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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Bedeutung von Endothelinen fiir die Steue-
rung des Reninsystems. Renin stellt in seiner Rolle als Agens im Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System und der damit verbundenen Einflussnahme auf den systemi-
schen Blutdruck, die glomerulére Filtrationsrate sowie den Wasser- und Elektrolyt-
haushalt ein entscheidendes Enzym der Niere dar. Neben dem Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System ist das Endothelinsystem das stérkste Vasopressorsystem des
Korpers. Zwischen beiden Systemen bestehen zahlreiche Interaktionen (Rossi et al.),
1999). Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Untersuchung eben je-
ner Einfliisse des Endothelinsystems auf das Reninsystem. Dazu erfolgte zunéchst
die Bestimmung der renalen Endothelinrezeptorlokalisation anhand immunhisto-
chemischer Untersuchungen von Méausenieren. Anschliefend wurde mithilfe einer
pharmakologischen Blockade von Endothelinrezeptoren an C57BL/6-Méausen ei-
nerseits und an Ren-1d*/C-ET,"8-Msusen mit angeborener reninzellspezifischer
Endothelinrezeptordefizienz andererseits untersucht, welche Auswirkungen sich im
Hinblick auf Verteilung und Quantitét der Reninzellen und der -produktion so-
wie der Expression von Endothelinrezeptoren ergeben. Als Endothelinrezeptor-
Antagonisten fanden die Substanzen BQ610 (ET s-selektiv), BQ788 (ETg-selektiv)
sowie Bosentan (dualer Endothelinrezeptorantagonist) Verwendung. Zur Bestim-
mung der endothelialen Beeinflussung der Elektrolythomoostase schloss sich eine
atomemissionsspektroskopische Ermittlung der Kalium- und Natrium-Urin-Kon-
zentration sowie der Urin-Osmolalitdt an. Zur Analyse der Einflussnahme eines
angeborenen reninzellspezifischen Endothelinrezeptormangels auf juxtaglomerulédre
Zellen auf zelluldrer Ebene erfolgte die Untersuchung der Reninproduktion anhand
von Ren-1d"/C-ET " _Mzusen. Zur Klarung der Bedeutung des ET z-Rezeptors

fiir die Stimulation des Reninsystems schliefslich lag der Fokus auf der Differenz der



Reninproduktion zwischen Wildtyp- und Knockout-Stdmmen. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Lokalisation der Endothelinrezeptoren in M&ausenieren
weitgehend der Expression von Endothelinrezeptoren in der Niere anderer Saugetie-
re entspricht. Abweichungen ergeben sich insofern, als im Vas afferens, im distalen
Tubulus sowie im Sammelrohr keine ETg-, im proximalen Tubulus hingegen keine
ET a-Rezeptoren nachzuweisen waren. Die Analyse der Elektrolytkonzentrationen
forderte keine aufschlussreichen Erkenntnisse zu Tage, eine endotheliale Beeinflus-
sung der Elektrolythomdoostase kann nicht postuliert werden. Im Hinblick auf die
Reninfreisetzung zeigten die durchgefiihrten Untersuchungen keine signifikanten
Unterschiede. Trotz der Expression renaler Endothelinrezeptoren scheint sowohl
deren Antagonismus als auch deren reninzellspezifische Abwesenheit in vivo keine
signifikanten Einfliisse auf das Reninsystem nach sich zu ziehen. Diese mangelnde
Einflussnahme bei funktioneller Defizienz der Endothelinrezeptoren lasst mit Blick
auf die in der Literatur beschriebenen Auswirkungen von Endothelinen auf eine
Vielzahl renaler Parameter — einschliefslich des Reninsystems — die Existenz kom-
pensatorischer Mechanismen vermuten. Im Fokus dieser Kompensationsmechanis-
men konnten moglicherweise Prostaglandine und NO stehen. Ferner verbleibt die
Rolle des ETg-Rezeptors sowie der Endothelinsubtypen ETy und ET3 genauer zu

eruieren.



1 Einleitung

1.1 Anatomie der Niere

1.1.1 Makroskopische Anatomie

Die anatomische Beschaffenheit der Niere von Nagetieren stimmt im Wesentlichen
mit der Struktur der Niere aller Saugetiere, einschliefslich des Menschen, iiberein.
Im Gegensatz zum Menschen aber, dessen Nieren mehrere Papillen aufweisen, be-
sitzen Méuse eine unipapilldre Niere, die sich, ebenso wie die menschliche Niere,
in drei Anteile gliedert: das Nierenmark (Medulla renalis), die Nierenrinde (Cortex
renalis) sowie die Nierenkapsel (Capsula fibrosa) (Weisert,, 1990).

