX definiert, welche die maximalen Abmes-
sungen des Datensatzes in jeder Ebene beschreibt. Da fortan mit dreidimensionalen
Daten gearbeitet wurde, wurde der Begriff Pixel durch den Begriff Voxel abgel6st,
der der Geometrie des Raumes entsprechend eine quaderformige Zelle darstellt. Ein
Voxel hatte somit in dieser Arbeit 1x1x5pm.

Farbkanaltrennung

Im néchsten Schritt wurde der RGB-Datensatz wieder in seine einzelnen monochro-
men Kanile aufgetrennt (Abb. 2.1). Dies ist n6tig um die Fluoreszenzmarkierungen
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separat fiir Renin, bzw. Aktin anhand der Grauwerte der Pixel von jedem aufge-
nommenen Bild zu erkennen und fiir die Durchfiihrung einer getrennten Datenseg-
mentierung:

e COMPUTE

e CHANNEL WORKS

e INPUT 1 CHANNEL 1 — speichern als Aktin-Stapel
e INPUT 1 CHANNEL 2 — speichern als Renin-Stapel

gruner Kanal
Glattmuskelaktin-

/ Immunflucreszenz

b blauer Kanal
Overlay-Stack
roter Kanal
Renin-
Immunfluoreszenz

Abbildung 2.1: Farbkanaltrennung zur Generierung eines Aktin- und eines
Renin-Stapels (Abbildung modifiziert nach Machura, 2008)

Alignierung

Da die histologischen Serienschnitte ungleich auf den Objekttragern angeordnet wa-
ren, mussten der Aktin- und Renin-Stapel aligniert werden, sprich zur Deckung
gebracht werden. Dies erreichte man iiber Rotations- und Verschiebungsbewegun-
gen, so wurden jeweils zwei aufeinanderfolgende Schnitte des Bildstapels so exakt
wie moglich aufeinander projeziert. Angewandt auf alle Schnitte entsteht hierdurch
eine vollstdndig ausgerichtete Niere. Da aufgrund zahlreicher und zusammenhén-
gender Immunreaktionen des Aktins ein besseres Alignierungs-Ergebnis moglich ist,
orientierte man sich am Aktin-Bildstapel. Die Renin-Daten konnten dann unter Ver-
wendung des Aktin-Stapels als Referenz auf dieselben Positionen gedreht werden,
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um Deckungsgleichheit zu erreichen und das spétere Zusammenfiigen der Dateien
zu ermoglichen.

e COMPUTE

e ALIGN SLICES

e EDIT

e Automatische Alignierung und manuelle Feinabstimmung
¢ RESAMPLE

Datensegmentierung

Bei der Datensegmentierung, dem sogenannten Labeln, handelt es sich um den zeit-
und arbeitsintensivsten Teil der Rekonstruktion. Hierbei werden Strukturen von
Interesse durch verschiedene Verfahren markiert und einem definierten Material zu-
geordnet. Spéater kann aus der Gesamtheit der markierten Strukturen die Oberfliche
fiir dieses Objekt berechnet werden.

Mit folgenden Programmfunktionen wird die Datensegmentierung eingeleitet:

e LABELLING
e LABEL FIELD

Fiir das Labeln der Immunreaktionen stehen verschiedene Segmentierungstools (Hilfs-
werkzeuge) zur Verfiigung. Eine Ubersicht der wichtigsten Tools:

e BRUSH: Fluoreszenzsignale kénnen im Freihandmodus umfahren werden.

e MAGIC WAND: Hierbei nutzt man die unterschiedliche Verteilung der Grau-
werte (0O=schwarz bis 255=weif). So kénnen Immunfluoreszenzsignale durch
Festlegen einer Grauwert-Schwelle markiert werden.

e IFILL HOLES: Fillt Locher in Materialien auf.

e REMOVE ISLANDS: Kleine Material-Inseln (Artefakte) werden automatisch
entfernt.

e SMOOTH LABELS: Zur Glattung der Rénder der Materialien.

e THRESHOLD: Erméglicht dhnlich der MAGIC WAND eine Selektion aller
Voxel in einem definierten Grauwertbereich. Hierbei wirkt THRESHOLD auf
den ganzen Schnitt, wihren MAGIC WAND nur den mit dem ausgewihlten
Voxel verbundenen Bereich markiert.

e INTERPOLATE: Eine fehlende Struktur lasst sich durch Markierung auf dem
Schnitt vor und nach dem Fehler durch eine Interpolation berechnen und er-
ganzen.
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e WRAP: Durch Markierung von Anfang, Mitte und Ende einer Zielstruktur
konnten die Zwischenschnitte zu einer annéhernd kugeligen Gestalt erganzt
werden.

Dabei konnten sdmtliche Segmentierungsfunktionen sowohl auf alle Bilder (all sli-
ces) als auch nur auf das aktuelle Bild (current slice) angewandt werden. Ziel der
Segmentierung war es aus den markierten Strukturen eine Oberfliche zu generieren.
Anhand der Fluoreszenzsignale der Aktin-Daten konnten hiermit die Gefifse darge-
stellt werden. Aus den Renin-Daten wurden die reninpositiven Zellen, deren Anzahl
und Lokalisation, ermittelt. Die Strukturen der Kapsel und der Glomeruli konnten
aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz erkannt und markiert werden.

Oberflichengenerierung
Anhand der erstellten Label-Dateien konnte fiir jedes Material eine separate Ober-
flache berechnet und im 3D-Modell raumlich dargestellt werden:

e SURFACE GEN
e Anhingen von SURFACEVIEW zur Darstellung der Oberflache

Die 3D-Modelle konnten im Anschluss unter PROPERTIES bearbeitet und opti-
miert werden:

SURFACE-EDITOR: Entfernen iiberfliissiger Ausschnitte.

SIMPLIFTER: Reduktion der Polygonzahl und somit der Datenmenge.
PARAMETER-EDITOR: Anderung von Farbeinstellung oder Skalierung.

COMPUTE — SMOOTH SURFACE: Gléattung der Oberflache.

Es bestand nun die Mdglichkeit die unterschiedlichen erzeugten Objekte einzeln
oder gemeinsam zu betrachten und zu bearbeiten. Die Objekte konnten rotiert und
rdumlich analysiert werden. Die Darstellungsform konnte unter SURFACE VIEW
separat gedndert werden um somit beispielsweise ein Objekt transparent erscheinen
zu lassen. Zudem war es moglich Strecken und Winkel zu messen und die Volumina
und Flichen der einzelnen Modelle zu errechnen.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden
2.2.4.1 Isolierung von Total-RINA aus Nieren

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem TRIzol-Reagenz nach dem dazugehorigen Pro-
tokoll des Herstellers. Die Methode basiert auf dem Guanidinium-Phenol-Chloroform-
Protokoll von Chomezynski und Sacchi (1987). Das TRIzol-Reagenz ist eine ein-
phasige Losung mit Phenol und Guanidinisothiocyanat. Durch das Chloroform wird
das Homogenisat in drei Phasen getrennt. Mittels Isopropanol wird die RNA aus der
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wassrigen Phase gefillt. Bei simtlichen Vorgédngen wurden zur Vermeidung von Kon-
taminationen durch RNasen Latexhandschuhe getragen und RNase-freie Einmalar-
tikel und Geréte verwendet. Benotigte Puffer und Losungen wurden mit Diethylen-
pyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser angesetzt. Alle Vorginge wurden auf
Eis durchgefiihrt.

Kurzprotokoll zur RNA-Isolation mit TRIzol-Reagenz:

1 ml TRIzol-Reagenz fiir 3 adulte Mausniere in Sastedt-Tubes auf Eis vorlegen

Uberfiihren der Nieren aus dem fliissigem Stickstoff in das Rohrchen und ca.
30 s homogenisieren

Mix in 2 ml Eppis umfiillen und 5 min bei RT stehen lassen (zur Denaturierung
der Proteine, diese l6sen sich in Phenol)

200 pl Chloroform (entspricht 1/5 des Vol. einer halben adulte Niere) zugeben,
schiitteln (nicht vortexen)

20 min bei 4°C bei 12000 rpm zentrifugieren — Auftrennung des Homogenisats
in drei Phasen

ca. 500 pl wissrigen Uberstand in 1,5 ml Eppi iiberfiihren, ohne Interphase
(unten rote Phenolphase, dazwischen Interphase mit hydrophilen Proteinen)

wiissrige Phase 1:1 (500 ul) mit Isopropanol mischen und kréftig schiitteln
10 min bei RT Ausfillen der RNA

10 min bei 4°C bei 12000 rpm zentrifugieren, den Uberstand verwerfen
Pellet in 1ml 75% Ethanol aufnehmen

5 min bei 4°C bei 7500 rpm zentrifugieren, den Uberstand verwerfen

Pellet 10 min bei RT trocknen und je nach Grofe in 50-300 pl RNase-freiem
Wasser 16sen

Resuspendieren im Schiittler bei 65°C max. 2 min

Lagerung bei -80°C

Quantifizierung der RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mittels eines Photometers bei einer
Wellenldnge von 260nm und 280nm bestimmt. Aus dem Quotienten der optischen
Dichte bei 260nm und 280mm wurde die Qualitat der isolierten RNA bestimmt.
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2.2.4.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Mittels reverser Transkription (RT) wurde die isolierte RNA in copy DNA (cDNA)
iibersetzt. Durch die Ubersetzung in cDNA sind die auf der RNA enthaltenen Infor-
mationen stabiler konserviert. Die cDNA dient als Template fiir die spiatere Analyse
durch die quantitative PCR. Als Primer wurden Oligo(dT);5-Ketten verwendet, um
so hauptséichlich mRNA mit polyA-Schwanz zu transkribieren.

10 pl Ansatz

1 pg Gesamt-RNA
1 ul Oligo(dT);5 Primer (0,5 pg/pl)
add DEPC-H,O

Das Reaktionsgemisch (10 pl) wurde fiir 5 min auf 65°C erhitzt und danach auf Eis
gestellt.

Im Anschluss wurde folgender Mix zugegeben:

Mix

1 g M-MLV Reverse Transkriptase (100 U)
4 pl dNTPs (2,5 mM)

4 pl Puffer (5x first strand buffer)

3yl DEPC-H,0

Die cDNA-Synthese erfolgte nun iiber 1h bei 37°C. Um zu Schluss die Inaktivierung
das Enzym zu erreichen wurde der Reaktionsansatz 2 min auf 94°C erhitzt. Fiir
die quantitative PCR wurde die erhaltene cDNA mit 20ul nukleasefreiem Wasser
verdiinnt und bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time-PCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) wurde mit dem Lightcycler 480
SYBR Green Master PCR Kit von Roche an einem Roche Lightcycler 480 durchge-
fiihrt. Bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion wird die entstandene DNA-
Menge nach jedem PCR-~Zyklus photometrisch ermittelt. Dies ermd&glicht den expo-
nentiellen Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real time) zu verfolgen. Die Bestimmung
der Produktmenge erfolgt indirekt iiber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs SY-
BR Green. Dieser weist eine hohe Affinitit zur doppelstringigen DNA im Bereich
der kleinen Furche auf. Dort bindet er und leuchtet 1000-fach stérker als ungebun-
denes SYBR Green. Die Intensitat der Fluoreszenzsignale ist hierbei proportional
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zur entstehenden DNA-Menge.

10 pl Reaktionsansatz

5 nl Lightcycler 480® SYBR Green Master
0,5 ul sense Primer (10pmol/yul)

0,5 nl antisense Primer (10pmol/pl)

3 ul dd H,O

1 pl cDNA

Amplifizierungsprotokoll

Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 95°C 15 min Aktivierung
95°C 158 Denaturierung
40 58°C 20 s Annealing
72°C 20 s Elongation
Primer
Name Sequenz
GAPDH s 5-ATG CCA TCA CTG CCA CCC AGA AG-3’
GAPDH as 5-ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG-3’
Renin s 5-ATG AAG GGG GTG TCT GTG GGG TC-3’
Renin as 5-ATG CGG GGA GGG TGG GCA CCT G-

Am Ende jedes Zyklus erfolgte die Fluoreszenzmessung. Nach Ablauf des Amplifika-
tionsprotokolls wurde das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA analysiert. Zu
diesem Zweck wurde die DNA langsam (0,1°C/s) von 60°C auf 95°C erhitzt. Wéh-
renddessen wurde die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als Housekeeper diente
GAPDH. Der Renin-mRNA-Gehalt der Niere konnte durch die Gesamtausbeute an
extrahierter RNA und durch das Renin-mRNA-Level berechnet werden.
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2.2.4.4 Genotypisierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden mittels PCR genotypisiert.
Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte nach der NaOH-Methode.

Protokoll zur gDNA-Extraktion

e Abschneiden von 2 mm Mausschwanz und in ein 0,5 ml PCR-Cup iiberfiihren,
100 pl 25 mM NaOH hinzufiigen

e Inkubation bei 96°C fiir 1h im Thermocycler

e Gut vortexen um den Schwanz aufzulsen und Zugabe von 10 pl Tris HCI,
pHS

e 6 min zentrifugieren bei 10000 rpm
e Einsetzen von 2 jil des Uberstandes (gDNA) in die Genotypisierungs-PCR

In dieser Arbeit lag der Fokus auf dem Nachweis der Banden fiir Connexin 40 und
dem AT,,-Rezeptor. Zu diesem Zweck erfolgte die Genotypisierung nach folgendem
Reaktionsansatz und Amplifizierungsprotokoll fiir Connexin 40, bzw. ATy,.

Genotypisierung Connexin 40

PCR-Reaktionsansatz Cx40

20 pl Ansatz

Cx40 WT s 1l
Cx40 WT as 1l

Cx40 494 s 1l
Cx40 494 as 1l
dNTPs 2,5 nl
Taq 0,3 pul
Puffer 4 nl
H,O 7,2 ul
18 pl + 2 nl gDNA
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Amplifizierungsprotokoll Cx40

Zyklen Temperatur Dauer Phase
94°C 1 min Denaturierung
35 60°C 30s Annealing
72°C 30 s Elongation

Produkte Cx40

WT 314 bp
KO 494 bp

Primer-Sequenzen Cx40

Name Sequenz

Produkt

Cx40 WT's  5-GGG AGA TGA GCA GGC CGA CTT CCG GTG CG-% WT 314 bp

Cx40 WT as  5-GTA GGG TGC CCT GGA CAA TCT TCC C-3

Cx40 WT's  5-GGA TCG GCC ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC-3

Cx40 WT as  5-CTG ATG CTC TTC GTC CAG ATC ATC CTG ATC G-3° KO 494 bp

Genotypisierung AT,,-Rezeptor

PCR-Reaktionsansatz AT,

20 pl Ansatz

Primer ATy, 1 1 ql
Primer ATy, 2 1 pl
Primer AT, 3 1 pl

dNTPs 2,5 pl
Taq 0,3 pul
Puffer 4 nl
H,O 8,2 nul
18 pl + 2 nul gDNA
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Amplifizierungsprotokoll AT,

Zyklen Temperatur Dauer Phase
94°C 30 s Denaturierung
40 50°C 30 s Annealing
72°C 1 min Elongation

Produkte AT,

WT 483 bp
KO 520 bp

Primer-Sequenzen AT,

Name Sequenz Produkt
ATy,1 5-TGA GAA CAC CAA TCT CAC TG-3’ WT 483 bp
AT;,2 5-TTC GTA GAC AGG CTT GAG-3’

AT:.3 5-CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG-3’ KO 520 bp

Die PCR-Ansitze wurden auf ein Agarosegel (1,5%) aufgetragen. Durch horizontale
Gelelektrophorese erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Grofe.
Die Auftrennung erfolgte bei 120 V.
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Ergebnisse

3.1 Qualitative und quantitative Analyse des Reni-
nexpressionsmusters

Im Folgenden sollen die Erkenntnisse vorgestellt werden, die mittels der 3D-Modelle
und der mikroskopischen Untersuchung der Nierenserienschnitte gewonnen wurden.
Um das Reninexpressionsmuster und das renale Geféfisystem moglichst realitédtsnah
darzustellen, wurde mit dem 3D-Rekonstruktionsprogramm Amira eine riumliche
Darstellung der Renin- und Glattmuskelaktinimmunfluoreszenzsignale erarbeitet.
Auf samtlichen Rekonstruktionen wurde der Ausschnitt so gew#hlt, dass jeweils ein
arcuater Seitenast mit mehreren Arteriae interlobulares und den afferenten Arte-
riolen zu sehen ist. Die efferenten Arteriolen wurden bei der Rekonstruktion nur
exemplarisch dargestellt.

Die histologisch-mikroskopischen Aufnahmen erlauben detailliertere Aussagen be-
ziiglich der Reninexpression. Die Detailaufnahmen zeigen hierbei in beibehaltener
Reihenfolge eine separate Aufnahme des Aktinkanals und des Reninkanals und ein
gematchtes Bild beider Immunfluoreszenzsignale.

Des Weiteren erfolgt die quantitative Analyse der Reninexpression in den Nieren
aller Versuchstiere anhand der Renin-mRNA-Levels. Die erfassten Werte und Fak-
toren unterliegen hierbei statistischen Schwankungen entsprechend der Standardab-
weichung.
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3.1.1 Die adulte Wildtyp-Maus

_~Nierenkapsel
~—

.

Glomeruli

A. interlobularis

H’ \\
N \—efferente Arteriole

[

Abbildung 3.1: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitdt im représentativen
Geféfbaumabschnitt einer adulten unbehandelten Wildtyp-
Maus mit Darstellung der Glomeruli und Nierenkapsel (gelb).

Der rekonstruierte Gefisbaum der unstimulierten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1) soll als
Referenz fiir die weiteren Rekonstruktionen dienen. Er vermittelt uns das charak-
teristische Vorhandensein von Menge und Lokalisation reninbildender Zellen in der
Niere.

Hierbei befinden sich die reninbildenden Zellen an ihrer typischen juxtaglomeruldren
Position an den jeweiligen Enden der afferenten Arteriolen. Ausnahmslos an jedem
Glomerulus findet die Reninexpression statt.

Innerhalb der Interlobulararterien, der arcuaten Seitenéste und der efferenten Arte-
riolen ist hingegen kein Renin vorzufinden (Abb. 3.1, Abb. 3.3).

Die Menge an Renin entspricht dem physiologischen Normalzustand bei normaler
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Salzzufuhr (0,4% NaCl).

Die Detailaufnahme (Abb. 3.2) veranschaulicht die typisch juxtaglomeruldre Reni-
nexpression einer afferenten Arteriole.

- Abbildung 3.2:
[Detailansicht]
3D-Rekonstruktion  der
Renin- (grin) und der
Glattmuskelaktin-  (rot)
Immunreaktivitdt einer
afferenten Arteriole einer
unbehandelten Wildtyp-
Maus mit Glomerulus
(gelb) und efferenter
Arteriole.

50 um

Die histologische Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.3) zeigt das Reninvorkommen am
distalen Ende der afferenten Arteriolen. Im arcuaten Seitenast, in den Interlobular-
arterien und in den efferenten Arteriolen kann keine Reninexpression nachgewiesen
werden.

Betrachtet man die histologisch-mikroskopische Detailaufnahme (Abb. 3.4), so ist
erkennbar, dass sich die Reninzellen in der Media der afferenten Arteriole befinden.
Sie exprimieren iiberwiegend Renin und nur in sehr geringem Mafe Glattmuskelak-
tin.

Die Zellen sind anhand ihrer typisch kubischen Zellform zu erkennen. Sie reichen
hierbei iiber das Niveau der eher flachen und langlichen Glattmuskelzellen hinaus.
Anstelle der Glattmuskelzellen bilden die Reninzellen an dieser Position die Gefaf-
wand.
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Abbildung 3.3: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer Wildtyp-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktionen (rot), Renin
Immunreaktionen (griin). Pfeile: typische juxtaglomeruldre Reninexpression der
afferenten Arteriolen. 50fache Vergréferung.
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Abbildung 3.4: |Detailansicht] Immunfluoreszenzdoppelfdrbung am Paraffin-
schnitt einer unbehandelten Wildtyp-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
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3.1.2 Die adulte AT{,-Rezeptor-Knockout-Maus

s

Abbildung 3.5: |Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Gefdfbaumab-
schnitt einer adulten unbehandelten AT,-Rezeptor-Knockout-Maus mit Dar-
stellung der Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Pfeile: Reninzellen in den Inter-
lobulararterien.

Durch den Verlust des Angiotensin-I1I-Typ-la-Rezeptors (AT;,) fehlt die Angioten-
sin II-vermittelte Hemmung der Reninsynthese im Rahmen der negativen Riick-
kopplung. In der 3D-Rekonstruktion der AT,-Rezeptor-Knockout-Maus zeigen sich
daher signifikante Unterschiede zur Wildtyp-Maus.

Es kommt zu einer massiven Rekrutierung von Reninzellen entlang des Gefaf-
systems. So ergeben sich nicht nur am terminalen Ende der afferenten Arteriolen
Reninsignale, sondern es kann nahezu im gesamten Verlauf der afferenten Arteriole
Renin nachgewiesen werden. Bei den superfiziellen afferenten Arteriolen ist dieser
Effekt verstarkt zu beobachten. Sie exprimieren deutlich mehr Renin als die juxta-
glomeruldren afferenten Arteriolen.
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Auch innerhalb der Interlobulararterien sind verstreut reninpositive Zellen vorzufin-
den (Abb. 3.5, Abb. 3.6, Abb. 3.7, Abb. 3.8).

Der arcuate Seitenast und die efferenten Arteriolen enthalten hingegen keine Renin-
Immunfluoreszenz-Signale.

In einem Ausschnitt des 3D-Modells (Abb. 3.6), auf dem der distale Abschnitt ei-
ner Interlobulararterie mit den aus ihr hervorgehenden afferenten Arteriolen und
dazugehorigen Glomeruli dargestellt ist, wird der Unterschied besonders deutlich.
Die Reninzellen befinden sich nicht mehr ausschlieflich an ihrer juxtaglomeruldren
Position, sondern wurden entlang des Gefiafastes rekrutiert. Die retrograde Rekru-
tierung ist hierbei nicht kontinuierlich. Es finden sich einzelne und kleinere Gruppen
von Reninzellen in der A. interlobularis (Pfeil Abb. 3.6). Die rekrutierten Reninzel-
len erscheinen der Gefdftwand teilweise aufgelagert.

Abbildung 3.6:
[Detailansicht]

3D-Rekonstruktion  der
Renin- (grin) und der
Glattmuskelaktin-  (rot)
Immunreaktivitit eines
Ausschnitts  einer In-
terlobulararterie einer
unbehandelten AT,
KO-Maus mit Glomeruli
(gelb). Pfeil: Reninzellen
in der Interlobulararterie.

Diese Beobachtung ist in der mikroskopischen Detailaufnahme deutlicher zu sehen
(Abb. 3.8). Es ist erkennbar, dass sich die Reninzellen nicht mehr ausschlieflich in der
Media der Gefaffwand befinden, sondern auch der Gefafswand aufsitzen. Wahrend
die Reninzellen am Gefafspol des Glomerulus nahezu ausschlieflich Renin exprimie-
ren und kein Glattmuskelaktin, ist bei den rekrutierten Reninzellen eine sichtbar
luminal betonte Expression von Glattmuskelaktin erkennbar. Einige rekrutierte Zel-
len stellen sich durch die Koexpression von Glattmuskelaktin und Renin auf Grund
der iiberlagerten Immunfluoreszenzsignale gelb dar.

Zusammenfassend sind die wesentlichen Unterschiede der AT, ,-Rezeptor-Knockout-
Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus beziiglich des Reninexpressionsmusters die
stark gesteigerte Reninexpression und die retrograde Rekrutierung von Reninzellen
in afferenten Arteriolen und den Interlobulararterien. Ebenfalls typisch fiir die AT1,-
Rezeptor-Knockout-Maus ist die mehrschichtige Reninzellanordnung.
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Abbildung 3.7: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer ATy,-Rezeptor-Knockout-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktio-
nen (rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktio-
nen (gelb). Pfeile: in der Interlobulararterie befindliche Reninzellen. Pleilspitzen:
rekrutierte Reninzellen entlang einer afferenten Arteriole. 50fache Vergroferung.
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Abbildung 3.8: [Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT4,-Rezeptor-Knockout-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktio-
nen (rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreak-
tionen (gelb). Pfeile: rekrutierte Reninzellen in der Interlobulararterie. 50fache
Vergroherung.
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Abbildung 3.9: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des
Wildtyps und des ATi,-Rezeptor-Knockouts; Normierung des Wildtyp-Werts
auf 1.

Die erfassten mRNA-Level erlauben eine quanitative Aussage iiber die Reninexpres-
sion. Den in Abb. 3.9 gezeigten Werten liegen willkiirliche Einheiten zugrunde. Fiir
die Wildtyp-Maus wurde der Wert 1 definiert. Die Reninexpression in der Niere der
adulten AT,,-Rezeptor-Knockout-Maus ist im Vergleich mit der Wildtyp-Maus um
das Hfache erhoht.
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3.1.3 Die adulte Cx40-Knockout-Maus

—Nierenkapsel

(=

Abbildung 3.10: |Gesamtansicht| 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit im repréisentativen Gefdfkbaumab-
schnitt einer adulten unbehandelten Cx40-Knockout-Maus mit Darstellung der
Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Pfeilspitze: ektopisch lokalisierte Reninzel-
len im extraglomeruldren Mesangium. Pfeil: eine afferente Arteriole mit stark
gesteigerter Reninexpression.

Connexin 40 (Cx40) ist ein bedeutender Baustein interzelluldrer Verbindungen zwi-
schen reninbildenden Zellen. Connexin40 ist somit ein entscheidender Faktor fiir die
korrekte Funktion der Reninzellen.

Die Reninexpression in der 3D-Rekonstruktion des Gefiafausschnittes der Cx40-
Knockout-Maus erscheint auf den ersten Blick unaufféllig.

Die reninpositiven Zellen sind vornehmlich an ihrer juxtaglomeruldren Position lo-
kalisiert. In einem vergroferten Ausschnitt des 3D-Modells (Abb. 3.11) ist jedoch
zu sehen, dass sich reninexprimierende Zellen auch im extraglomeruldren Mesangi-
um befinden (siehe Pfeilspitze). Ebenso lassen sich reninpositive Zellen der Bow-
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man‘schen Kapsel aufgelagert nachweisen (siehe Pfeil).

Die Interlobulararterien und der arcuate Seitenast sind reninfrei. Der Reningehalt
ist im Vergleich zur Wildtyp-Maus nicht signifikant erhoht. Eine Rekrutierung von
Reninzellen scheint nicht stattgefunden zu haben. Vereinzelt gibt es jedoch afferente
Arteriolen, die eine auffillig stark gesteigerte Menge an Reninzellen am juxtaglome-
ruldren Apparat aufweisen (Abb. 3.10, siche Pfeil).

Abbildung 3.11:
[Detailansicht]

3D-Rekonstruktion  der
Renin- (griin)  und

der Glattmuskelaktin-
(rot) Immunreaktivitdt
afferenter Arteriolen
einer unbehandelten
Cx40-KO-Maus mit Glo-
meruli (gelb). Pfeilspitze:
ektopisch lokalisierte
Reninzellen im extraglo-
meruldren  Mesangium.
Pfeil: der Bowman‘schen
Kapsel anliegende Renin-
zellen.

Bereits in der histologischen Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.12) sind neben den juxta-
glomeruldren Zellen in den afferenten Arteriolen einzelne reninexprimierende Zellen
im extraglomeruldren Mesangium zu sehen. Diese sitzen ektopisch zwischen Vas af-
ferens und Vas efferens am glomeruléren Gefiafipol.

Abb. 3.13 (linke Bilderserie) erlaubt eine genauere Aussage beziiglich der ektopi-
schen Reninvorkommen.

Neben Reninzellen, die sich an ihrer typischen juxtaglomeruldren Position befinden
und sowohl Renin als auch Glattmuskelaktin exprimieren, sind weitere Reninzellen
zu sehen, die dem Gefif aufsitzen (siehe Pfeilspitze). Sie exprimieren ausschlieflich
Renin und kein Glattmuskelaktin und haben eine kubische Gestalt.

Den efferenten Arteriolen aufsitzende reninexprimierende Zellen, die sich in ihrer
Gestalt deutlich von den anderen reninpositiven Zellen unterscheiden, sind eben-
falls zu beobachten (siche Pfeil). Sie haben keine kubische Form, sondern sind von
schmaler, langlicher Gestalt.

In der rechten Bilderserie in Abb. 3.13 sind ebenfalls reninexprimierende Zellen in
der efferenten Arteriole zu sehen (siehe Pfeil). Diese wiederum besitzen eine kubische
Gestalt.

In einer weiteren histologischen Aufnahme (Abb. 3.14, linke Bilderserie) sind Renin-
Immunfluoreszenzsignale innerhalb des Glomerulus dargestellt (siehe Pfeil). Sie sind
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Abbildung 3.12: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer Cx40-Knockout-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktionen (rot),
Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen (gelb).
Pfeile: reninbildende Zellen im extraglomerulidren Mesangium. 50fache Vergro-
Rerung.
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Abbildung 3.13: [Detailansicht] Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer Cx40-KO-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktionen (rot), Renin
Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen (gelb). G =
Glomerulus. 630fache Vergroferung.

Linke Bilderserie: Ektopische Reninsynthese im extraglomeruléren Mesangi-
um. Pfeil: schmale, 1dngliche Reninzellen, die der efferenten Arteriole aufsitzen.
Pfeilspitze: der afferenten Gefafiwand aufsitzende reninexprimierende Zellen.
Rechte Bilderserie: Pfeil: kubische Reninzellen in der efferenten Arteriole.
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Abbildung 3.14: |Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer Cx40-KO-Maus. Glattmuskelaktin Immunreaktionen (rot), Renin
Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen (gelb). G =

Glomerulus.

Linke Bilderserie: Pfeil: Reninexpression im Glomerulus. 400fache Vergrofie-
rung.

Rechte Bilderserie: Pfeil: ektopisch gelegene, reninexprimierende Zellen 1ang-
licher Gestalt, die sich der Bowman‘schen Kapsel anlagern. 630fache Vergrofe-
rung.
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diffus verteilt und lassen sich keiner konkreten Zellstruktur zuordnen.

In der rechten Bilderserie (Abb. 3.14) sind atypisch lokalisierte reninexprimierende
Zellen zu sehen, die der Bowman‘schen Kapsel aufsitzen (siche Pfeil). Sie haben
ebenfalls eine schmale und lidngliche Gestalt und lagern sich, ausgehend vom glo-
meruldren Gefdfpol der Bowman‘schen Kapsel an. Die Form und Gestalt der Zelle
erinnert hierbei an die der efferenten Arteriole aufsitzende reninexprimierende Zelle
aus Abb. 3.13 (linke Bilderserie).

Die histologischen Detailaufnahmen zeigen, dass die Reninzellen nicht mehr aus-
schliefslich am Ende der afferenten Arteriole zu finden sind. Stattdessen findet die
Reninexpression bei der Cx40-Knockout-Maus auch im umgebenden extraglomeru-
laren Mesangium, in und auf efferenten Arteriolen und im Bereich der Bowman‘schen
Kapsel statt. Vereinzelt sitzen Reninzellen mehrschichtig der Gefédfwand auf. Eben-
so wurden atypisch geformte schmale Reninzellen gefunden.

mRNA

renin mRNA / GAPDH mRNA

|

Abbildung 3.15: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Werte des
Wildtyps und des Cx40-Knockouts; Normierung des Wildtyp-Werts auf 1.

Wie in Abb. 3.15 zu sehen, ist die Reninexpression in der Niere der Cx40-Knockout-
Maus in Bezug zur Reninexpression des Wildtyps um den Faktor 2 gesteigert.
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3.1.4 Die adulte AT{,-Cx40-DOKO-Maus
3.1.4.1 Die AT,-Cx40-DOKO-Maus unter Normalsalzdiit [NS]
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Abbildung 3.16: |Gesamtansicht| 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Gefdfbaumab-
schnitt einer adulten unbehandelten AT;,-Cx40-DOKO-Maus mit Darstellung
der Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Pfeilspitzen: Reninexpression im extrag-
lomeruldren Mesangium. Pfeil: Reninsignale im Bereich der Bowman‘schen Kap-
sel.
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In der 3D-Rekonstruktion der Niere einer adulten AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter
Normalsalzbehandlung (Abb. 3.16) zeigen sich zahlreiche Unterschiede zur Wildtyp-
Maus.

So befinden sich reninexprimierende Zellen nicht mehr ausschlieflich an ihrer jux-
taglomerulidren Position in der Media der afferenten Arteriolen, sondern zeigen sich
im Bereich von efferenten Arteriolen und der Bowman‘schen Kapsel. Die arcuaten
Seitenédste und die Interlobulararterien sind reninfrei.
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In einem vergroferten Ausschnitt aus Abb. 3.16 sind zwei afferente Arteriolen mit
ihren zugehorigen Glomeruli dargestellt (Abb. 3.17). Auffllig hierbei ist das dis-
kontinuierliche Reninexpressionsmuster, das sich iiber die gesamte Linge der links
abgebildeten afferenten Arteriole erstreckt. Neben den juxtaglomeruldren Reninzel-
len befinden sich auch im proximalen Bereich der afferenten Arteriole reninbildende
Zellen.

Ein vollig anderes Reninexpressionsmuster weist das rechts abgebildete Gefaft auf.
An der juxtaglomeruldren Position ist keine Reninexpression vorzufinden, stattdes-
sen lassen sich innerhalb der Bowman‘schen Kapsel einzelne Renin-Fluoreszenzsignale
feststellen.