Makroskopisch besitzen die Nieren eine bohnenférmige Gestalt und weisen zentral
an ihrer medialen Seite eine Einziehung auf, das Hilum renale. Dieses stellt die
Eintritts- bzw. Austrittsstelle fiir die Nierenarterie (A. renalis), die Nierenvene (V.
renalis), den Ureter sowie einige Lymphgefiafe und Nerven dar. Der Hilus erwei-
tert sich in den Sinus renalis, welcher das Nierenbecken (Pelvis renalis), Geféfe,
Nerven und Fettgewebe enthélt. Umgeben wird die Niere von der Nierenkapsel
(Capsula fibrosa), einer Struktur aus straffem, geflechtartigem Bindegewebe, die
als Aufenhiille der Niere das Nierenparenchym umschliefst und gegen die Fettkap-
sel abgrenzt. Die Nieren selbst befinden sich im Retroperitonealraum, umschlossen
von einer grofziigigen Fettkapsel, der Capsula adiposa renis, die dem mechani-
schen und thermischen Schutz des Organs dient. Die Gerota-Faszie (Fascia renalis)
schlieflich umgibt als bindegewebiger Fasziensack die Capsula adiposa und die Ne-
benniere (Junqueira et al., 2005 Schiinke et al., 2009)).

Bereits mit blofsem Auge lésst sich am Nierenquerschnitt die Unterteilung des Nie-

renparenchyms in eine dunkler gefarbte Nierenrinde und ein innen gelegenes helle-



res Nierenmark erkennen (Hees and Sinowatz, 2000). Dabei umfasst die Nierenrinde
in Form einer sogenannten Nierensdule (Columna renalis) das pyramidenférmige
Nierenmark. Von der Basis der Pyramide ziehen sogenannte Markstrahlen — dabei
handelt es sich um Biindel von Sammelrohren und Tubulusabschnitten — in die
Rinde und unterteilen letztere in Nierenlabyrinthe. Dies verleiht dem Nierenmark
ein gestreiftes Aussehen. Die Spitze der Markpyramide (Papilla renalis) miindet
in das Nierenbecken und wird von einem Nierenkelch (Calyx renalis) umfasst. Das
Nierenmark wird in eine &ufiere Zone (Zona externa) mit einem Aufen- und ei-
nem Innenstreifen und eine innere Zone (Zona interna) unterteilt. Morphologisch
gliedert sich das Nierenmark in Markpyramiden (Pyramis renalis). Die Niere von
Maéusen enthélt einen zuséatzlichen Abschnitt der &ufleren Markzone, der als ,inner-
most stripe® bezeichnet wird: Er bildet den Ubergang zwischen der Aufen- und
der Innenzone, hat Ahnlichkeit mit dem Innenstreifen und enthélt distale Tubuli

(Welschl, 2009; Weisert,, |1990; |Junqueira et al., [2005)).

1.1.2 Mikroskopische Anatomie

Die strukturelle und funktionelle Einheit der Niere stellt das Nephron dar. Es be-
steht aus dem Nierenkorperchen (Corpusculum renale = Malpighi-Kérperchen) und
dem sich anschliefenden Tubulussystem (Tubuli renales). Die Nierenkorperchen lie-
gen am Beginn des Nephrons und setzen sich aus drei Einheiten zusammen: der
Bowman-Kapsel, dem Glomerulus (einem der Filtration dienenden Kapillarknédu-
el) sowie dem Mesangium. Das Tubulussystem seinerseits gliedert sich in folgende
Abschnitte: Am Harnpol des Nierenkorperchens befindet sich der proximale Tubu-
lus mit einer gewundenen Pars convoluta und einer geraden Pars recta. Der sich
anschliefende intermedidre Tubulus (Tubulus attenuatus) zieht mit einer Pars de-
scendens und einer Pars ascendens schleifenartig in die Marksubstanz, gefolgt vom
distalen Tubulus, wiederum bestehend aus einer Pars recta und einer Pars convo-
luta. Uber ein Verbindungsstiick (Tubulus renalis colligens) miindet das Tubulus-
system in ein Sammelrohr. Zusammen werden Verbindungsstiick und Sammelrohr
auch als Sammelrohrsystem bezeichnet. Die Pars recta des proximalen Tubulus, der

intermediare Tubulus sowie die Pars recta des distalen Tubulus bilden gemeinsam



eine haarnadelférmige Struktur, die sogenannte Henle-Schleife (Ansa nephroni).
Allerdings besitzen nur marknah gelegene juxtamedulldre Nephrone lange, tief in
das innere Nierenmark eintauchende Henle-Schleifen. Kortikale Nephrone weisen
kurze Henle-Schleifen auf (Welsch) 2009; Schiinke et al., 2009; Junqueira et al.,
2005} Weisert,, 1990; [Leonhardt, {1990)).

Die am Beginn des Nephrons liegenden Nierenkoérperchen bestehen aus der Bow-
man-Kapsel und einem Blutkapillarknéuel, dem Glomerulus, das sich in die Kap-
sel einstiilpt (siehe Abbildung . Der obere Pol eines Nierenkorperchens wird
als Geféafspol, der untere als Harnpol bezeichnet. In den Nierenkorperchen erfolgt
die Ultrafiltration des Blutes. Die Filtrationsfliche ist durch Schlingenbildung der
Glomeruluskapillaren vergrofsert, der Blutdruck in den filtrierenden Glomeruluska-
pillaren ist gegeniiber nutritiven Kapillaren erhéht (Junqueira et al., [2005). Ge-
speist wird das Kapillarknduel von einer zufiithrenden Arteriola afferens, die sich
am Geféafspol in zahlreiche Kapillarschlingen teilt. An den Glomerulus schliefst sich
die ebenfalls am Gefafipol befindliche, nahe der zufiihrenden Arteriola afferens ge-
legene Arteriola efferens an, iiber welche das filtrierte Blut das Nierenkorperchen
wieder verlédsst (Welsch, [2009; Liillmann-Rauch| 2015]).