Abbildung 3.17:
[Detailansicht]
3D-Rekonstruktion  der
Renin- (griin) und der
Glattmuskelaktin-  (rot)
Immunreaktivitdt  affe-
renter Arteriolen einer
unbehandelten AT,-
Cx40-DOKO-Maus mit
Glomeruli (gelb). Pfeil:
Reninsignale in  der
Bowman‘schen Kapsel.

In der histologischen Ubersichtsaufnahme Abb. 3.18 sind bereits Abweichungen vom
normalen Reninexpressionsmuster festzustellen. Die Reninmenge erscheint nur leicht
gesteigert, jedoch stellt sich die Reninverteilung bei der AT,-Cx40-DOKO-Maus
INS| insgesamt sehr inhomogen dar. So existieren neben auf gesamter Linge Renin
exprimierenden Vasa afferentia (Abb. 3.19), auch afferente Arteriolen, die nahezu
reninfrei erscheinen. Neben der Rekrutierung von reninbildenden Zellen ist eine wei-
tere Auffélligkeit der AT,-Cx40-DOKO-Maus [NS] die ektopische Reninexpression.
Im extraglomeruldren Mesangium im Bereich des Gefafipols, in der Bowman‘schen
Kapsel und im umgebenden Interstitium ldsst sich Renin nachweisen.

In der Detailaufnahme Abb. 3.19 ist zu sehen, dass sich die Reninexpression nahezu
iiber die gesamte Lénge der afferenten Arteriole erstreckt. Die rekrutierten Renin-
zellen haben eine kubische Gestalt und sitzen einer schmalen Glattmuskelaktin-
exprimierenden Zellschicht der Gefifwand auf. An einigen Stellen sitzen die Renin-
zellen mehrschichtig dem Geféfs auf (siehe Pfeilspitze). Die Gefdfswand der afferenten
Arteriolen ist bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus [NS] somit nicht einschichtig, sondern
mehrschichtig.

Im Bereich des glomeruldren Gefifspols und der efferenten Arteriole befinden sich
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ebenfalls reninsynthetisierende Zellen (siche Pfeil). Aufféllig hierbei sind die Re-
ninzellen, die der efferenten Arteriole anliegen (siehe *). Diese unterscheiden sich
deutlich von der kubischen Form der anderen Reninzellen und besitzen eine duferst
schmale, ldngliche Gestalt.

Wie in Abb. 3.20 ersichtlich, sind Bereiche zu finden, in denen in der afferenten Ar-
teriole keine Reninexpression nachweisbar ist. Hingegen erscheinen punktuelle Im-
munfluoreszenzsignale innerhalb der Bowman‘schen Kapsel.

Eine weitere Besonderheit der AT ,-Cx40-DOKO-Maus [NS] ist der Fund groferer
Reninansammlungen im Interstitium (Abb. 3.20, rechte Bilderserie). Hierbei erschei-
nen diffuse Immunfluoreszenzsignale im tubuldren Interstitium, die in keinem nahe-
ren Zusammenhang mit einem arteriellen Gefaf stehen.

Abbildung 3.18: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer AT,-Cx40-DOKO-Maus [NS|. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). Pfeil: Reninvorkommen im extraglomeruldren Mesangium. Pfeilspitzen:
Renin-Fluoreszenzsignale im Bereich der Bowman‘schen Kapsel. 50fache Vergro-
Berung.
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Abbildung 3.19: [Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT,-Cx40-DOKO-Maus [NS]. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). G = Glomerulus. Pfeilspitze: mehrschichtige Anordnung von Reninzellen.
Pfeil: ektopisch gelegene Reninzellen im Bereich des glomeruldren Gefédfpols im
extraglomeruldren Mesangium. * atypische Reninzelle in der efferenten Arteriole.
400fache Vergréferung.
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Abbildung 3.20: [Detailansicht] Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT,-Cx40-DOKO-Maus [NS|. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). G = Glomerulus.

Linke Bilderserie: Diffus verteilte Renin-Fluoreszenzsignale im Glomerulus.
630fache Vergrokerung

Rechte Bilderserie: Reninvorkommen im tubuldren Interstitium. 400fache

Vergroferung.
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Zusammenfassend lisst sich sagen, dass es bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus [NS| zu
Reninvorkommen in den Interlobulararterien, in efferenten Arteriolen, an der Bow-
man‘schen Kapsel, im extraglomeruldren Mesangium und im Interstitium kommt.
Die Reninexpression ist inhomogen verteilt. Vereinzelt kommt es zu mehrschichti-
gen Reninzellanordnungen auf dem Gefafl. Neben den kubischen Reninzellen tauchen
atypische Reninzellen auf, die sich deutlich in ihrer Gestalt unterscheiden.

mRNA

renin mRNA / GAPDH mRNA
w

Abbildung 3.21: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des
Wildtyps und des AT1,-Cx-40-Knockouts [NS]; Normierung des Wildtyp-Werts
auf 1.

Wie Abb. 3.21 zeigt, ist der Renin-mRNA-Level der AT;,-Cx-40-Knockout-Maus
unter Normalsalzbehandlung in Bezug auf den Wert des Wildtyps erhoht. Hierbei
ergibt sich fiir den AT,-Cx-40-Knockout [NS] ein 3fach erhéhter Renin-mRNA-
Level.
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3.1.4.2 Die AT;,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Niedrigsalzdiit [LS]

Glomeruli ~

arcuater Seitenast
|

Abbildung 3.22: |Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitdt im représentativen Gefdfbaumab-
schnitt einer adulten AT;,-Cx40-DOKO-Maus [LS| mit Darstellung der Glo-
meruli und Nierenkapsel (gelb). Pfeil: rekrutierte Reninzellen in der Interlobu-
lararterie.

Durch eine Niedrigsalzdidt kommt es zur Stimulation der Reninfreisetzung vermit-
telt durch die Macula Densa-Zellen des juxtaglomeruldren Apparates.

Dies fiihrt zur Rekrutierung von reninbildenden Zellen entlang der afferenten Ar-
teriolen. Dieser Effekt ist in dem 3D-Modell der AT;,-Cx40-DOKO-Maus [LS] deut-
lich zu erkennen (Abb. 3.22). Die afferenten Arteriolen exprimieren auf gesamter
Liange Renin. Ebenso kommt es zu Renin-Immunfluoreszenzsignalen innerhalb der
Aa. interlobulares. Die Reninproduktion erscheint massiv gesteigert. Die arcuaten
Seitendste sind reninfrei.
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Ein vergroferter Ausschnitt des 3D-Modells (Abb. 3.23) zeigt bereits die wesentli-
chen Charakteristika der AT;,-Cx40-DOKO-Maus. Zu sehen ist der Endabschnitt
einer Interlobulararterie mit zwei abgehenden afferenten Arteriolen, deren Glomeruli
und eine efferente Arteriole. Die afferenten Arteriolen exprimieren auf ganzer Linge
Renin. Die Reninzellen scheinen der Gefafiwand teilweise aufzusitzen. In der Inter-
lobulararterie befinden sich ebenfalls reninexprimierende Zellen. Auch an efferenten
Arteriolen befinden sich Reninsignale.

Abbildung 3.23:
[Detailansicht]
3D-Rekonstruktion  der
Renin- (grin) und der
Glattmuskelaktin-  (rot)
Immunreaktivitdt  affe-
renter Arteriolen einer
AT,-Cx40-DOKO-Maus
[LS]  mit  Glomeru-
i (gelb). Pfeilspitze:
Reninzellen an  einer
efferenten Arteriole.
Pfeil: Reninzellen in der
Interlobulararterie.

Die histologischen Aufnahmen verdeutlichen die bisherigen Befunde. Es kommt zur
Rekrutierung von reninbildenden Zellen entlang der afferenten Arteriolen (Abb. 3.24,
Abb. 3.25, Abb. 3.26). Einzelne Reninzellen sind auch in den Interlobulararterien
zu finden (Abb. 3.24, Abb. 3.25). Die die Geféfwand bildenden Zellen exprimieren
sowohl Glattmuskelaktin als auch Renin. Durch die hohe Koexpression von Renin
und Glattmuskelaktin ergeben sich zahlreiche gelbe Immunfluoreszenzsignale.
Bereits in der histologischen Ubersichtsaufnahme Abb. 3.24 sind Reninzellen zu se-
hen, die mehrschichtig auf den Geféfen sitzen (siehe *). In der Detailaufnahme Abb.
3.25 bestéatigt sich, dass sich die Gefallwand der afferenten Arteriole nicht mehr ein-
schichtig sondern mehrschichtig darstellt. Diese Beobachtung zeigt sich besonders
deutlich im Gefiak-Querschnitt (siehe Pfeilspitze). Hierbei ist zu sehen, dass der Ge-
faftwand mehrere Reihen reninbildender Zellen aufsitzen. Die Reninexpression reicht
teilweise weit ins Interstitium.

Neben der Rekrutierung reninbildender Zellen in den afferenten Arteriolen und inter-
lobularen Arterien kommt es bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus, die zehn Tage einer
Niedrigsalzdiat unterzogen wurde, auch zu ektopischen Reninvorkommen (Abb. 3.25,
Abb. 3.26). In Abb. 3.25 sind innerhalb des Glomerulus im Bereich des Gefifpols
Reninsignale zu sehen (siehe Pfeil). Auch in Abb. 3.26, rechte Bilderserie findet die
Reninsynthese innerhalb des Glomerulus statt (siehe Pfeilspitze). Ebenfalls kommt
es zu einer erkennbaren Reninexpression in der efferenten Arteriole (siehe Pfeil). In
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Abb. 3.26, linke Bilderserie fillt ein schmaler Reninsaum auf, der sich im Interstiti-
um um einen Tubulus legt (siehe Pfeilspitze).

Abbildung 3.24: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer AT},-Cx40-DOKO-Maus [LS]. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). Pfeil: Renin-Fluoreszenzsignale in einer efferenten Arteriole. Pfleilspitze:

grokere ektopische Reninansammlung im Interstitium. * weist auf rekrutierte

Reninzellen entlang der afferenten Arteriole und in der A. interlobularis hin.
50fache Vergroferung.

Zusammenfassend ergeben sich bei der AT,-Cx40-DOKO-Maus [LS]| folgende Be-
sonderheiten: Es kommt im Rahmen der retrograden Rekrutierung zu einer massiv
gesteigerten Reninexpression entlang der afferenten Arteriolen und in den Interlo-
bulararterien. Zudem lassen sich ektopische Reninvorkommen in efferenten Arterio-
len, im Bereich der Bowman‘schen Kapsel, im extraglomeruldren Mesangium und
im Interstitium nachweisen. Die Reninzellen sitzen zu Grofteilen mehrschichtig der
Gefdafiwand auf und es existieren ektopisch gelegene atypisch geformte reninexpri-
mierende Zellen.
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Abbildung 3.25: [Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT1,-Cx40-DOKO-Maus [LS|. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). G = Glomerulus. Pfeil: Reninvorkommen im Glomerulus. Pfeilspitze:
Reninzellen, die mehrreihig einer afferenten Arteriole aufsitzen. * markiert reni-
nexprimierende Zellen in der Interlobulararterie. 400fache Vergroferung.
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Abbildung 3.26: [Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT,-Cx40-DOKO-Maus [LS]. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin), Kolokalisation beider Immunreaktionen
(gelb). G = Glomerulus.

Linke Bilderserie: Pfeilspitze: schmale, lingliche Reninzelle. Pfeil: mehrschich-
tige Anordnung von Reninzellen. 400fache Vergroferung.

Rechte Bilderserie: Pfeilspitze: diffus verteilte Renin-Fluoreszenzsignale im
Glomerulus. Pfeil: Reninvorkommen in der efferenten Arteriole. 630fache Ver-
groferung.
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Abbildung 3.27: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des

Wildtyps und des AT;,-Cx-40-Knockouts [LS|; Normierung des Wildtyp-Werts
auf 1.

Die Reninexpression in der Niere der AT,-Cx40-DOKO-Maus nach 10 Tagen Nied-
rigsalzdiat ist im Bezug zur Reninexpression der Wildtyp-Maus massiv erhéht
(Abb. 3.27). Hierbei ergibt sich ein Renin-mRNA-Wert fiir den AT;,-Cx40-DOKO
[LS], der um den Faktor 10 gesteigert ist.
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3.1.4.3 Die AT;,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Hochsalzdiit [HS]
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Abbildung 3.28: |Gesamtansicht| 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Gefdfkbaumab-
schnitt einer adulten AT;,-Cx40-DOKO-Maus [HS| mit Darstellung der Glo-
meruli und Nierenkapsel (gelb). Pfeile: grokere Reninvorkommen an der Bow-
man‘schen Kapsel. Pfeilspitzen: Reninsignale im tubuldren Interstitium.

Eine Hochsalzdidt hat beim Wildtyp, vermittelt durch die Macula Densa-Zellen des
distalen Tubulus, eine Hemmung der Reninproduktion zur Folge.

Beziiglich des Reninexpressionsmusters der AT,-Cx40-DOKO-Maus [HS| lassen
sich in der 3D-Rekonstruktion (Abb. 3.28) gravierende Unterschiede zum Wildtyp-
Modell feststellen.

Das Expressionsmuster stellt sich dufserst inhomogen dar. Neben afferenten Arterio-
len, die nur spérlich Renin enthalten, existieren afferente Arteriolen, die eine stark
erhohte Reninmenge iiber nahezu ihren gesamten Verlauf aufweisen.

Auffillig wird bereits im 3D-Modell das Vorhandensein von grofen Reninanhiu-
fungen im Bereich der Bowman‘schen Kapsel einzelner Glomeruli (Abb. 3.28, Abb.
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3.29). Auch im Interstitium ohne jegliche Beziehung zu einem Gefiafast treten Ren-
insignale auf.

Abbildung 3.29:
[Detailansicht]

3D-Rekonstruktion  der
Renin- (grin) und der
Glattmuskelaktin-  (rot)
Immunreaktivitdt  affe-
renter Arteriolen einer
AT1,-Cx40-DOKO-Maus
[HS] mit  Glomeru-
i (gelb). Pfeilspitze:
Reninsignale im  In-
terstitium. Pfeile: der
Bowman‘schen  Kapsel
angelagerte Reninzellen.

In der Detailaufnahme Abb. 3.31 (linke Bilderserie) ist eine grofse Reninansammlung
zu sehen, die sich von der Bowman‘schen Kapsel aus ins umgebende Interstitium
erstreckt (siehe Pfeil). Auch entlang der afferenten Arteriole kommt es zur Renin-
synthese.

Anstatt der reningefiillten, kubischen Zellen ergeben sich punktuelle, diffus verteilte
Reninsignale. In der rechten Bilderserie ist eine Rekrutierung von Reninzellen ent-
lang der afferenten Arteriole zu erkennen. Ebenfalls auf den Bildern zu sehen sind
ektopische Reninvorkommen an efferenten Arteriolen (siehe Pfeil).

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus nach zehn-
tagiger Hochsalzbehandlung atypisch lokalisierte Reninzellen zu sehen sind. Die re-
ninbildenden Zellen befinden sich neben ihrer eigentlichen juxtaglomeruliren Posi-
tion der Bowman‘schen Kapsel angelagert, in efferenten Arteriolen und Interlobula-
rarterien und disseminiert im Interstitium.

Die Reninmenge ist inhomogen verteilt. Teilweise ist der Reningehalt der Renin-
zellen im Bereich der distalen afferenten Arteriole wie erwartet unter Hochsalzdiat
reduziert, jedoch gibt es ebenso afferente Arteriolen, bei denen es zur retrograden
Rekrutierung von Reninzellen kommt und die eine stark gesteigerte Reninexpression
aufweisen. Auch im Bereich der Bowman‘schen Kapsel einzelner Glomeruli befinden
sich grofe Anhédufungen von Renin.
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Abbildung 3.30: [Ubersicht] Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffin-
schnitt einer AT;,-Cx40-DOKO-Maus [HS|. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin). G = Glomerulus. Pfeile = Reninvorkom-
men im Bereich der Bowman‘schen Kapsel. 50fache Vergrofherung.
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Abbildung 3.31: [Detailansicht| Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffin-
schnitt einer AT;,-Cx40-DOKO-Maus [HS]. Glattmuskelaktin Immunreaktionen
(rot), Renin Immunreaktionen (griin). G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
Linke Bilderserie: Pfeil: hohe ektopische Reninexpression im Bereich der Bow-
man‘schen Kapsel.

Rechte Bilderserie: Pfeil: Renin-Fluoreszenzsignale in der efferente Arteriole.
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Abbildung 3.32: Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Levels des Wild-

typs und des AT1,-Cx-40-Knockouts [LS]; Normierung des Wildtyp-Werts auf
1.

Abb. 3.32 zeigt die gesteigerte Reninexpression in der Niere der AT,-Cx40-DOKO-
Maus nach zehntdgiger Hochsalzdidt. Die Reninexpression ist im Vergleich zum
Wildtyp, dessen Wert als 1 definiert wurde, um den Faktor 2 gesteigert.
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3.1.5 Quantitative Analyse des Reninexpressionsmusters
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Abbildung 3.33: Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Levels in den Nie-
ren aller Versuchstiere; Normierung des Wildtyp-Werts auf den Faktor 1.

In Abb. 3.33 ist die Gegeniiberstellung der mittleren Renin-mRNA-Werte der ein-
zelnen Tierstimme zu sehen. Hierbei fallt auf, dass der Cx40-Knockout unter Nor-
malsalzbedingungen zu einer moderaten Erhohung der Reninexpression fiihrt, wo-
hingegen die AT,-KO-Maus eine enorm gesteigerte Reninexpression um den Faktor
5 aufzeigt. Die AT,-Cx40-DOKO-Maus unter Normalsalzbehandlung weist eben-
falls eine erhohte Reninexpression auf, die zwischen den Werten der Cx40-KO-
Maus und der AT ,-KO-Maus liegt, jedoch deutlich geringer als die Reninexpression
der AT,,-KO-Maus ausfillt. Die AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter Niedrigsalzbehand-
lung zeigt stark gesteigerte Renin-mRNA-Level. Die AT,-Cx40-DOKO-Maus unter
Hochsalzbehandlung zeigt im Vergleich zur AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter Normal-
salzbehandlung eine verminderte Reninexpression. Im Vergleich zum Wildtyp ist sie
dennoch gesteigert. Die mRNA-Werte zeigen, dass eine Niedrigsalzbehandlung bei
der AT,-Cx40-DOKO-Maus zur Stimulation der Reninexpression fiihrt, sowie eine
Hochsalzbehandlung bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus eine Suppression der Renin-
expression zur Folge hat.
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3.2 3D-Analyse des renalen arteriellen Gefafisystems

3.2.1 Die adulte Wildtyp-Maus

Abbildung 3.34: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféife (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten Wildtyp-Maus.

In Abb. 3.34 ist ein arcuater Seitenast mit Interlobulararterien und daraus hervorge-
henden afferenten Arteriolen dargestellt. Einige efferente Arteriolen wurden ebenfalls
rekonstruiert.

Der rekonstruierte arterielle Gefdafsbaum der unstimulierten Wildtyp-Maus dient als
Referenz fiir die nachfolgenden Modelle. Er stellt den physiologischen Normalzustand
dar und ist in Form und Verlauf unauffillig. Die Geféafie sind schlank und gleichmé-
iig geformt. Die dufsersten kortikalen afferenten Arteriolen haben einen deutlichen
Abstand zur Nierenkapsel.

Um den optischen Eindruck der teilweise abnormen Geféfmorphologie der folgenden

Modelle zu verifizieren, wurden mittels des 3D-Rekonstruktionsprogramms Amira
die Modelle des renalen Gefifisystems der untersuchten Versuchstiere vermessen.
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Hierfiir wurden die kortikalen afferenten Arteriolen herangezogen, die in ihrer Ent-
wicklungsgeschichte jiinger sind als die marknah gelegenen Gefafsabschnitte und de-
ren Lange und Durchmesser erfasst.

Hierbei ergibt sich fiir die afferenten Arteriolen des Wildtyps eine mittlere Linge
von 163 pm und ein mittlerer Durchmesser von 16 pm.

3.2.2 Die adulte AT,-Rezeptor-Knockout-Maus
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Abbildung 3.35: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefifte (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten AT4,-Rezeptor-Knockout-Maus.

Der Gefifbaum der AT;,-Rezeptor-Knockout-Maus unter Normalsalzzufuhr hat ei-
ne deutlich verdnderte Gefafstruktur im Vergleich zur Wildtyp-Maus.

Die Gefife der AT ,-Rezeptor-Knockout-Maus sind verdickt und verkiirzt und wir-
ken in ihrem gesamten Verlauf plump und gedrungen. Besonders deutlich wird diese
Beobachtung anhand der kurzen, dicken afferenten Arteriolen, die direkt nach dem
Abgang aus der A. interlobularis im glomeruldren Gefiafspol miinden. Hierbei stellen
sich die marknahen afferenten Arteriolen deutlich kiirzer dar als die kortikalen affe-
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renten Arteriolen. Der Abstand zwischen Nierenkapsel und den duflersten afferenten
Arteriolen ist im Vergleich zur Wildtyp-Maus reduziert.
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Abbildung 3.36: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lénge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp- und
der AT1,-Rezeptor-Knockout-Maus.

In der Gegeniiberstellung der erfassten Daten der Wildtyp- und ATq,-Rezeptor-
Knockout-Maus wird deutlich, dass die afferenten Arteriolen eine reduzierte Ge-
fiflange sowie eine Zunahme des Gefakdurchmessers aufweisen (Abb. 3.36). Die
AT,-Rezeptor-Knockout-Maus besitzt bei einer mittleren Linge von 94 pm um 60
% kiirzere afferente Arteriolen und bei einem mittleren Gefikdurchmesser von 26
pm um 60 % dickere afferente Arteriolen als die Wildtyp-Maus.
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3.2.3 Die adulte Cx40-Knockout-Maus

Abbildung 3.37: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféifie (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten Cx40-Knockout-Maus.

Das Gefifisystem der Connexin 40-defizienten Maus gleicht dem der Wildtyp-Maus
(Abb. 3.37, Abb. 3.34).

Die Gefifie scheinen weder verdickt noch auffillig verkiirzt zu sein. Die afferenten
Arteriolen haben eine schlanke Form. Der subkapsulire Bereich zwischen Nieren-
kapsel und den kortikalen afferenten Arteriolen erscheint nicht verkleinert.

Bei der Vermessung ergeben sich im direkten Vergleich zur Wildtyp-Maus nur gering-
fiigige gefilmorphologische Verédnderungen (Abb. 3.38). Die afferenten Arteriolen
der Cx40-Knockout-Maus sind mit einer durchschnittlichen Lange von 125 pm und
einem durchschnittlichen Durchmesser von 13 pm etwas kiirzer und schmaler als die
des Wildtyps. Dies entspricht der 0,8fachen Linge und dem 0,8fachen Durchmesser
der Wildtyp-Maus.
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Abbildung 3.38: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Linge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp- und
der Cx40-Knockout-Maus.

3.2.4 Die adulte AT{,-Cx40-DOKO-Maus

Die Gefiafbaume der AT;,-Cx40-DOKO-Maus zeigen signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Wildtyp-Maus (Abb. 3.39, Abb. 3.41, Abb. 3.43, Abb. 3.34). Die Ge-
fafse sind deutlich kraftiger und kiirzer ausgebildet. Die afferenten Arteriolen haben
einen stark verkiirzten Verlauf und ebenfalls an Umfang zugenommen. Der gesamte
Geféfsbaum erscheint plump und gedrungen.

Der Abstand zwischen Nierenkapsel und den kortikalen afferenten Arteriolen ist
merklich reduziert. Hierbei reicht der Gefiftbaum mit seinen Vasa afferentia bis
knapp unter die Nierenkapsel.

Samtliche Beobachtungen sind unabhéngig von der Didt in unterschiedlicher Aus-
priagung sowohl bei der reprasentativ gewéhlten AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter Nor-
malsalzbehandlung (Abb. 3.39), unter Niedrigsalzbehandlung (Abb. 3.41), wie auch
unter Hochsalzbehandlung (Abb. 3.43) zu erkennen.

Die afferenten Arteriolen der AT;,-Cx40-DOKO-Maus |NS| weisen im Durchschnitt
eine Lange von 100 pm und eine Breite von 23 pm auf und sind somit um 60 % kiirzer
und um 40 % dicker als der Wildtyp mit 162 pm Lange und 16 pm Durchmesser.
Ahnlich verhilt es sich mit den afferenten Arteriolen der AT;,-Cx40-DOKO-Maus
[LS] bei einer mittleren Lénge von 90 pm und einer mittleren Breite von 25 pm.
Die Geféfe der AT1,-Cx40-DOKO-Maus |HS| besitzen eine durchschnittliche Lange
von 86 pm und Breite von 31 pm.
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Abbildung 3.39: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféife (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten AT1,-Cx40-DOKO-Maus.
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Abbildung 3.40: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lénge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp- und
der AT,-Cx40-DOKO-Maus |NS].
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|

Abbildung 3.41: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféife (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafsbaumabschnitt einer adul-
ten AT,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Niedrigsalzdiét.
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Abbildung 3.42: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lénge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp- und
der AT,-Cx40-DOKO-Maus [LS].
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Abbildung 3.43: 3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféife (rot)
und der Nierenkapsel (gelb) im représentativen Gefafsbaumabschnitt einer adul-
ten AT,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Hochsalzdiit.
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Abbildung 3.44: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lénge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp- und
der AT,-Cx40-DOKO-Maus [HS].
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3.2.5 Vergleichende Analyse des renalen arteriellen Gefifs-

systems

200- 40-

150+ + 304

E 100- € 20-

504 10- I-I-‘

0 T L T T 0 T T T T
é\ &\ N b‘Q N e@ o\’% ‘S‘Q é\ &\ N o N e% o\? ‘b%

Voot ¢ o Voot ¢ o
Q Q Q Q Q Q

Abbildung 3.45: Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lénge (links)
und des mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen aller untersuchter
Versuchstiere.

In Abb. 3.45 ist die zusammenfassende Gegeniiberstellung der Ausmessungen der
afferenten Arteriolen aller untersuchten Versuchstiere zu sehen. Hierbei fillt auf,
dass die afferenten Arteriolen des Cx40-Knockouts die geringsten Unterschiede zur
Wildtyp-Maus aufweisen. Dies unterstiitzt den optisch unauffilligen Eindruck des
Gefafbaumausschnitts Abb. 3.37 im Vergleich zur Wildtyp-Maus Abb. 3.34.

Eine grofse Diskrepanz besteht jedoch zwischen den Werten der ATi,-Rezeptor-
Knockout-Maus und der Wildtyp-Maus. Die afferenten Arteriolen sind deutlich di-
cker und kiirzer.

Die Ausmessungen der afferenten Arteriolen der AT ,-Rezeptor-Knockout-Maus kon-
gruieren mit den Werten der AT,,-Cx40-DOKO-Maus. Es zeigt sich ebenfalls eine
auffillige Abnahme der Geféflinge und eine deutliche Zunahme des Geféafdurch-
messers.
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Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Maus mit deletierten AT;,-Rezeptoren mit ei-
ner Maus mit delitierten Cx40-Gap Junctions verpaart. Beide Knockouts haben cha-
rakteristische Verdnderungen im Reninexpressionsmuster der Niere zur Folge. Unter-
sucht wurden sowohl die Wildtyp-Maus, wie auch die einzelnen Knockout-M&use und
die Doppel-Knockout-Méause. Die AT;,-Cx40-DOKO-Maus steht im Zentrum dieser
Arbeit. Hierbei sollen die genotypischen Verdnderungen der AT,,-KO-Maus und
der Cx40-KO-Maus reproduziert und um die Erkenntnisse des AT;,-Cx40-DOKOs
erweitert werden. In diesem Zusammenhang wurden die AT,,-Cx40-DOKO-Tiere
unter Normalsalzdiit, nach zehntégiger Stimulation des RAAS unter Niedrigsalzdi-
at und nach zehntéigiger Hemmung des RAAS unter Hochsalzdidt, untersucht. Die
in dieser Arbeit untersuchten Tiere besitzen das gleiche Alter, sodass vorhandene
Unterschiede nicht den altersphysiologischen Verdnderungen zuzuschreiben sind.
Nach den Vergleichsstudien zu den Reninexpressionsmustern soll des Weiteren auf
die Gefakbaumstruktur der rekonstruierten 3D-Modelle eingegangen werden.
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4.1 Vergleichende Analyse des Reninexpressionsmus-
ters der rekonstruierten Modelle

4.1.1 Die adulte Wildtyp-Maus

Bei dem rekonsturierten 3D-Modell der Reninexpression der Wildtyp-Maus handelt
es sich um die normale, physiologische Reninexpression, wie sie in einer gesunden
Niere stattfindet. Hierbei sind die Reninzellen an der typischen juxtaglomeruliren
Position am glomeruléren Gefifspol lokalisiert. Weder in den arcuaten Seitendsten
und den Interlobulararterien noch in den efferenten Arteriolen sind Reninzellen vor-
zufinden. Dies entspricht den bisherigen Erfahrungen beziiglich der normalen Re-
ninzellverteilung (Barajas, 1979; Taugner et al., 1984).

4.1.2 Die adulte AT,,-KO-Maus

Angiotensin IT (ANG II) bindet an den AT,,-Rezeptor und iibt iiber einen negativen
Feedback-Mechanismus eine hemmende Wirkung auf das RAAS aus (Hackenthal et
al., 1990). Ein Knockout des AT;,-Rezeptors hat somit den Wegfall eines hemmen-
den Mediators des RAAS und eine gesteigerte Reninexpression und -synthese zur
Folge. Die genauen Regulationswege, in denen der AT,-Rezeptor offensichtlich eine
Rolle spielt, sind jedoch noch nicht vollstédndig geklért. Durch den Verlust des AT1,-
Rezeptors werden des Weiteren die vasokonstriktorische Effekte, die durch ANG II
moduliert werden, unterbunden.

Bei der AT ,-KO-Maus zeigt sich daher eine stark gesteigerte Reninexpression und
eine fiir diesen Genotyp charakteristische retrograde Rekrutierung von reninbilden-
den Zellen entlang der Gefafie. Hierbei erstreckt sich das Reninzellvorkommen vom
glomeruldren Geféafpol aus iiber die afferenten Arteriolen bis hin zu verteilten, ge-
ringeren Reninzellvorkommen in den Interlobulararterien. Die efferenten Arteriolen
hingegen sind reninfrei. Eine Besonderheit stellt die mehrschichtige Reninzellan-
ordnung dar mit rekrutierten reninbildenden Zellen, die der Gefialiwand aufsitzen.
Diese Beobachtungen entsprechen den bisherigen Forschungsergebnissen zur Renin-
expression der AT ,-KO-Maus (Machura et al., 2009; Oliviero et al., 1998; Sugaya
et al., 1995) und konnten in dieser Arbeit erneut reproduziert und bestitigt werden.
Weitere Untersuchungen an AT{,-KO-Mausen, die zur Stimulation des RAAS iiber
10 Tage auf Niedrigsalzbehandlung gesetzt wurden, ergaben eine enorm gesteigerte
Reninsynthese mit einem um den Faktor 20 erhhten mRNA-Level, die sich iiber
die gesamte Lange der afferenten Arteriolen und Interlobulararterien bis hin zu den
arcuaten Seitenéisten erstreckte (Machura et al., 2009).

4.1.3 Die adulte Cx40-KO-Maus

Cx40 ist ein essentielles Strukturprotein der Gap Junctions, die die interzellulédre
Kommunikation der Reninzellen ermoglichen. Ein Verlust des Cx40-Proteins hat
Storungen des RAAS und eine Fehlpositionierung von Reninzellen zur Folge.
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Die Frage, ob das Fehlen von Cx40 generell eine Lokalisation von Reninzellen in der
inneren Mediaschicht verhindert, muss verneint werden (siehe Abb.3.13). Neben der
normalen juxtaglomeruldren Reninexpression kommt es bei der Cx40-defizienten
Maus zu ektopischen Reninzellvorkommen im extraglomeruliren Mesangium, im
Bereich der Bowman‘schen Kapsel, im Glomerulus und im Bereich der efferenten
Arteriolen (Kurtz et al., 2007, 2009; Hwan et al., 2000, Wagner et al., 2010). Das
Phénomen der Dislokation der Reninzellen nimmt mit dem Alter des Individuums
zu, ebenso erhoht sich die Reninexpression und Reninsynthese. Die ektopischen Re-
ninzellen sind unterschiedlicher Form und Gestalt, so findet man neben der typisch
kubischen Reninzelle atypische, fibroblastendhnliche Reninzellen wie auch diffuse
Reninzellsignale, die keiner genaueren Zellstruktur zuzuordnen sind. Diese Beobach-
tungen stimmen mit den Untersuchungsergebnissen von Kurtz et al. (2009) iiberein.
Ebenso wurden vereinzelt Reninzellen gefunden, die mehrschichtig der Gefafiwand
aufsitzen. In den Interlobulararterien und arcuaten Seitenisten wurden keine Ren-
insignale registriert. Eine weitere Auffilligkeit, die bereits von Kurtz et al. (2009)
beschrieben wurde, ist das heterogene Reninexpressionsmuster. So existieren neben
afferenten Arteriolen, die eine hohe Reninexpression aufweisen, auch afferente Arte-
riolen ohne Reninexpression.