Der Raum zwischen den Kapillarschlingen des Glomerulus wird vom Mesangium
eingenommen, welches als Aufhéngevorrichtung fiir die glomeruldren Kapillaren
dient[] Das Mesangium bezeichnet einen schmalen Bindegewebsraum, bestehend
aus Mesangialzellen, eingebettet in Extrazellularmatrix. Die Mesangialzellen selbst
stellen spezielle kontraktile, perizytenédhnliche Zellen dar, die zur Phagozytose befé-
higt sind und biologisch aktive Substanzen wie etwa Prostaglandine sezernieren. Sie
stabilisieren durch ihren Tonus die Kapillarwand gegen den nach auften wirkenden
hydrostatischen Druck und sind in der Lage, den Blutfluss durch den Glomeru-
lus zu beeinflussen. Auffallend ist die Vielfalt der Mesangiumzellen an Rezeptoren
fiir vasoaktive Hormone wie etwa Angiotensin II oder Endothelin (Welschl 2009

Liillmann-Rauch| [2015; Junqueira et al., 2005).

!Die Bezeichnung des Gewebes zwischen den Kapillarschlingen als Mesangium erfolgt in Anleh-

nung an das Mesenterium zwischen den Darmschlingen (Junqueira et al.; [2005]).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Glomerulus. Abbildung nach |[Jun-
|queira et al.| (]2005[).

1.1.3 Feinbau der Nierenkorperchen

Das Nierenkorperchen setzt sich zusammen aus dem Glomerulus und der Bowman-
KapselEl Letztere umgibt als doppelwandige Kapsel, bestehend aus einem viszera-
len und einem parietalen Blatt, den Glomerulus. Am Gefafipol gehen beide Blétter
ineinander iiber. Das schmale Lumen zwischen den beiden Bléttern wird als Kap-
selraum bezeichnet und findet am Harnpol des Nierenkdrperchens — diametral dem
Gefafspol gegeniiber gelegen — seine Fortsetzung in Form des Tubulussystems. In
den Kapselraum hinein erfogt die Filtration des Harns. Das parietale Blatt der
Bowman-Kapsel besteht aus einschichtigem, flachem Epithel, das den Kapselraum

auskleidet und von einer Basallamina unterlagert ist. Das viszerale Blatt entwi-

ckelt sich zu einem spezialisierten Epithel aus Podozyten (Liillmann-Rauch, 2015}

Weisert) [990).

2In der Niere einer Maus befinden sich durchschnittlich etwa 12400 Glomeruli. Der Durchmesser

der Glomeruli betragt etwa 60-100 pm. Nach Smith! (1951) und Hackbarth et al.| (1987), zitiert




Zum Glomerulus werden folgende anatomische Strukturen gerechnet: Kapillarkn&u-
el, Podozyten, glomeruldre Basalmembran und Mesangium.

Das Gefafskonvolut des Glomerulus setzt sich aus etwa 30 verzweigten, anastomo-
sierenden Kapillarschlingen zusammen. Das Endothel der Kapillaren ist gefenstert
und weist kein Diaphragma auf. Damit stellt es einen Teil der Blut-Harn-Schranke
dar, die Porenrf] halten jedoch lediglich Blutzellen zuriick (Welsch, 2009; Liillmann+
Rauch|, 2015)).

Auf der Harnseite der glomeruldren Basalmembran befinden sich die Podozyten.
Die Perikaryen der sternformigen Podozyten weisen kriftige, die Glomeruluskapil-
laren umgreifende Primérfortséitze auf, aus denen zahlreiche diinne, fingerférmige
Sekundéarfortsitze (Fubfortsitze, Pedicellen) hervorgehen, die der Befestigung der
Podozyten an der glomeruldren Basalmembran dienen. Die Fuffortsédtze zweier
Podozyten interdigitieren, woraus eine fast vollstandige Uberdeckung der glomeru-
laren Basalmembran resultiert. Es verbleiben lediglich 20-30 nm schmale Filtrati-
onsschlitze, die von einem Schlitzdiaphragma iiberbriickt werden. An der Plasma-
membran der Fuffortsitze befindet sich negativ geladenes Podocalyxin, welches
fiir Ausbildung und Erhalt der speziellen Fuffortsatz-Architektur von Bedeutung
ist (Lillmann-Rauch) 2015]).

Die Basalmembran der Podozyten verschmilzt mit der der Endothelzellen der Glo-
meruluskapillaren zu einer gemeinsamen Basallamina. Diese befindet sich zwischen
Kapillarendothel und Podozyten und weist einen dreischichtigen Aufbau auf: Das
Grundgeriist dieser Membran wird von der Lamina densa gebildet, welche von ei-
ner dem Endothel zugewandten Lamina rara interna sowie einer in Richtung der
Podozyten gelegenen Lamina rara externa flankiert wird. Durch eine intensive Ver-
netzung von Kollagenfasern weist die glomeruldre Basalmembran eine besondere
Widerstandsfahigkeit auf. Zugleich stellt die Basallamina einen wesentlichen Anteil
des glomeruldren Ultrafilters dar, wobei elektrisch negativ geladenes Heparansul-
fat die wichtigste Komponente der elektrostatischen Barriere ist (Welsch| [2009;
Liillmann-Rauch| 2015} [Leonhardt, [1990)).

Zwischen den ineinander verzahnten Fufsfortsitzen benachbarter Podozyten be-

3Die Fenster im Endothel der Kapillaren besitzen einen Durchmesser von 70-100 nm (Liillmann-

Rauch, [2015).



findet sich das Schlitzdiaphragma. Lange Transmembranproteine (Nephrin spielt
hierbei eine Schliisselrolle) durchspannen den Spaltraum zwischen den Pedicellen.
Auf diese Weise entstehen 2-5nm weite Filtrationsporen (Welsch, 2009; [Liillmann+
Rauch) 2015)).

1.1.4 Der glomerulire Filter

Der Harnfilter setzt sich gestaffelt aus den drei Strukturen Endothel, Basallamina
und Podozyten zusammen. Durch diesen Filter presst der hydrostatische Kapil-
lardruck den Primérharn, ein proteinfreies Ultrafiltrat des Blutplasmas, in den
Kapselraum des Nierenkorperchens. Die wesentliche Barriere fiir Proteine stellt da-
bei die Basallamina dar, sowohl aufgrund der Porengrofe als auch wegen des stark
negativ geladenen Heparansulfats. Deshalb konnen negativ geladene Molekiile den
Filter schlechter durchdringen als positiv geladene. Frei filtriert werden nur Stoffe
mit einer Molekiilmasse von 6-15kD. Substanzen mit einem Molekulargewicht von
mehr als 70 kD werden vollstandig von der dichten Filterstruktur der Schlitzporen-
diaphragmen zuriickgehalten (Welsch) 2009; Wehner et al., 2007; |Junqueira et al.,
2005} Leonhardt}, 1990)).

Der Primarharn verlasst das Nierenkorperchen in das am Harnpol des Nephrons be-
ginnende Tubulussystem. Der proximale Tubulus ist der erste und zugleich langste
Abschnitt des Tubulussystems. Er besteht aus einer geknéuelten Pars convoluta,
welche sich im Nierenkortex befindet, und einer gestreckten Pars recta, die im
Nierenmark lokalisiert ist. In den proximalen Tubuli werden 70-80 % des filtrier-
ten Wassers und Natriums riickresorbiert, aukerdem fast die gesamte Menge der
filtrierten Glukose und der Aminosiuren. Uber einen diinnen Intermediirtubulus
(Tubulus intermedius) schlieft sich dem proximalen der distale Tubulus an. Auch
dieser setzt sich zusammen aus einer geraden Pars recta, die den wesentlichen Teil
des aufsteigenden Schenkels der Henle-Schleife bildet, und einer gewundenen Pars
convoluta. Im aufsteigenden Teil des distalen Tubulus erfolgt eine intensive Riickre-
sorption von Natrium und Chlorid. Am Ubergang der Pars recta zur Pars convoluta,
nimmt der distale Tubulus am Gefélpol Kontakt mit dem zugehdrigen Glomerulus

auf und bildet an dieser Stelle die plaqueartige Macula densa. Zwischen distalem



Tubulus und Sammelrohr befindet sich ein kurzes Verbindungsstiick (Tubulus re-
uniens). Jeweils etwa 10 Verbindungsstiicke miinden in ein kortikales Sammelrohr.
Die Sammelrohre verlaufen in den Markstrahlen in Richtung Nierenmark und Nie-
renpapille. Durch einen Zusammenfluss entstehen weite papillare Sammelrohre, die
an den Papillen der Markpyramiden in das Nierenbecken miinden. Uber Urether,

Harnblase und Urethra wird der Harn schlieklich abgelassen (Welschl 2009)).

1.2 Das Blutgefafisystem der Niere

Die Nieren gehoren zu den am stérksten durchbluteten Organen des Korpers. Ob-
gleich sie weniger als 0.5 % des Korpergewichts ausmachen, entfallen auf sie 20-25 %
des Herzminutenvolumens. Die Anatomie des renalen Blutgefifisystems ist dabei
entscheidend fiir die Nierenfunktion, wobei die Niere eine streng histotopische Ord-
nung aufweist (Junqueira et al., 2005; Welsch, |2009; |Leonhardt], 1990)): An jede
Niere tritt am Hilum die Nierenarterie (A. renalis) heran, beidseits der Aorta ent-
springend. Die A. renalis teilt sich zunéchst in insgesamt fiinf Aa. segmentales
auf, welche sich in kleinere Aa. interlobares verzweigen, wobei die Aufzweigung
oft schon vor Eintritt in das Nierengewebe im Bereich des Sinus renalis erfolgt.
Die Interlobararterien sind zwischen den Markpyramiden in den Columnae renales
gelegen und teilen sich an der Basis der Pyramiden in Aa. arcuatae auf, die bogen-
formig an der Mark-Rinden-Grenze verlaufen. Von den Aa. arcuatae zweigen Aa.
interlobulares (Aa. corticales radiatae) ab, die senkrecht zur Oberflache der Nie-
re ziehen. Auf ihrem Weg durch die Nierenrinde geben diese Arterien nach allen
Seiten Arteriolae afferentes (Vasa afferentia) ab und versorgen mit ihren Endésten
die Nierenkapsel (Welsch| 2009; |Junqueira et al., |2005).