Cx40-Knockout-Méuse konnen nicht in addquater Art und Weise iiber physiologi-
sche Feedbackmechanismen auf Anderungen des Blutdrucks und ANG II-Spiegels
reagieren. Untersuchungen an Cx40-defizienten Mausen ergaben, dass die Signalwe-
ge zur Rekrutierung von Reninzellen bei der Cx40-Knockout-Maus gestort sind. So
kommt es trotz intensiver Stimulation des RAAS bei der Cx40-KO-Maus zu keiner
retrograden Rekrutierung von Reninzellen entlang der Gefife (Kurtz et al., 2007,
2009).

Die bisherigen Forschungsergebnisse lassen den Schluss zu, dass die korrekte Zell-
Zell-Kommunikation mittels Gap Junctions unabdingbar fiir die korrekte Positionie-
rung und die Rekrutierung von Reninzellen ist (Kurtz et al. 2007). Cx40 spielt hierbei
eine entscheidende Rolle fiir die Funktionalitit der Gap Junctions und die inter-
zellulire Kommunikation von Reninzellen. Untersuchungen an Knockout-Knockin-
Modellen ergaben, dass Cx40 nicht ohne Funktionsminderung durch andere Conne-
xine wie Cx45 ersetzt werden kann (Schweda et al., 2009; Wélfle et al., 2007).

4.1.4 Die adulte AT,,-Cx40-DOKO-Maus

Die AT,,-Cx40-DOKO-Maus vereint zwei Knockouts, die beide Auswirkungen auf
das Reninexpressionsmuster in der Niere haben. Die Untersuchungen erfolgten un-
ter der Frage, welche knockoutspezifischen Charakteristika weitervererbt werden
und welchen Einfluss die Kombination beider Knockouts auf die Reninexpression
hat. Hierbei zeigt sich, dass simtliche Charakteristika des AT,-Knockouts wie auch
des Cx40-Knockouts weitervererbt werden. Der Tierstamm des AT;,-Cx40-DOKOs
stellt jedoch eine duferst heterogene Gruppe dar. So wurden die beschriebenen Ver-
anderungen bei sdmtlichen untersuchten Tieren vorgefunden, jedoch in sehr unter-
schiedlicher Auspriagung.
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Insgesamt lisst sich festhalten, dass die Reninexpression der AT.,-Cx40-DOKO-
Maus im Vergleich zum Wildtyp um den Faktor 3 erhoht ist. Sowohl bei der Cx40-
KO-Maus mit dem 2fachen mRNA-Level, wie auch bei der AT;,-KO-Maus mit dem
5fachen mRNA-Level ist zu sehen, dass die Reninexpression im Vergleich zum Wild-
typ gesteigert ist. Die mRNA-Werte der AT;,-Cx40-DOKO-Maus liegen somit zwi-
schen den mRNA-Werten der Einzelknockouts.

Die reninbildenden Zellen in der Niere der AT;,-Cx40-DOKO-Maus befinden sich
neben ihrer juxtaglomeruldren Position ektopisch lokalisiert im extraglomerulédren
Mesangium, im Bereich von efferenten Arteriolen und der Bowman ‘schen Kapsel, im
Glomerulus und im Interstitium. Die ektopischen Reninvorkommen sind ein typi-
sches Charakteristikum fiir die Cx40-KO-Maus und sind somit dem Cx40-Knockout
zuzuordnen (Hwan et al., 2000; Kurtz et al., 2007, 2009; Wagner and Kurtz, 2012).
Auch hier ist festzuhalten, dass ein Fehlen von Cx40 eine korrekte Positionierung
von Reninzellen in der inneren Mediaschicht afferenter Arteriolen nicht ausschlieft.
Viel eher existiert eine Kombination von typisch und atypisch lokalisierten Renin-
zellen, die besonders deutlich bei mehrschichtigen Gefidfien wird (siche Abb. 3.25).
Hierbei ist zu sehen, dass neben den korrekt positionierten Reninzellen, die die in-
nere Gefiafswand bilden, zusatzlich ektopische Reninzellen vorhanden sind, die sich
aukerhalb der Gefafwand befinden.

Uberdies wurden atypisch lokalisierte, atypisch geformte Reninzellen gefunden, die
bereits im Zusammenhang mit dem Cx40-Knockout beschrieben wurden (Kurtz et
al., 2009). Diese reninbildenden Zellen unterscheiden sich in ihrer Form von der ty-
pisch kubischen Gestalt der Reninzelle und stellen sich schmal und ldnglich dar. Die-
se speziellen, fibroblastendhnlichen Reninzellen wurden bei der AT,-Cx40-DOKO-
Maus auf efferenten Arteriolen und der Bowman‘schen Kapsel aufsitzend vorgefun-
den.

Auffallig bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus ist die inhomogene Reninexpression, wie
sie auch bereits bei dem Cx40-Knockout beschrieben wurde (Kurtz et al., 2009). Ne-
ben afferenten Arteriolen, die eine deutlich gesteigerte Reninexpression aufweisen,
existieren afferente Arteriolen, in deren Verlauf keine Reninexpression nachzuweisen
ist.

Eine weitere Besonderheit der AT ,-Cx40-DOKO-Maus ist die mehrschichtige Re-
ninzellanordnung, wie sie auch bei der AT,-KO-Maus zu finden ist. Insgesamt zeigt
sich bei der AT,,-Cx40-DOKO-Maus eine gesteigerte Reninexpression, die jedoch
nicht an das Niveau der AT;,-Knockout-Maus heranreicht.

Des Weiteren lassen sich unabhingig von der Behandlung rekrutierte Reninzellen
in afferenten Arteriolen und Interlobulararterien finden. Die ausgeprigte Rekrutie-
rung von Reninzellen ist ein Charakteristikum des AT;,-Knockouts (Machura et
al., 2009). Beachtenswert ist, dass trotz des Cx40-Knockouts bei der AT;,-Cx40-
DOKO-Maus eine Rekrutierung von Reninzellen erfolgt. Kurtz et al. bezeichneten
das Cx40-Protein als essentiell fiir die retrograde Rekrutierung in der Niere der
adulten Maus, jedoch nicht in der fetalen Niere. Eine mégliche Erklarung fiir die
Rekrutierung im Falle der AT;,-Cx40-DOKO-Maus kann sein, dass es wiahrend es
sich bei den Versuchen mit Cx40-Knockout-Méausen um adulte Tiere handelte, de-
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ren RAAS mittels Niedrigsalzdidt stimuliert wurde, der AT;,-Rezeptor-Knockout
bereits im entstehenden Organismus manifest wird und die Stimulation des RAAS
bereits in der fetalen Niere erfolgt. Dies kann moglicherweise zur Folge haben, dass
ein Switch von der reninbildenden Zelle hin zur Glattmuskelzelle durch die stete Sti-
mulation des RAAS ausbleibt und die Fahigkeit zur Reninsynthese erhalten bleibt.

Wie man anhand der 3D-Modelle und der quantitativen Analyse des Reninexpres-
sionsmusters sieht, ist bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus im Gegensatz zur Cx40-
Knockout-Maus eine Anpassung der Reninsynthese auf dufere Stimuli moglich. Die
AT,,-Cx40-DOKO-Maus reagiert auf dullere Einfliisse, die in dieser Arbeit durch ei-
ne Hochsalz-, bzw. Niedrigsalzdidt nachempfunden wurden, mit einer Anpassung der
Reninexpression. Die Salzabhéngigkeit des RAAS ist im AT;,-Cx40-DOKO-Maus
somit prinzipiell erhalten. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass in der AT{,-Cx40-
DOKO-Maus weitere Cx40-unabhéngige Signalwege vorhanden sind, die eine ad-
dquate Anpassung des Organismus ermdglichen.

Die AT,,-Cx40-DOKO-Maus zeigt nach zehntagiger Niedrigsalzbehandlung eine 10-
fach gesteigerte Reninexpression. Im Vergleich zu vorangegangenen Untersuchungen
an AT,-KO-Miusen unter Niedrigsalzdiit, die eine 20fach gesteigerte Reninexpres-
sion aufweisen, fillt die Rekrutierung jedoch deutlich geringer aus. Die Abschwi-
chung der Salzabhéngigkeit der AT;,-Cx40-DOKO-Maus im Vergleich zur AT,-
KO-Maus kann durch das Fehlen von Cx40 begriindet sein. Jedoch ist nicht auszu-
schliefen, dass weitere Einflussfaktoren existieren, die die geringer ausfallende Re-
krutierung bewirken. Denkbar wire eine Einflussnahme auf die Reninsynthese durch
den Blutdruck, der bereits als ein wichtiger Regulator der Rekrutierung von Renin-
zellen beschrieben ist (Hackenthal et al., 1990; Schweda et al., 2005). Diese Frage
und die Einflussnahme weiterer denkbarer indirekter Modulatoren des Reninsystems
in der AT4,-Cx40-DOKO-Maus gilt es in weiteren Untersuchuchen zu ergriinden.
Eine Hochsalzdiat hat, vermittelt durch die Macula Densa-Zellen des juxtaglomeru-
laren Apparates, eine Hemmung des RAAS zur Folge und resultiert in einer vermin-
derten Reninexpression. Dies zeigt sich bei der AT,-Cx40-DOKO-Maus durch einen
Abfall der mRNA-Werte vom 3fachen mRNA-Level bei Normalsalzbehandlung auf
den 2fachen mRNA-Level bei Hochsalzbehandlung. Diese Werte zeigen, dass durch
die Hochsalzbehandlung ausgeloste regulatorische Prozesse die Reninsynthese down-
regulieren, die Reninexpression der AT{,-Cx40-DOKO-Maus trotz Hochsalzbehand-
lung jedoch doppelt so hoch ist wie bei der Wildtyp-Maus.

Auffallend haufig treten bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter Hochsalzbehandlung
pathologischen Nierenverinderungen auf. Es kommt zu Sklerosierungen im Gefaf-
und Tubulussystem und zu Zystenbildung. Als Folge dieser degenerativen Verdnde-
rungen kommt es schlieflich zum Untergang des Glomerulus und des dem Nephron
nachgeschalteten Tubulussystems. Dies fiihrt zur Atrophie des Nierenparenchyms.
Zu sehen sind diese Verinderungen in der histologischen Ubersichtsaufnahme Abb.
3.30, die einen pathologisch verdnderten Nierenausschnitt zeigt. Durch Sklerosie-
rung kommt es zu zahlreichen Immunfluoreszenzsignalen in den Glomeruli. Einzelne
Glomeruli sind bereits degenerativ verdndert. Die Durchmesser der Glomeruli sind
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bei der AT;,-Cx40-DOKO-Maus unter Hochsalzdiat auffillig variabel. Neben au-
fserst kleinen Glomeruli existieren Glomeruli, die eine iiberdurchschnittliche Grofe

aufweisen. Eine weitere Auffilligkeit ist der deutlich reduzierte Abstand zur Nieren-
kapsel (siche * Abb. 3.30).
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Abbildung 4.1: Gegeniiberstellung der 3D-Rekonstruktionen der Renin- (griin)
und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitdt mit Glomeruli und Nierenkapsel
(gelb) aller untersuchten Tierstamme. Angaben zum jeweiligen Tierstamm und
erfolgter Behandlung im rechten unteren Bereich der Abbildung.
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4.2 Vergleichende Analyse der rekonstruierten Ge-
fallbaume

Die anatomischen Gegebenheiten sind bei siamtlichen untersuchten Gefdfbaumen
identisch (siehe Abb. 4.2). So entspringt aus der A. renalis die A. arcuata, hieraus
gehen die arcuaten Seiteniiste hervor, die widerum die Arteriae interlobulares ab-
geben. Aus den Interlobulararterien gehen schlieflich in unregelméfigen Abstéinden
die afferenten Arteriolen hervor (Sauter et al., 2008).

4.2.1 Die adulte Wildtyp-Maus

Der rekonstruierte Gefédfbaum der Wildtyp-Maus stellt den anatomisch-physiolo-
gischen Normalzustand dar und dient als Referenz fiir die weiteren Modelle. Die
Geféfe sind schlank und homogen geformt in ihrem Verlauf. Der Gefdfbaum ist
iibereinstimmend mit vorangegangenen Untersuchungen und Abbildungen aus der
Literatur und entspricht somit den anatomischen Normalverhéltnissen (Machura et
al., 2009; Sauter et al., 2008; Kurtz et al., 2007).

4.2.2 Die adulte Cx40-KO-Maus

Der Gefafbaum der Cx40-KO-Maus zeigt hinsichtlich seiner Morphologie keine re-
levanten Verdnderungen. Die Geféfie sind schlank und gleichméfig. Die statisti-
sche Ausmessung der afferenten Arteriolen ergibt geringfiigige Abweichungen zur
Wildtyp-Maus, die auch den individuellen Gegebenheiten zuzuschreiben sein kon-
nen. So sind die Geféfe mit der 0,8fachen Linge und 0,8fachen Breite unwesentlich
kiirzer und diinner. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den Ergebnissen von Kurtz
et al. (2009), die der Cx40-KO-Maus keine signifikanten Abweichungen in der Ge-
fakarchitektur nachweisen.

4.2.3 Die adulte AT,,-KO-Maus

Die AT,-KO-Maus hingegen weist beziiglich ihrer Geféfmorphologie deutliche Un-
terschiede zur Wildtyp-Maus auf. In der 3D-Rekonstruktion stellt sich der Gefafs-
baum in seinem gesamten Verlauf plump und gedrungen dar. Die Ausmessung der
afferenten Arteriolen bestdtigen den optischen Eindruck und ergeben die 0,6fache
Linge und den 1,6fachen Durchschnitt der afferenten Arteriolen im Vergleich zur
Wildtyp-Maus. Diese typischen Gefifiverdnderungen wurden bereits von mehreren
Forschungsgruppen beschrieben (Machura et al., 2009; Tufro-McReddie et al., 1995).
Die juxtaglomeruliren afferenten Arteriolen, die in der Nephrogenese eher entste-
hen als die superficiellen afferenten Arteriolen, stellen sich deutlich kiirzer dar als
die kortikalen afferenten Arteriolen. Eine weitere Beobachtung ist der verschmélerte
subkapsulédre Bereich. Der Gefafbaum reicht mit seinen afferenten Arteriolen und
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den dazugehorigen Glomeruli ndher an die Nierenkapsel als es bei dem Wildtyp der
Fall ist. Diese Beobachtung findet sich in anderen Forschungsergebnissen wider, wur-
de jedoch noch nicht genauer beschrieben.

Die gefiafsmorphologischen Verédnderungen kénnen durch einen niedrigen Blutdruck
begriindet sein, wie er fiir die AT,-KO-Maus beschrieben ist (Ito et al., 1995; Sugaya
et al., 1995).

4.2.4 Die adulte AT,,-Cx40-DOKO-Maus

Die rekonstruierten Gefdkbdume der AT,-Cx40-DOKO-Mé&use dhneln stark dem
der AT ,-KO-Maus. Die Geféfse sind deutlich verdickt und verkiirzt. Der Gefifsbaum
wirkt gedrungen und behébig. Die Ausmessungen der afferenten Arteriolen ergeben
fiir die AT,-Cx40-DOKO-Maus im Mittel die 0,6fache Linge zur Wildtyp-Maus.
Der Durchmesser der afferenten Arteriolen variiert mit der Art der Behandlung. Die
Varianz ist durch die unterschiedlichen Blutdriicke und im Falle der AT;,-Cx40-
DOKO-Maus [HS] durch die stattgefundene Gefifsklerosierung zu erkldren. Insge-
samt bestatigt sich jedoch eindeutig der Eindruck, dass die Gefife verdickt sind.
Wie auch bei der AT;,-KO-Maus ist der Abstand der kortikalen afferenten Arterio-
len und derer Glomeruli zur Kapsel merklich reduziert. Diese Beobachtung zeigt sich
am deutlichsten unter Hochsalzbehandlung, beispielhaft wurden im histologischen
Nierenausschnitt zwei Glomeruli markiert, die sich direkt unterhalb der Kapsel be-
finden (siehe * Abb. 3.30). Diese Verdnderung mag in Zusammenhang mit der bei
diesem Tier unter Hochsalzdiét verstiarkt stattgefunden Tubulusnekrose und des re-
sultierenden Substanzverlustes stehen.