Die zufiihrenden Arteriolae glomerulares afferentes verzweigen sich in diinne Aste,
die in das Kapillarknduel des Glomerulus iibergehen, an dessen Ende das Blut das
Nierenkorperchen iiber eine Arteriola efferens wieder verldsst. Die Arteriola effe-
rens versorgt die Tubuli der Nierenrinde und teilt sich in zahlreiche Vasa recta, die
als feine arterielle Gefafse der Versorgung des Nierenmarks dienen. Im Anschluss
an ein Kapillarnetz sammelt sich das Blut zunéchst in venésen Vasa recta, welche

iiber Vv. corticales radiatae in Vv. arcuatae iibergehen. Letztere verlaufen parallel
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Blutgefifisystems der Niere. Nach

) ().

zu den Aa. arcuatae und miinden in Vv. interlobares, die am Hilum die Nierenvene

(V. renalis) bilden (Welsch, 2009; |Junqueira et al., 2005; |Weisert, 1990)). Auf diese

Weise bildet die Anordnung der renalen Blutgefifse ein verschlungenes, iteriertes

System mikrovaskuldrer Einheiten mit besonderer Bedeutung fiir die Nierenfunk-

tion (Abrahamson et al.| [1998). Sympathikusnerven aus dem Ganglion coeliacum

lassen sich in Begleitung der Arterien bis zu jedem Glomerulus verfolgen (Leons
hardil [1990).

Um die glomerulédre Filtration moglichst konstant zu halten, unterliegt die Durch-
blutung der Nieren einer Autoregulation. Die Angriffspunkte der Autoregulation
stellen dabei die afferenten und die efferenten Arteriolen dar, vermittels Vasokon-
striktion beider Gefifse wird eine Reduktion des Filtrationsdrucks bei steigendem

Perfusionsdruck der Niere erreicht. Die genauen Mechanismen dieser Regulation

sind allerdings noch nicht vollstandig geklart (Speckmann et al 2013).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des juxtaglomerularen Apparates.
Dunkle Granula der juxtaglomeruldren Zellen enthalten Renin. Ab-

bildung nach Davis and Freeman| (1976).

1.3 Der juxtaglomerulare Apparat

1.3.1 Anatomie und physiologische Bedeutung

Im Bereich des Gefiafipols der Nierenkorperchen befindet sich der juxtaglomeruldre
Apparat, bestehend aus folgenden Anteilen: der Macula densa, granulierten juxta-
glomeruldren Zellen sowie extraglomeruldren Mesangiumzellen (Goormaghtigh-Zel-
len). Die Funktion des juxtaglomeruldren Apparates ist sowohl lokal im Sinne einer
tubuloglomerulédren Riickkopplung sowie systemisch in Form der In-Gang-Setzung
der Renin-Angiotensin-Aldosteron-Kaskade zu sehen. Uber die Produktion von Re-
nin beeinflusst der juxtaglomeruldre Apparat die Bildung von Angiotensin II. Als
Vasokonstriktor nimmt Angiotensin II Einfluss auf den Blutdruck des Gesamtor-
ganismus und damit auf die Durchblutung der Niere, wodurch die Filtrationsra-
te der Niere reguliert wird. Die Freisetzung von Renin erfolgt vermutlich sowohl
vermittels Druckrezeptoren in der Wand der Arteriola afferens als auch iiber Che-

morezeptoren, die die Natriumkonzentration im distalen Tubulus detektieren. Die
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funktionelle Riickkopplung zwischen Tubulus und Glomerulus, wie sie im Bereich
des juxtaglomeruldren Apparats erfolgt, wird als tubuloglomerulére Riickkopplung
bezeichnet (Welsch, 2009).

Die Macula densa ist Teil des distalen Tubulus und besteht aus lediglich 20-30 rela-
tiv hohen, dicht gestellten Epithelzellen, siche Abbildungen und Die Loka-
lisation der Zellen befindet sich im Kontaktbereich von Arteriola afferens und dis-
talem Tubulus. Die Macula densa registriert die intraluminale NaCl-Konzentration
und beinflusst in Abhéngigkeit des gemessenen Wertes die Filtrationsrate des je-
weiligen Glomerulus. Weiterhin befinden sich in der Wand der Arteriola afferens
granulierte juxtaglomeruldre Zellen. Hierbei handelt es sich um spezialisierte, sym-
pathisch innervierte Zellen, die in unterschiedlicher Menge zytoplasmatische Se-
kretionsgranula enthalten, welche das Renin beherbergen. Diese Zellen sind keine
glatten Muskelzellen, allerdings besitzen beide Zelltypen einen gemeinsamen Vor-
laufer (Sequeira-Lopez et al., 2001)). Die extraglomeruldren Mesangiumzellen sind
sowohl untereinander iiber Gap junctions als auch mit den granulierten juxtaglome-
ruldren Zellen und den glomeruldren Mesangiumzellen verbunden. Dariiber hinaus
bestehen Verbindungen zu glatten Muskelzellen von Arteriola afferens und Arte-
riola efferens. Sie erhalten von den Zellen der Macula densa Informationen iiber
den Natriumgehalt im distalen Tubulus, mittels Kontraktion der Arteriola efferens
wird die glomerulédre Filtrationsrate vermindert (Welsch, [2009; [Liillmann-Rauch),

2015).

1.3.2 Die juxtaglomerulare Zelle

Die juxtaglomerulédre Zelle ist der Ort der Reninsynthese und -speicherung und
zustandig fiir die exozytotische Sekretion des Renins in die Blutbahn (Peters and
Clausmeyer], 2002; Wagner and Kurtz, 1998)). Bei diesem Zelltyp handelt es sich
um modifizierte glatte Muskelzellen, die typischerweise in der Tunica media im
terminalen Gefafabschnitt der Arteriola afferens zu finden sind. Die juxtaglome-
ruldren Zellen ersetzen an dieser Stelle die Glattmuskelzellen und bilden so einen
Teil der Gefafswand des Vas afferens, exprimieren im Gegensatz zu diesen aber

kein Glattmuskelaktin (a-SMA), ein kontraktiles Protein, das iiblicherweise in pe-
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rivaskuldren Zellen kleiner Blutgefife exprimiert wird (Liu and Ballermann, [1998;
Yokota et al., 2006; Zhao et al.,|2012). Die zahlreichen reninhaltigen Granula verlei-
hen den juxtaglomeruldren Zellen ihre kubische, epitheloide Form, wodurch sie gut
von den umgebenden glatten Muskelzellen zu unterscheiden sind. Daneben wer-
den vereinzelte granulierte Zellen in der Tunica media von efferenten Arteriolen
sowie in der Tunica adventitia von Interlobulararterien vorgefunden (Kon, |1999).
Ab dem zehnten postpartalen Tag beschrinkt sich das Reninvorkommen auf den

juxtaglomeruldren Bereich der Arteriola afferens (Sauter et al., 2008).

1.3.3 Retrograde Rekrutierung

Die Anzahl juxtaglomeruldrer Zellen entlang der afferenten Arteriole ist variabel.
Der Aktivitdtszustand des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS, s.u.)
besitzt direkte Auswirkungen auf die Up- oder Downregulation dieser Zellen. Eine
Zunahme der Aktivitdt des RAAS zieht eine Rekrutierung reninpositiver Zellen
entlang der afferenten Arteriole und der Interlobulararterien nach sich. Bei diesem
Vorgang kommt es zur Umwandlung glatter Gefdafmuskelzellen in reninproduzie-
rende Zellen. Das Rekrutierungsmuster erfolgt diskontinuierlich nach einem noch
nicht geklarten Schema (Casellas et al., [1994; Reddi et al., {1998} Fuchs et al.| 2002).
Bei chronischer Suppression des RAAS verringert sich die Anzahl granulierter Zel-
len und es erfolgt eine Umwandlung von der reninproduzierenden Zelle hin zur
glatten Muskelzelle (Kurtz and Penner} [1989; Gomez et al., |1990; |Sequeira-Lopez
et al., 2001)).

1.4 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die Entdeckung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems reicht bis in das 19.
Jahrhundert zuriick. Bereits im Jahre 1898 beschrieben Robert Tigerstedt und Per
Bergman an Kaninchen eine Steigerung des Blutdrucks durch Injektion eines aus
Kaninchennieren gewonnenen Extraktes. Die Forscher konnten eine von der Niere
sezernierte blutdrucksteigernde Substanz nachweisen und bezeichneten diese ge-

mék ihrem Bildungsort als ,Renin“ (Tigerstedt and Bergman, |1898).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Signalkaskade des Renin-Angioten-
sin-Aldosteron-Systems (RAAS).

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) stellt ein zentrales Regulati-
onssystem des Korpers dar. Es dient der Aufrechterhaltung des Blutdrucks sowie

der Homo6ostase des Wasser- und Elektrolythaushalts. Dariiber hinaus reguliert es

die Gefifspannung und moduliert Wachstumsprozesse (Wagner and Kurtz, (1998}
Peters and Clausmeyer, 2002). Die beiden fiir das RAAS charakteristischen en-

zymatischen Reaktionen finden im Blutplasma statt und fiihren zur Bildung von

Angiotensin II (Davis and Freeman| [1976): In einem ersten Schritt spaltet die

Aspartyl-Protease Renin aus hepatisch synthetisiertem Angiotensinogen das Deka-

peptid Angiotensin I ab (Mercure et al., [1998). Aus Angiotensin I entsteht mittels