Zusammenfassend ergibt sich die Erkenntnis, dass es bei der AT,,-Cx40-DOKO-
Maus zur Zunahme der Gefafdicke und zur Abnahme der Geféflinge kommt. Der
Abstand zur Nierenkapsel ist reduziert. Sdmtliche Beobachtungen treten auch bei
der AT,,-KO-Maus auf, was die Aussage erlaubt, dass die gefafimorphologischen
Verdnderungen dem AT;,-Knockout zuzuschreiben sind. Ob auch bei der AT,-
Cx40-DOKO-Maus ein niedriger Blutdruck als Erkldrung fiir die Verdnderungen
des arteriellen Gefifssystems in Frage kommt, muss durch weitere Studien untersucht
werden. Der Cx40-Knockout hat keine Konsequenz fiir die korrekte Gefiafentwick-
lung.
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Abbildung 4.2: Gegeniiberstellung der 3D-Rekonstruktionen der renalen arte-
riellen Blutgefife (rot) mit Nierenkapsel (gelb) aller untersuchten Tierstdmme.
Angaben zum jeweiligen Tierstamm und erfolgter Behandlung im rechten unte-

ren Bereich der Abbildung.
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Zusammenfassung

Die Reninexpression in der Niere ist verschiedenen Einflussfaktoren und Regulati-
onswegen unterworfen. Der Organismus kann sich durch eine Zu- und Abnahme der
reninbildenden Zellen den jeweiligen Gegebenheiten anpassen. So fiihren eine salz-
arme Didt oder eine Hypotension zur Stimulation des RAAS und infolge dessen zu
einem Vorgang, der als retrograde Rekrutierung bezeichnet wird. Hierbei werden
Reninzellen, die sich normalerweise an der juxtaglomeruldren Position am Gefafpol
des Glomerulus befinden, entlang des Gefifastes rekrutiert. Glatte Muskelzellen wie
auch extraglomerulire Mesangiumszellen fungieren als Vorlauferzellen fiir die rekru-
tierten Reninzellen. Im Gegenzug haben eine Hochsalzdiat oder ein Hypertonus eine
Downregulation von reninbildenden Zellen zur Folge.

Unter diesen Aspekten sollten die Auswirkungen des kombinierten Knockouts von
Cx40 und dem AT;,-Rezeptor auf die Reninexpression, auf die physiologischen Re-
gulationsmechanismen der Reninexpression und auf die Architektur des renal ar-
teriellen Geféaftsystems beleuchtet werden. Hierzu wurden Nierenserienschnitte von
Wildtyp-, AT,-KO-, Cx40-KO- und AT,-Cx40-DOKO-M4&usen angefertigt und ge-
gen Renin und Glattmuskelaktin gefiarbt. Anschliefend erfolgte die dreidimensionale
Rekonstruktion eines Gefékastes der verschiedenen Tiere. Die AT;,-Cx40-DOKO-
Maus wurde hierbei unter Normalsalzbehandlung, nach zehntégiger Niedrigsalzbe-
handlung zur Stimulation des RAAS, sowie nach zehntégiger Hochsalzbehandlung
zur Hemmung des RAAS untersucht.

Es ist bekannt, dass es beim AT,,-KO zur retrograden Rekrutierung von Reninzel-
len und zur mehrschichtigen Reninzellanordnung kommt, wobei die Reninexpression
deutlich gesteigert ist. Des Weiteren kommt es zu gefafsmorphologischen Verdnde-
rungen des renal arteriellen Gefifisystems mit verdickten und verkiirzten Geféafien.
Zu den typischen Verdnderungen des Cx40-KOs zédhlen ektopische Reninvorkommen,
sowie das Vorhandensein von atypischen, fibroblastendhnlichen Reninzellen. Die Re-
ninexpression ist leicht gesteigert. Eine Rekrutierung von Reninzellen findet jedoch
nicht statt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich bei der AT1,-
Cx40-DOKO-Maus sowohl die Einfliisse des AT;,-KOs wie auch die des Cx40-KOs
niederschlagen. Die Reninexpression ist ebenfalls gesteigert. Die Reninzellen sind
neben ihrer juxtaglomeruldren Postition ektopisch lokalisiert. Neben den typisch
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kubisch geformten Reninzellen wurden, wie auch bei der Cx40-KO-Maus, atypische,
fibroblastendhnliche Reninzellen gefunden. Eine Rekrutierung von Reninzellen fin-
det trotz des Cx40-KOs statt. Die Salzabhéngigkeit der Reninexpression ist in der
DOKO-Maus prinzipiell erhalten, jedoch quantitativ abgeschwécht im Vergleich zum
reinen AT ,-KO. Es zeigen sich die AT,,-KO-typischen gefidfimorphologischen Ver-
anderungen mit verdickten, verkiirzten Gefafen.

Die Untersuchungen zeigen, dass ein Verlust von Cx40 eine korrekte Positionie-
rung von Reninzellen nicht verhindert, jedoch zu ektopisch lokalisierten Reninzellen
fiihrt. Der Verlust des AT;,-Rezeptors fiihrt zur Reinduktion der Reninexpressi-
on. Aufberdem spielt der AT ,-Rezeptor eine entscheidende Rolle fiir die korrekte
Ausbildung des Geféifsystems. Samtliche Charakteristika beider Knockouts werden
weitervererbt und manifestieren sich bei der AT,-Cx40-DOKO-Maus. Die Analyse
der Reninexpressionsmuster der AT;,-Cx40-DOKO-Mé&use und die daraus resultie-
rende Erkenntnis, dass Regulationsmechanismen greifen, die eine Reinduktion, bzw.
eine Suppression der Reninexpression bewirken, wirft die Frage auf, ob weitere von
Cx40 unabhingige Signalwege zur Rekrutierung von Reninzellen bestehen und ob
ein angeborener Defekt des AT ,-Rezeptors den Switch der reninbildenden Zelle zur
Glattmuskelzelle verhindert und somit die Fahigkeit dieser Zellen zur Reninsynthese
erhalten bleibt.

96



Kapitel 6

Literaturverzeichnis

Abrahamson DR, Robert B, Hyink DP, St John PL, Daniel TO. 1998. Origins and
formation of microvasculature in the developing kidney. Kidney Int Suppl 67: S.7-11.

Anderhuber F, Weiglein A. 1992. Zur Nomenklatur der Nierengefife. Ann Anat
174: S.229-234.

Antonipillai I, Horton R. 1985. Role of extra- and intracellular calcium and calm-
odulin in renin release from isolated rat kidney. Endocrinology 117: 601-606.

Bader M, Ganten D. 2000. Regulation of renin: new evidence from cultured cells
and genetically modified mice. J Mol Med. 78(3):130-9.

Barajas L. 1979. Anatomy of the juxtaglomerular apparatus. Am. J. Physiol 236,
240-246 / Barajas L.Am J Physiol. 237(5):'333-43. Review.

Barajas L, Liu L, Powers K. 1992. Anatomy of the renal innervations: intrarenal
aspects and ganglia of origin. Can J Physiol Pharmacol 70:735-749.

Beavo JA. 1995. Cyclic nucleotide phosphodiesterases: functional implications of
multiple isoforms. Physiol Rev. 75(4):725-48.

Beierwaltes WH. 2006. cGMP stimulates renin secretion in vivo by inhibiting phos-
phodiesterase-3. Am J Physiol Renal Physiol 290(6):F1376-81.

Bock HA, Hermle M, Brunner FP, Thiel G. 1992. Pressure dependent modulati-
on of renin release in isolated perfused glomeruli. Kidney Int 41:275-280.

Carey RM, McGrath HE, Pentz ES, Gomez RA, Barrett PQ. 1997. Biomechani-
cal coupling in renin-releasing cells. J Clin Invest 100:1566-1574.

Castrop H, Hocherl K, Kurtz A, Schweda F, Todorov V, Wagner C. 2010. Phy-

97



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

siology of kidney renin. Physiol Rev 90: 607-673.

Chao HH, Waheed A, Pohlmann R, Hille A, von Figura K. 1990. Mannose 6-
phosphate receptor dependent secretion of lysosomal enzymes. EMBO J. Nov;9(11):
3507-13.

Chen L, Kim SM, Oppermann M, Faulhaber-Walter R, Huang Y, Mizel D, Chen
M, Lopez ML, Weinstein LS, Gomez RA, Briggs JP, and Schnermann J. 2007. Re-
gulation of renin in mice with Cre recombinase mediated deletion of G protein Gs
alpha in juxtaglomerular cells. Am J Physiol Renal Physiol 292:F27-37.

Chen K, Carey LC Valego NK, Rose JC. 2007. Thyroid hormone replacement nor-
malizes renal renin and angiotensin receptor expression in thyroidectomized fetal
sheep. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 293:R701-R706.

Churchill, P. C. and Churchill, M. C. 1984. 12-Otetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA) inhibits renin secretion of rat renal cortical slices. J. Hypertens. 2, S25-S28.

Churchill PC. 1985. Second messengers in renin secretion. Am J Physiol Renal Fluid
Electrolyte Physiol 249: F175-F184.

Cohen Y, Rahamimov R, Naveh-Many T, Silver J, Rahamimoff R. 1997. Where
is the 'inverting factor’in hormone secretion from parathyroid cells?” Am J Physiol
Endocrinol Metab 273:E631-E637.

Crowley SD, Gurley SB, Oliverio MI, Pazmino AK, Griffiths R, Flannery PJ, Spur-
ney RF, Kim HS, Smithies O, Le TH, Coffman TM. 2005. Distinct roles for the
kidney and systemic tissues in blood pressure regulation by the renin-angiotensin
system. J Clin Invest 115:1092-1099.

Davis JO, Freeman RH. 1976. Mechanisms regulating renin release. Physiol Rev
56:1-56.

De Gasparo M, Catt KJ, Inagami T, Wright JW, Unger T. 2000. International
union of pharmacology. XXIII. The angiotensin II receptors. Pharmacol. Rev 2000;
52(3): 415-472.

DellaBruna R., Kurtz A., Corvol P., Pinet F. 1993. Renin mRNA quantification
using polymerase chain reaction in cultured juxtaglomerular cells: Short term ef-
fects of cAMP on renin mRNA and secretion. Circ Res 73: 639-648.

DellaBruna R., Pinet F., Corvol P., Kurtz A. 1995. Opposite regulation of renin

gene expression by cyclic AMP and calcium in isolated mouse juxtaglomerular cells.
Kidney Int 47: 1266-1273.

98



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

DiBona GF. 1994. Neural control of renal function in health and disease. Clin Auton
Res. 4(1-2):69-74.

DiBona GF. 2000. Neuronal control of the kidney: functionally specific renal sym-
pathetic nerve fibers. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 279:R1517-R1524.

Dickinson DP, Gross KW, Piccini N, Wilson CM. 1984. Evolution and variation
of renin genes in mice. Genetics 108:651-667.

Dzau V.J., Burt D.W., Pratt R.E. 1988. Molecular biology of the renin-angiotensin
system. Am J Physiol 255: F563-F573.

Faust PL, Chirgwin JM, Kornfeld S. 1987. Renin, a secretory glycoprotein, acquires
phosphomannosyl residues. J Cell Biol. Nov;105(5):1947-55.

Fray JCS. 1976. Stretch receptor model fo renin release with evidence from per-
fused rat kidney. Am J. Physiol 231:936-944.

Fray JCS, Park CS, Valentine AND. 1987. Calcium and the control of renin se-
cretion. Endocr Rev 8: 53-93.

Friis UG, Jensen BL, Sethi S, Andreasen D, Hansen PB, Skott O. 2002. Control
of renin secretion from rat juxtaglomerular cells by cAMP-specific phosphodiestera-
ses. Circulation Research 90:996-1003.

Fuchs S, Germain S, Philippe J, Corvol P, Pinet F. 2002. Expression of renin in
large arteries outside the kidney revealed by human renin promotor/LacZ transge-
nic mouse. Am J Pathol 161(2):717-725.

Fuchs S, Philippe J, Corvol P, Pinet F. 2003. Implication of Ref-1 in the repres-
sion of renin gene transcription by intracellular calcium. J Hypertens 21: 327-335.

Gambaryan, S., C. Hausler, T. Markert, D. Pohler, T. Jarchau, U.Walter, W. Haase,
A. Kurtz, and S.M. Lohmann. 1996. Expression of type II cGMP-dependent prote-
in kinase in rat kidney is regulated by dehydration and correlated with renin gene
expression. J Clin Invest. 1996 Aug 1;98(3):662-70.

Gambaryan S, Wagner C, Smolenski A, Walter U, Poller W, Haase W, Kurtz A,
Lohmann SM. 1998. Endogenous or overexpressed cGMP-dependent protein kinases
inhibit cAMP-dependent renin release from rat isolated perfused kidney, microdiss-

ected glomeruli, and isolated juxtaglomerular cells. Proc Natl Acad Sci USA 95:
9003-9008.

99



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Gomez RA, Chevalier RL, Sturgill BC, et al. 1986. Mutation of the intrarenal renin
distribution in Wistar-Kyoto rats. J Hypertens 4 [Suppl 5]:S31-S33.

Gomez RA, Lynch KR, Sturgill BC, Elwood JP, Chevalier RL, Carey RM, Pe-
ach MJ. 1989. Distribution of renin mRNA and its protein in the developing kidney.
AM J Physiol 257:F850-F858.

Gomez RA, Chavalier RL, Everett AD, Elwood JP, Peach MJ, Lynch KR, Carey
RM. 1990. Recruitment of renin gene-expressing cells in adult rat kidneys. Am J
Physiol Renal Fluid Electrolyte Physiol 259: F660-F665.

Griinberger C, Obermayer B, Klar J, Kurtz A, Schweda F. 2006. The calcium para-
doxon of renin release: calcium suppresses renin exocytosis by inhibition of calcium-
dependent adenylate cyclases AC5 and AC6. Circ Res 99:1197-1206.

Hackenthal E, Paul M, Ganten D, Taugner R. 1990. Morphology, physiology, and
molecular biology of renin secretion. Physiol Rev 70:1067-1116.

Haefliger JA, Krattinger N, Martin D, Pedrazzini T, Capponi A, Doring B, Plum
A, Charollais A, Willecke K, Meda P. 2006. Connexin43-dependent mechanism mo-
dulates renin secretion and hypertension. J Clin Invest 2006;116: 405-413.

Hanner F, Sorensen CM, Holstein-Rathlou NH, Peti-Peterdi J. Connexins and the
kidney. 2010. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2010;298:R1143-55.

Hano, T., Shiotani, M., Baba, A., Ura, M., Nakamura, Y., Tomobuchi, Y., Nis-
hio, I. and Masuyama, Y. 1990. Contribution of calmodulin and protein kinase C
to renin release in spontaneously hypertensive rats. Am. J. Hypertens. 3, S206-S209.

Hees H, Sinowatz F. 2000. Histologie. Kurzlehrbuch der Zytologie und mikrosko-
pische Anatomie. Deutscher Arzte-Verlag Koln. 3. Auflage, S. 68, S.285-298.

Holm I, Ollo R, Panthier JJ, Rougeon F. 1984. Evolution of aspartyl proteases
by gene duplication: the mouse renin gene is organized in two homologous clusters
of four exons. EMBO J 3: 557-562.

Holmer S, Eckard KU, Lehir M, Schricker K, Riegger G, Kurtz A. 1993. Influence
of dietary NaCl intake on renin gene expression in the kidneys and adrenal glands
of rats. Eur.J.Physiol. 425:62-67.

Holmer SR, Kaissling B, Putnik K, Pfeifer M, Kramer BK, Riegger GA, Kurtz A.

1997. Beta-adrenergic stimulation of renin expression in vivo. J Hypertens 15:1471-
1479.

100



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Hwan Seul K, Beyer EC. 2000. Heterogeneous localization of connexin4( in the
renal vasculature. Microvasc Res 59:140148.

Ito M, Oliverio MI, Mannon PJ, Best CF, Maeda N, Smithies O, Coffman TM.
1995. Regulation of blood pressure by the type 1A angiotensin II receptor gene.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1995 Apr 11;92(8):3521-5.

Jensen BL, Krimer BK, Kurtz A. 1997. Adrenomedullin stimulates renin relea-
se and renin mRNA in mouse juxtaglomerular granular cells. Hypertension 29(5):
1148-55.

Jones CA, Sigmund CD, McGowan RA, Kane-Haas CM, Gross KW. 1990. Ex-
pression of murine renin genes during fetal development. Mol Endocrinol 4:375-383.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. 2002. Histologie. Springer-Verlag Berlin, Hei-
delberg, New York. 5. Auflage, S.329-335.

Kageyama S, Brown J. 1990. Effect of atrial natriuretic peptide on renin release
in rat isolated Glomeruli. Biochem Biophys Res Commun 168:37-42.

Karp G. 2005. Molekulare Zellbiologie. Springer-Verlag Berlin, Heidelberg, New
York. 4. Auflage, S.342-343.

Keeton TK, Campbell WB. 1980. The pharmacologic alteration of renin release.
Pharmacol. Rev.32:81-227.

Kirchhoff S.; Nelles E., Hagendorff A., Kruger O., Traub O., Willecke K. 1998. Re-
duced cardiac conduction velocity and predisposition to arrhythmias in connexin40-
deficient mice. Curr Biol 8: 299-302.

Klar J, Sandner P, Miiller MW, Kurtz A. 2002. Cyclic AMP stimulates renin gene
transcription in juxtaglomerular cells. Pflugers Arch 444:335-344.