enzymatischer Hydrolyse unter Abspaltung zweier weiterer Aminosduren das akti-

ve Oktapeptid Angiotensin II (Klinke et al., 2005} [Speckmann et all [2013). Die

Umwandlung von Angiotensin I zu Angiotensin II vollzieht sich hauptséchlich in



der Lunge (Davis and Freeman, (1976 Paul et al., 2006); katalysiert wird dieser
Schritt von der Metalloprotease Angiotensin Converting Enzyme (ACE), die sich
auf der Membran von Endothelzellen des Gefafisystems befindet (Mercure et al.,
1998). Angiotensin II stimuliert in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde die
Aldosteronsekretion, welche eine Natrium- und Wasserresorption nach sich zieht.
Dadurch steigen Blutdruck und -volumen. Der Reninmetabolismus erfolgt in der
Leber und korreliert mit dem hepatischen Blutfluss (Davis and Freeman) |1976]).
Die Wirkung von Angiotensin II wird iiber die Angiotensin-II-Rezeptor-Subtypen
AT und AT5 vermittelt. Wahrend die meisten Sdugetiere nur ein einzelnes AT;-
Gen exprimieren, besitzen Nagetiere AT1o- und AT g-Rezeptor-Gene. Beide Sub-
typen weisen aber eine hohe Ubereinstimmung (> 95 %) auf. AT;-Rezeptoren sind
Gq-Protein-gekoppelt und vermitteln ihre Wirkung vornehmlich {iber Phospholipa-
sen, Calziumkanéle und Tyrosinkinasen. Die meisten bekannten Effekte von Angio-
tensin II beruhen auf AT;-Rezeptoren: Vasokonstriktion, renale Salzreabsorption
im Tubulussystem, Stimulation der Aldosteronfreisetzung, zentrale Effekte wie die
Vermittlung eines Durstgefiihls und die Vasopressinsekretion (De Gasparo et al.,
2000; (Castrop et al., |2010). Der physiologische Effekt des ATs-Rezeptors besteht
in einer Proliferationshemmung und unterscheidet sich damit grundsatzlich von
der des AT, -Rezeptors. Dariiber hinaus wurden antiinflammatorische, antifibroti-
sche und vasodilatative Wirkaspekte beschrieben (Steckelings, 2011). Wahrend der
ATsy-Rezeptor stark im Rahmen der fetalen Entwicklung exprimiert wird, ist er im
adulten Gewebe weniger zahlreich vertreten (De Gasparo et al., [2000)).

Die Wirkungen des Oktapeptids Angiotensin II sind somit vielféaltig: Es fiihrt zu
einer Vasokonstriktion, senkt den renalen Blutfluss und vermittelt ein Durstgefiihl.
Zusétzlich steigert es die Sekretion von ADH, Aldosteron und Katecholaminen.
Auf diese Weise nimmt das RAAS die Aufrechterhaltung des Blutdrucks sowie die
Homoostase des Wasser- und Elektrolythaushalts wahr (Speckmann et al. 2013}
Klinke et al., |2005). Ein Uberblick iiber das RAAS findet sich in Abbildung .
Allerdings muss nach [Paul et al. (2006) das aus den Lehrbiichern in dieser Form be-
kannte systemische RAAS um die Einfithrung lokaler Renin-Angiotensin-Systeme
modifiziert werden, nachdem in zahlreichen weiteren Organen die lokale Bildung

von Renin nachgewiesen wurde. Die jeweiligen Funktionen der verschiedenen Sys-
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teme sind aber noch nicht vollstandig geklart (Paul et al., 2006).

1.5 Reninsynthese und -sekretion

Die Struktur des Reningens wurde bereits fiir verschiedene Spezies analysiert. Se-
quenzanalysen zeigten dabei hohe Ubereinstimmungen zwischen den verschiedenen
Arten. Sowohl bei Menschen als auch bei Méusen ist das Reningen auf Chromo-
som 1 lokalisiert. Strukturell gliedert sich das Reningen bei Ratten und Mé&usen
in neun Exons und acht Introns, wiahrend Menschen und Schafe ein zuséatzliches
zehntes Exon aufweisen, das fiir drei weitere Aminosduren kodiert. Die Grofe des
menschlichen Reningens betrigt 11700 bp, das der Maus 9600 bp (Castrop et al.
2010; |[Morris, 1992)).

Eine Besonderheit ist die Existenz eines zweiten reninkodierenden Genlocus bei
einem Teil der M&usepopulation. So besitzen manche Labormausstdmme zwei Re-
ningene, Ren-1d und Ren-2, wohingegen andere Stdmme lediglich ein Reningen,
das Ren-1c, aufweisen. Die Existenz des zweiten reninkodierenden Gens wurde
zunachst durch Duplikation des einen genuinen Reningens vor etwa 3 Millionen
Jahren zu erkldaren versucht (Dickinson et al., (1984} Castrop et al., 2010)). Da aber
altere Mausspezies beide Reningene aufzuweisen scheinen, wird auch eine Deletion
des urspriinglichen zweiten Gens diskutiert (Holm et al., [1984; Morris, |1992). Die
funktionelle Bedeutung der Existenz beider Genloci ist noch unklar. Das Genpro-
dukt des Ren-2-Gens wird hauptséchlich in der Glandula submandibularis expri-
miert. Es weist keine Glykosylierungen auf und wird deshalb konstitutiv sezerniert.
Die Plasmareninkonzentrationen unterscheiden sich allerdings nicht in Abhéngig-
keit der Existenz eines zweiten reninexprimierenden Genlocus (Dzau et al., 1988
Castrop et al., [2010).