Klinke R, Silbernagel S. 1996. Lehrbuch der Physiologie. Georg Thieme Verlag Stutt-
gart, New York. 2. Auflage, S.283-329.

Kon Y. 1999. Comparative study of renin containing cells. Histological approaches.
J Vet Med Sci 61:1075-1086.

Kono, T., I. Fumitake, 0. Fumimass, I. Hiroo, E. Jivo. 1981. Suppression of captopril-
induced increase in plasma renin activity by des-Aspl-,Ileu8-angiotensin II in man.

J. Clin. Endocrinol. Metab. 52: 354-358.

Krattinger N, Capponi A, Mazzolai L, Aubert JF, Caille D, Nicod P, Waeber G,

101



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Meda P, Haefliger JA. 2007. Connexin40 regulates renin production and blood pres-
sure. Kidney Int 72: 814-822.

Kurtz A, Della Bruna R, Pfeilschifter J, Bauer C. 1986. Atrial natriuretic pepti-
de inhibits renin release from juxtaglomerular cells by a cGMP-mediated process.
Proc Natl Acad Sci USA 83:4769-4773.

Kurtz A, Pfeilschifter J, Hutter A, Buhrle C, Nobiling R, Taugner R, Hackenthal
R, Bauer C. 1986. Role of protein kinase C in the inhibition of renin release caused
by vasoconstrictors. Am J Physiol 250:563-571.

Kurtz A, Muff R, Born W, Lundberg JM, Milberg BI, Gnadiger MP, Uehlinger
DE, Weidmann P, Hokfelt T, Fischer JA. 1988. Calcitonin gene-related peptide is a
stimulator of renin secretion. J. Clin. Invest. 82:538-543.

Kurtz A. 1989. Cellular control of renin secretion. Rev. Physiol. Biochem. Phar-
mac. 113:2-40.

Kurtz A, Penner R. 1989. Angiotensin II induces oscillations of intracellular calcium
and blocks anomalous inward rectifying potassium current in mouse renal juxtaglo-
merular cells. Proc Natl Acad Sci USA 86: 3423-3427.

Kurtz A, Wagner C. 1998. Role of nitric oxide in the control of renin secretion.
Am J Physiol Renal Physiol 275: F849-F862.

Kurtz A, Wagner C. 1999. Cellular control of renin secretion. The Journal of Expe-
rimental Biology 202, 219-225.

Kurtz L, Schweda F, De Wit C, Kriz W, Witzgall R, Warth R, Sauter A, Kurtz
A, Wagner C. 2007. Lack of Connexin 40 causes displacement oft renin-producing
cells from afferent arterioles to the extraglomerular mesangium. J Am Soc Nephrol
18:1103-1111.

Kurtz L, Janssen-Bienhold U, Kurtz A, Wagner C. 2008. Connexin expression in
renin-producing cells. J Am Soc Nephrol. 2009 Mar;20(3):506-12.

Lalli E, and Sassone-Corsi P (1994): Signal transduction and gene regulation: the
nuclear response to cAMP. J Biol Chem 269:17359-17362.

Leonhardt H, Tillman B, Téndury G, et al. 1987. Rauber/Kopsch Anatomie des
Menschen, Lehrbuch und Atlas, Bd.II Innere Organe. Georg Thieme Verlag, Stutt-
gart, New York. S.279.

Levens NR, Peach MJ, and Carey RM. 1981. Role of the intrarenal renin-angiotensin

102



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

system in the control of renal function. Circ Res 48: 157167.

Lew R, Summers RJ. 1987. The distribution of beta-adrenoceptors in dog kidney:
an autoradiographic analysis. Eur J Pharmacol. 1987 Aug 4;140(1):1-11.

Liu A, Ballermann BJ. 1998. TGF-beta type II receptor in rat renal vascular deve-
lopment: localization to juxtaglomerular cells. Kidney Int 53:716-725.

Liilllmann-Rauch, R. 2006. Histologie, Taschenlehrbuch. Georg Thieme Verlag, Stutt-
gart, New York. 2. Auflage, S. 440-456.

Machura K. 2008. Zeitlich-rdumliche Entwicklung der Reninexpression. VDM Verlag
Dr. Miiller, Saarbriicken. S.13-14.

Machura K, Steppan D, Neubauer B, Alenina N, Coffman TM, Facemire CS, Hil-
gers KF, Eckhardt KU, Wagner C, Kurtz A. 2009. Developmental renin expression
in mice with a defective renin-angiotensin-system. Am J Physiol Renal Physiol 297:
F1371-F1380.

Mercure C, Ramla D, Garcia R, Thibault G, Deschepper CF, Reudelhuber TL.
1998. Evidence for intracellular generation of angiotensin IT in rat juxtaglomerular
cells. FEBS Lett. Feb 6;422(3):395-9.

Minuth M, Hackenthal E, Poulsen K, Rix E, Taugner R. 1981. Renin immunocyto-
chemistry of the differentiating juxtaglomerular apparatus. Anat Embryol 162:173-
181.

Morris BJ. 1992. Molecular biology of renin I: gene and protein structure, synthesis
and processing. J Hypertens 10:209-214.

Neubauer B, Machura K, Chen M, Weinstein LS, Oppermann M, Sequeira-Lopez
ML, Gomez RA, Schnermann J, Castrop H, Kurtz A, Wagner C. 2009. Development
of vascular renin expression in the kidney critically depends on the cyclic AMP pa-
thway. Am J Physiol Renal Physiol 296:F1006-1012.

OATES, H. F., G. S. STOKES, AND R. G. GLOVER. 1972. Plasma renin response
to acute blockade of angiotensin II in the anaesthetized rat. Clin. Exp. PharmacoZ.
Physioh 1: 155-160.

Oliverio MI, Madsen K, Best CF, Ito M, Maeda N, Smithies O, Coffman TM. 1998.
Renal growth and development in mice lacking AT1A receptors for angiotensin II.

Am J Physiol. 1998 Jan;274(1 Pt 2):F43-50.

Ortiz-Capisano MC, Ortiz PA, Harding P, Garvin JL, Beierwaltes WH. 2007. Decre-

103



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

ased intracellular calcium stimulates renin release via calcium-inhibitable adenylyl
cyclase. Hypertension 49: 162-169.

Pan L, Black TA, Shi Q, Jones CA, Petrovic N, Loudon J, Kane C, Sigmund CD,
and Gross KW. 2001. Critical roles of a cyclic AMP responsive element and an E-
box in regulation of mouse renin gene expression. J Biol Chem 276:45530-45538.

Paul M, Poyan Mehr A, Kreutz R. 2006. Physiology of local renin-angiotensin sys-
tems. Physiol. Rev 2006;86(3):747-803.

Peters JS, Clausmeyer S. 2002. Intracellular sorting of renin: Cell type specific dif-
ferences and their consequences. J Mol Cell Cardiol 34:1561-1568.

Peti-Peterdi J, Fintha A, Fuson AL, Tousson A, Chow RH. 2004. Real-time imaging
of renin release in vitro. Am J Physiol Renal Physiol. Aug;287(2):F329-35.

Petrovic N, Kane CM, Sigmund CD, Gross KW. 1997. Downregulation of renin
gene expression by interleukin-1. Hypertension. Aug;30(2 Pt 1):230-5.

Pfeilschifter J, Kurtz A, Bauer C. 1985. Inhibition of renin secretion by platelet
activating factor (acetylglyceryl ether phosphorylcholine) in cultured rat renal jux-
taglomerular cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 127(3):903-10.

Pietri L, Bloch-Faure M, Belair MF, Sanford LP, Doetschman T, Menard J,Bruneval
P, Meneton P. 2002. Altered renin synthesis and secretion in the kidneys of heterozy-
gous mice with a null mutation in the TGF-beta(2) gene. Exp Nephrol. 10(5-6):374-
382.

Reddi V, Zaglul A, Pentz ES, Gomez RA. 1998. Renin-expressing cells are associa-
ted with branching of the developing kidney vasculature. J Am Soc Nephrol 9:63-71.

Richoux JP, Amsaguine S, Grignon G, Bouhnik J, Menard J, Corvol P. 1987. Earliest
renin-containing cell differentiation during ontogenesis in the rat. An immunocyto-
chemical study. Histochemistry 88:41-46.

Ritthaler, T., Della Bruna, R., Kramer, B. K. and Kurtz, A. 1996. Endothelins
inhibit cycliccAMP induced renin gene expression in cultured mouse juxtaglomeru-

lar cells. Kidney Int. 50, 108-115.

Romeis B. Romeis mikroskopische Technik. Urban & Schwarzenberg, Miinchen, 17.
Auflage, S.256-259, 1989.

Ryan MJ, Gross KW, Hajduczok G. 2000. Calcium-dependent activation of phos-
pholipase C by mechanical distension in renin-expressing As4.1 cells. Am J Physiol

104



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Endocrinol Metab. Oct;279(4):E823-9.

Sauter A, Machura K, Neubauer B, Kurtz A, Wagner C. 2008. Development of
renin expression in the mouse kidney. Kidney Int 73:43-51.

Schnermann J. 1998. Juxtaglomerular cell complex in the regulation of renal salt
excretion. Am J Physiol 274:R263-R279.

Scholz H, Hamann M, Go6tz KH, and Kurtz A. 1994. Role of calcium ions in the
pressure control of renin secretion from the kidneys. Pflugers Arch 428:173-178.

Scholz H, Kramer BK, Hamann M, Gotz KH, Kurtz A. 1995. Effects of endothelins
on renin secretion from rat kidneys. Acta Physiol Scand. Oct;155(2):173-82.

Schunkert H., Ingelfinger J.R., Jacob H., Jackson B., Bouyounes H., Dzau V.J.
1992. Reciprocal feed back regulation of kidney angiotensinogen and renin mRNA
expression by angiotensin II. Am J Physiol 263: E863-E869.

Schweda F, Segerer F, Castrop H, Schnermann J, Kurtz A. 2005. Blood pressure-
dependent inhibition of Renin secretion requires A1l adenosine receptors. Hyperten-
sion. 2005 Oct;46(4):780-6.

Schweda F, Friis U, Wagner C, Skott O, Kurtz A. 2007. Renin release. Physiolo-
gy (Bethesda). 2007 Oct;22:310-319.

Schweda F, Kurtz L, de Wit C, Janssen-Bienhold U, Kurtz A, Wagner C. 20009.
Substitution of connexin4( with connexin4b prevents hyperreninemia and attenua-
tes hypertension. Kidney Int. 2009 Mar;75(5):482-9. Epub 2008 Dec 24.

Schwertschlag U, Hackenthal E. 1982. Histamine stimulates renin release from the
isolated perfused rat kidney. Naunyn-Schmiedebergs Arch Pharmacol 319:239-242.

Sequeira Lopez ML, Pentz ES, Robert B, Abrahamson DR, Gomez RA. 2001. Em-
bryonic origin and lineage of juxtaglomerular cells. Am J Renal Physiol 281:F345-
F356.

Silbernagl S, Agamemnon D. 2007. Taschenatlas Physiologie. Georg Thieme Ver-
lag KG, Stuttgart. 7. Auflage, S. 186.

Skinner SL, McCubbin JW, and Page IH. 1964. Renal baroreceptor control of acute
renin release in normotensive, nephrogenic and neurogenic hypertensive dogs. Circ

Res 15:522-531.

Skott O. 1986. Episodic release of renin from single isolated superperfused rat affe-

105



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

rent arterioles. Pfliigers Arch 407: 41-45.

Sohl G, Willecke K. 2004. Gap junctions and the connexin protein family. Car-
diovasc Res. 2004 May 1;62(2):228-32.

Steckelings U. Der Angiotensin AT2-Rezeptor: Untersuchungen zu Expression, phy-
siologischen Wirkungen und zum therapeutischen Potential einer pharmakologischen
Stimulation. (Habil. 2011), Berlin 2011.

Sugaya T, Nishimatsu S, Tanimoto K, Takimoto E, Yamagishi T, Imamura K,
Goto S, Imaizumi K, Hisada Y, Otsuka A, et al. 1995. Angiotensin II type 1la
receptor-deficient mice with hypotension and hyperreninemia. J Biol Chem. 1995
Aug 11;270(32):18719-22.

Takenaka T, Inoue T, Kanno Y, Okada H, Meaney K R, Hilland C E, Suzuki H.
2008. Expression and role of connexins in the rat renal vasculature. Kidney Inter-
national 2008. 73, 415-422.

Taugner R, Schiller A, Kaissling B, Kriz W. 1978. Gap Junctional Coupling between
the JGA and the Glomerular Tuft. Cell Tiss. 1978; Res. 186, 279-285.

Taugner R, Buhrle CP, Hackenthal E, Mannek E, Nobiling R. 1984. Morphology
of the juxtaglomerular apparatus. Contr. Nephrol 43:76-101.

Taugner R., Biihrle C.P., Nobiling R. 1984. Ultrastructural changes associated with
renin secretion from the juxtaglomerular apparatus of mice. Cell Tissue Res 237:
459-472.

Taugner R, Kim SJ, Murakami K, Waldherr R. 1987. The fate of prorenin du-
ring granulopoiesis in epitheloid cells. Immunocytochemical experiments with anti-
sera against renin and different portions of the renin prosegment. Histochemistry.
86(3):249-53.

Taugner R, Hackenthal E. 1989. The juxtaglomerular apparatus: strukture and funk-
tion. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York.

Todorov V, Muller M, Schweda F, Kurtz A. 2002. Tumor necrosis factor-alpha inhi-
bits renin gene expression. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 283(5):R1046-
51.

Tufro-McReddie A, Romano LM, Harris JM, Ferder L, Gomez RA. 1995. Angio-

tensin IT regulates nephrogenesis and renal vascular development. Am J Physiol.
1995 Jul;269(1 Pt 2):F110-5.

106



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Unger T, Chung O, Csikos T, Culman J, Gallinat S, Gohlke P, Hohle S, Meffert
S, Stoll M, Stroth U, Zhu YZ. 1996. : Angiotensin receptors. J Hypertens. 14:5S95-
103.

Vander AJ. 1967. Control of renin release. Physiol Rev 47:359-382.

Vandongen R., Peart W.S., Boyd G.W. 1974. Effect of angiotensin Il and its non-
pressor derivatives on renin secretion. Am J Physiol Feb;226(2):277-82.

Wagner C, Kurtz A. 1998. Regulation of renal renin release. Curr Opin Nephrol
Hypertens 7:437-441.

Wagner C, Pfeifer A, Ruth P, Hofmann F, Kurtz A. 1998. Role of cGMP-kinase
IT in the control of renin secretion and renin expression. J Clin Invest 102: 1576-1582.

Wagner C, Hinder M, Kramer BK, Kurtz A. 1999. Role of renal nerves in the
stimulation of the renin system by reduced renal arterial pressure. Hypertension
34:1101-1105.

Wagner C, de Wit C, Kurtz L, Griinberger C, Kurtz A, Schweda F. 2007. Conne-
xin40 is essential for the pressure control of renin synthesis and secretion. Circ Res
2007; 100: 556-563.

Wagner C, Kurtz L, Schweda F, Simon AM, Kurtz A. 2009. Connexin 37 is dis-
pensable for the control of the renin system and for positioning of renin-producing
cells in the kidney. Pflugers Arch. 2009 Nov;459(1):151-8.

Wagner C, Kurtz A. 2012. Distribution and functional relevance of connexins in
renin-producing cells. Pflugers Arch. 2012 Jun 29.

Wehner R, Gehring W. 2007. Zoologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart. 24. Auflage,
S.361-363.

Weisert J. 1990. Zur mikroskopischen Anatomie der Niere von Ratte, Maus, Ka-
ninchen, Meerschweinchen und Hamster, eine vergleichende Literaturstudie. S.6-17,
S.72-83.

Wolfle SE, Schmidt VJ, Hoepfl B, Gebert A, Alcolea S, Gros D, de Wit C. 2007.
Connexin45 cannot replace the function of connexin40 in conducting endothelium-
dependent dilations along arterioles. Circ Res 101: 12921299.

Yang J, Chen C, Ren H, Han Y, He D, Zhou L, Hopfer U, Jose PA, Zeng C. 2012.

Angiotensin IT AT2 receptor decreases AT1 receptor expression and function via
nitric oxide/cGMP/Spl in renal proximal tubule cells from Wistar-Kyoto rats. J

107



KAPITEL 6. LITERATURVERZEICHNIS

Hypertens. 2012 Jun;30(6):1176-84.

Yokota T, Kawakami Y, Nagai Y, Ma JX, Tsai JY, Kincade PW et al. 2006. Bo-
ne marrow lacks a transplantable progenitor for smooth muscle type alpha-actin-
expressing cells. Stem Cells 24, 13-22.

Zhao X, Gong P, Lin Y, Wang J, Yang X, Cai X. 2012. Characterization of a-

smooth muscle actin positive cells during multilineage differentiation of dental pulp
stem cells. Cell Prolif. 2012 Jun;45(3):259-65. doi: 10.1111/j.1365-2184.2012.00818 .x.

108



Kapitel 7

Anhang

109



Abbildungsverzeichnis

1.1

1.2
1.3
1.4

1.5

1.6

2.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.9

3.6

3.7

Schematische Darstellung eines Glomerulus (Abbildung nach Jun-
queira, 2002) . L.
Schematische Darstellung des Blutgefifisystems (Gray’s Anatomy) . .
Schematische Darstellung der Signalkaskade des RAAS . . . . .. ..
Schematische Darstellung der Reninsynthese und —sekretion (Abbil-
dung Schweda et al., 2007) . . . . . .. ...
Links: Schematische Darstellung eines Glomerulus (Abbildung nach
Francois und Coffman, 2004). Rechts: Immunhistochemische Aufnah-
me eines Glomerulus mit afferenter und efferenter Arteriole (griin)
und den reninbildenden Zellen (rot). . . . . .. ... ... ... ...
Mégliche Anordnungen von Connexin-Kanélen (Kumar und Gilula,
1996) .« o o

Farbkanaltrennung zur Generierung eines Aktin- und eines Renin-
Stapels (Abbildung modifiziert nach Machura, 2008) . . . . . . . . ..

Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitidt im repriasentativen Gefafbaumabschnitt
einer adulten unbehandelten Wildtyp-Maus. . . . . . . .. ... ...
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitit einer afferenten Arteriole einer un-

behandelten Wildtyp-Maus. . . . . .. ... .. ... ... ... ...
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer

Wildtyp-Maus. . . . . . .. .
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-

ner unbehandelten Wildtyp-Maus. . . . . . . .. .. ... ... ...
Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitdt im repriasentativen Gefafbaumabschnitt
einer adulten unbehandelten AT, ,-Rezeptor-Knockout-Maus. . . . . .
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitit eines Ausschnitts einer Interlobula-

rarterie einer unbehandelten AT ,-KO-Maus. . . . . . . .. ... ...
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer

AT ,-Rezeptor-Knockout-Maus. . . . . . ... ... ... ... ....

110

14

16

33

43

44

45

46

47

48

49



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

3.8

3.9

3.10

3.11

3.12

3.13

3.14

3.15

3.16

3.17

3.18

3.19

3.20

3.21

3.22

3.23

3.24

3.25

3.26

Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner ATq,-Rezeptor-Knockout-Maus. . . . . .. .. ... ... ....
Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des Wildtyps
und des AT .-Rezeptor-Knockouts. . . . .. ... ... ... .....
Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitit im repriasentativen Gefiafbaumabschnitt
einer adulten unbehandelten Cx40-Knockout-Maus. . . . . . . . . ..
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitit afferenter Arteriolen einer unbehan-
delten Cx40-KO-Maus. . . . . . . . . .. ..
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer
Cx40-Knockout-Maus. . . . . . .. ... Lo
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt ei-
ner Cx40-KO-Maus. . . . . .. .. ... . oo
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner Cx40-KO-Maus. . . . . . . . . . .
Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Werte des Wildtyps
und des Cx40-Knockouts. . . . .. .. ... ... ...
Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitdt im repriasentativen Gefafbaumabschnitt
einer adulten unbehandelten AT{,-Cx40-DOKO-Maus. . . ... . ..
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitit afferenter Arteriolen einer unbehan-
delten AT¢,-Cx40-DOKO-Maus. . . . . . . . . ... .. ... .....
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer
AT ,-Cx40-DOKO-Maus (NS). . ... ... ... o ...
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner AT,-Cx40-DOKO-Maus (NS). . . .. ... .. ... ... ...
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt ei-
ner AT,-Cx40-DOKO-Maus (NS). . . .. ... .. ... ... ...
Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des Wildtyps
und des AT,-Cx-40-Knockouts (NS). . . . . .. ... ... ... ...
Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitit im repriasentativen Gefafbaumabschnitt
einer adulten AT;,-Cx40-DOKO-Maus (LS). . . ... ... ... ...
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitit afferenter Arteriolen einer AT;,-Cx40-
DOKO-Maus (LS). . . . .. .. . o
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer
AT,-Cx40-DOKO-Maus (LS). . . . . . . . ... . ...
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner AT ,-Cx40-DOKO-Maus (LS). . . .. ... .. .. .. ... ...
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner AT ,-Cx40-DOKO-Maus (LS). . . ... .. .. .. ... .....

111

50

o1

02

23

54

%)

26

57

28

59

60

61

62

63

64

65

66

67



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

3.27

3.28

3.29

3.30

3.31

3.32

3.33

3.34

3.35

3.36

3.37

3.38

3.39

3.40

3.41

3.42

Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Levels des Wildtyps
und des AT},-Cx-40-Knockouts (LS). . . . ... .. .. .. ... ...
Gesamtansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskel-
aktin- (rot) Immunreaktivitit im repriasentativen Gefafbaumabschnitt
einer adulten AT ,-Cx40-DOKO-Maus (HS). . . . . . ... ... ...
Detailansicht: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und der Glattmus-
kelaktin- (rot) Immunreaktivitét afferenter Arteriolen einer AT,-Cx40-
DOKO-Maus (HS). . . . .. .. .. o
Ubersicht: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer
AT ,-Cx40-DOKO-Maus (HS). . ... ... .. ... ... ... ...
Detailansicht: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt ei-
ner AT ,-Cx40-DOKO-Maus (HS). . . ... ... ... .. ... ...
Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Levels des Wildtyps und
des AT ,-Cx-40-Knockouts (LS).. . . . .. ... ... ... ... ...
Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Levels in den Nieren aller
Versuchstiere. . . . . . . ... Lo Lo
3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefife (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Gefifsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten Wildtyp-Maus. . . . . . . ... .. ... .. ...
3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefife (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Geféfsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten AT;,-Rezeptor-Knockout-Maus. . . . . ... ...
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Linge (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp-
und der AT, ,-Rezeptor-Knockout-Maus. . . . . .. ... ... ....
3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefife (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Geféfsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten Cx40-Knockout-Maus. . . . . . .. .. ... ...
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Liange (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp-
und der Cx40-Knockout-Maus. . . . . . . ... ... ..o
3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefife (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Geféfsbaumabschnitt einer adul-
ten, unbehandelten AT{,-Cx40-DOKO-Maus. . ... ... ... ...
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Liange (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp-
und der AT;,-Cx40-DOKO-Maus [NS]. . . ... ... ... ... ...
3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgeféfe (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Gefifsbaumabschnitt einer adul-
ten AT,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Niedrigsalzdidt. . . . . .. ..
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Lange (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp-
und der AT},-Cx40-DOKO-Maus [LS]. . . ... ... ... ... ...

112

69

70

71

72

73

74

7

76

77

78

79

80

81

81

82



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

3.43

3.44

3.45

4.1

4.2

3D-Rekonstruktion der renalen, arteriellen Blutgefife (rot) und der
Nierenkapsel (gelb) im reprisentativen Gefifsbaumabschnitt einer adul-

ten AT,-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Hochsalzdiat. . . . ... . .. 83
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Liange (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen der Wildtyp-

und der AT},-Cx40-DOKO-Maus [HS]. . . ... ... ... ... ... 83
Graphische Gegeniiberstellung der mittleren Liange (links) und des
mittleren Durchmessers (rechts) afferenter Arteriolen aller untersuch-

ter Versuchstiere. . . . . . . .. ..o L oo 84

Gegeniiberstellung der 3D-Rekonstruktionen der Renin- (griin) und
Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitdt mit Glomeruli und Nieren-
kapsel (gelb) aller untersuchten Tierstdimme. . . . . . . . . . ... .. 91
Gegeniiberstellung der 3D-Rekonstruktionen der renalen arteriellen
Blutgefafke (rot) mit Nierenkapsel (gelb) aller untersuchten Tierstimme. 94

113



Abkurzungsverzeichnis

Chemische und biologische Grofien und Einheiten

bp
LE.
M
pH
U

Basenpaare

internationale Einheit

molar

pH-Wert (pondus Hydrogenii)
enzymatische Einheit (Unit)

Physikalische Grofien und Einheiten

°C
Da
g

g
h

|
min
S

d

Grad Celsius

Dalton

Erdbeschleunigung (gravity)
Gramm

Stunde(n)

Liter

Minute(n)

Stunde(n)

Tag(e)

Dezimale Vielfache und Teile von Einheiten

T BT B

Sonstige

3D

%

o SMA
A.
Abb.
ACE

kilo (1x10°)
milli (1x107%)
micro (1x107)
nano (1x107)
pico (1x1071'2)

dreidimensional
Prozent

« smooth muscle actin
Arteria(e)

Abbildung

Angiotensin-converting Enzyme

114



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ANG 1
ANG 11
AT1
AT2
ATP
BSA
bzw.
Ca2+
cAMP
cDNA
cGMP
Cy2
DAG
DEPC
DNA
DNase
dNTP
EDTA
et al.
EtOH
GAPDH

H>0O bidest.

HQOQ

HS

HS

Ig

i.p.

IP3

JGA
JGE-Zelle
KCI
KsHPO,
KH,KPO,
KO

LS

MD
mRNA
Ny

Na

NaCl
NayHPO
NS

PBS
PCR

Angiotensin I

Angiotensin II

Angiotensin II-Rezeptor Typ 1
Angiotensin II-Rezeptor Typ 2
Adenosintriphosphat

bovine serum albumin
beziehungsweise

Calcium

cyclisches Adenosinmonophosphat
copy deoxyribonucleic acid
cyclisches Guanosinmonophosphat
Carbocyanin

Diacylglycerol
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphophat
Ethylendiamintetraessigsdure
und andere (et alii)

Ethanol
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-dehydrogenase
zweifach entionisiertes Wasser
Wasserstoffperoxid
Pferdeserum (horse serum)
Highsalt

Immunglobulin

intra peritoneal
Inositol-1,4,5-trisphospat
juxtaglomeruldrer Apparat
juxtaglomerulidre Epitheloidzelle
Kaliumchlorid
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Knockout

Lowsalt

Macula densa

messenger ribonucleic acid
Stickstoff

Natrium

Natriumclorid
di-Natriumhydrogenphosphat
Normalsalt

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

115



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

PIP2
PKC
PLC
RAAS
RGB
RNA
RNase
RT
RT
SEM
TRIS
TRITC
iN

VEGF
vgl.
WT
z.B.

Phosphatidyl-Inositol-bisphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C
Renin-Angiotensin-Aldosteron- System
Rot-Griin-Blau

Ribonukleinsidure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Standardfehler des Mittelwerts
Tris-(hxdroxy-methyl-)amino- methan
Tetramethylrhodamin

iiber Nacht

Vena(e)

vascular endothelial growth factor
vergleiche

Wildtyp

zum Beispiel

116



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei all denjenigen bedanken, die wihrend der letz-
ten Monate zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben:

Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Armin Kurtz fiir die Vergabe des
Themas und fiir die Bereitstellung der bendtigten Arbeitsmittel und Geréte. Sein
grofses Interesse und sein stetes Engagement trugen wesentlich zum Gelingen dieser

Arbeit bei.

Fiir die fachliche Anleitung, die kompetente Betreuung in Theorie und Praxis und fiir
ihre allumfassende Hilfsbereitschaft mochte ich mich ganz herzlich bei Dr. Katharina
Machura bedanken.

Mein weiterer Dank gilt dem gesamten Team des Lehrstuhl Physiologie I der Uni-
versitit Regensburg fiir die fortwihrende, stets unkomplizierte und spontane Unter-
stiitzung bei Problemen und No6ten aller Art. Besonders Anna M “Bangui und Bjorn
Neubauer mdéchte ich fiir ihre Hilfsbereitschaft und Geduld danken.

Nicht zuletzt danke ich meiner Familie fiir ihr Verstdndnis und jegliche Unterstiit-
zung wahrend meiner bisherigen Studienzeit. Ohne euch wére all das fiir mich nicht
moglich gewesen. Ich danke euch.

Weiterer Dank geht an meine Freunde sowie insbesondere an meinen Freund Tobias.

117



ERKLARUNG

Diese Dissertation wurde angeregt und wihrend der Ausarbeitung tiberwacht von
Professor Doktor Armin Kurtz.

Ich erkldre hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuldssige Hilfe Dritter
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die
aus anderen Quellen direkt oder indirekt iibernommenen Daten und Konzepte sind
unter Angabe der Quelle gekennzeichnet. Insbesondere habe ich nicht die entgeltli-
che Hilfe von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere
Personen) in Anspruch genommen. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar
geldwerte Leistungen fiir Arbeit erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der
vorgelegten Dissertation steht. Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch Ausland
in gleicher oder dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

Regensburg, den 13.10.2014 Hanna Miiller

118



	1 Einleitung
	1.1 Anatomie der Niere
	1.2 Das Blutgefäßsystem in der adulten Mausniere
	1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
	1.4 Reninsynthese und -sekretion
	1.5 Regulation der Reninsynthese und -sekretion
	1.5.1 Faktoren der physiologischen Regulation
	1.5.1.1 Blutdruck
	1.5.1.2 Salzhaushalt und Macula Densa
	1.5.1.3 Das sympathische Nervensystem
	1.5.1.4 Angiotensin II

	1.5.2 Humorale und lokal sezernierte Faktoren
	1.5.3 Faktoren der zellulären Regulation
	1.5.3.1 Der cAMP-Signalweg
	1.5.3.2 Der cGMP-Signalweg
	1.5.3.3 Calcium und Proteinkinase C


	1.6 Die juxtaglomeruläre Zelle
	1.7 Gap junctions und Connexine
	1.7.1 Gap junctions
	1.7.2 Connexine in der Niere

	1.8 Fragestellung und Zielsetzung

	2 Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Geräte
	2.1.2 Verbrauchsmaterial
	2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits
	2.1.4 Primer
	2.1.5 Antikörper
	2.1.6 Puffer und Lösungen
	2.1.6.1 Immunhistochemie
	2.1.6.2 Molekularbiologie

	2.1.7 Software und Internetdienste

	2.2 Methoden
	2.2.1 Versuchstiere
	2.2.1.1 Niedrigsalz- und Hochsalzbehandlung

	2.2.2 Histologische Methoden
	2.2.2.1 Fixierung des Nierengewebes
	2.2.2.2 Retrograde arterielle Perfusion
	2.2.2.3 Einbettung in Paraffin
	2.2.2.4 Anfertigung von Paraffinschnitten und Entparaffinierung
	2.2.2.5 Immunhistochemische Färbung

	2.2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion
	2.2.3.1 Mikroskopie und Digitalisierung
	2.2.3.2 AxioVision LE Rel.4.5
	2.2.3.3 Datenaufbereitung mittels ImageJ
	2.2.3.4 3D-Rekonstruktion mit Amira

	2.2.4 Molekularbiologische Methoden
	2.2.4.1 Isolierung von Total-RNA aus Nieren
	2.2.4.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
	2.2.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time-PCR)
	2.2.4.4 Genotypisierung



	3 Ergebnisse
	3.1 Qualitative und quantitative Analyse des Reninexpressionsmusters
	3.1.1 Die adulte Wildtyp-Maus
	3.1.2 Die adulte AT1a-Rezeptor-Knockout-Maus
	3.1.3 Die adulte Cx40-Knockout-Maus
	3.1.4 Die adulte AT1a-Cx40-DOKO-Maus
	3.1.4.1 Die AT1a-Cx40-DOKO-Maus unter Normalsalzdiät [NS]
	3.1.4.2 Die AT1a-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Niedrigsalzdiät [LS]
	3.1.4.3 Die AT1a-Cx40-DOKO-Maus nach 10d Hochsalzdiät [HS]

	3.1.5 Quantitative Analyse des Reninexpressionsmusters

	3.2 3D-Analyse des renalen arteriellen Gefäßsystems
	3.2.1 Die adulte Wildtyp-Maus
	3.2.2 Die adulte AT1a-Rezeptor-Knockout-Maus
	3.2.3 Die adulte Cx40-Knockout-Maus
	3.2.4 Die adulte AT1a-Cx40-DOKO-Maus
	3.2.5 Vergleichende Analyse des renalen arteriellen Gefäßsystems


	4 Diskussion
	4.1 Vergleichende Analyse des Reninexpressionsmusters der rekonstruierten Modelle
	4.1.1 Die adulte Wildtyp-Maus
	4.1.2 Die adulte AT1a-KO-Maus
	4.1.3 Die adulte Cx40-KO-Maus
	4.1.4 Die adulte AT1a-Cx40-DOKO-Maus

	4.2 Vergleichende Analyse der rekonstruierten Gefäßbäume
	4.2.1 Die adulte Wildtyp-Maus
	4.2.2 Die adulte Cx40-KO-Maus
	4.2.3 Die adulte AT1a-KO-Maus
	4.2.4 Die adulte AT1a-Cx40-DOKO-Maus


	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	7 Anhang