Die Aspartyl-Protease Renin spielt eine Schliisselrolle bei der Regulation des RAAS.
Vornehmlich in den juxtaglomeruldren Zellen, die sich in der Wand der afferenten
Arteriole am Eingang in den glomeruldren Kapillarknéduel befinden, wird Renin
als Pre-Pro-Renin gebildet, welches zunéchst unter Abspaltung eines Signalpep-
tids in die Zisternen des endoplasmatischen Retikulums transportiert wird. Das

hierdurch gebildete Pro-Renin — ein Polypeptid mit 43 kDa — gelangt zur weiteren
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Reninsynthese und -sekretion. Abbil-
dung nach |Schweda et al.l (]2007|).

Modifizierung und zur Verpackung in sekretorische Vesikel in den Golgi-Apparat.
Das Pro-Renin wird entweder als inaktives Renin mittels kleiner Vesikel konstitu-
tiv sezerniert oder der regulierten Exozytose als aktives Renirﬂ zugefiihrt ,
11992; |Schweda et al., [2007)).

Sezerniertes Renin findet sich im Blutplasma sowohl in seiner aktiven als auch zu

einem relativ grofen Anteil in seiner inaktiven Form (Sealey et al. [1983). Die Se-

kretion von aktivem Renin erfolgt durch reife sekretorische Granula, wohingegen

die Sekretion von inaktivem Renin, das eine verkiirzte Version des aktiven Proren-

ins darstellt (Hirose et al., |1985), durch Exozytose unreiferer Granula vermittelt

wird. Renin-Granula konnen als modifizierte Lysosomen aufgefasst werden (Taug

mer et al.,[1987)). Lysosomale Enzyme, sekretorische Proteine und Plasmamembran-

Proteine werden im rauen endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Nach Ab-
spaltung eines Signalpeptids wird eine kotranslationale Glykosylierung vermittelt,
im Anschluss an Translokation und Transport zum Golgi-Apparat erfahrt die Mi-

schung aus lysosomalen Enzymen und sekretorischen Proteinen eine Vielzahl post-

4Renin ist ein aus 340 Aminosiuren bestehendes Polypeptid mit einem Molekiilgewicht von
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translationaler Modifikationen (Faust et al., [1987; (Chao et al., [1990; Bader and
Gantenl, 2000)). Die Glykosylierung von Renin ist notwendig fiir die Verpackung des
Renins in dichte sekretorische Vesikel (dense core vesicles). Dariiber hinaus spielt
die Glykosylierung eine wichtige Rolle bei der durch Mannose-6-Phosphat-Rezepto-
ren vermittelten Aufnahme von Renin oder Prorenin in andere Gewebe. Im sauren
Milieu der sekretorischen Granula erfolgt unter Abspaltung eines aus 43 Amino-
sduren bestehenden N-terminalen Propeptids durch Proteasen die Aktivierung von
Prorenin zu Renin. Nur etwa 25 % des synthetisierten Renins werden iiber Granula
der regulierten Sekretion zugefiihrt, 75 % hingegen konstitutiv als Prorenin sezer-
niert. Ein wichtiger Schritt fiir die Initiierung der Exozytose in juxtaglomeruléaren
Zellen scheint das Anschwellen der Renin-Speichergranula zu sein. Die Freisetzung
des Renins aus den sekretorischen Vesikeln vollzieht sich in drei Schritten: Zunah-
me des Vesikelvolumens, Abnahme der Kontraktion des Aktin-Myosin-Komplexes’|
und Anlagerung der Vesikel an und Fusion mit der Zellmembran (Kurtz and Wag-
ner, |1999; Schweda et al., [2007; Skgtt], [1986; Taugner et al., [1984). Die Sekretion
erfolgt gequantelt nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip (Peti-Peterdi et al., [2004;
Kurtz and Wagner| (1999).

1.6 Regulation der Reninsynthese und -sekretion

Renin stellt den limitierenden Faktor in der Synthese von Angiotensin II dar. Ver-
schiedene Faktoren auf systemischer und zelluldrer Ebene regulieren die Reninsyn-

these und -sekretion in juxtaglomeruldren Zellen (Bader and Ganten| 2000).

1.6.1 Physiologische Regulation

1.6.1.1 Blutdruck

Der starkste Stimulus fiir die Sekretion von Renin besteht in der Abnahme des
renalen Perfusionsdrucks. Eine Erhohung des Blutdrucks, nicht des Blutflusses, be-

wirkt eine Reduktion der Freisetzung von Renin aus den juxtaglomerulédren Zellen,

Eine Zunahme der Kontraktion des Aktin-Myosin-Netzwerks hemmt die Freisetzung von Renin

(Kurtz and Wagner} {1999).
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vermittelt durch eine steigende intrazelluldre Calzium-Konzentration (Bader and
Ganten, [2000)).

Die Nieren weisen physiologischerweise einen Mechanismus auf, der auf kleine Blut-
druckabfille mit einer Erh6hung der Renin-Sekretion reagiert. Dieser Vorgang wird
iiber einen drucksensiblen renalen Barorezeptor vermittelt, der sich auf Nephron-
ebene im Geféflsystem der Niere selbst befindet und der Aufrechterhaltung des
Blutdrucks dient (Skinner et al., [1964; [Bock et al., |1992; |Hackenthal et al., [1990).
Eine mechanische Dehnung der reninproduzierenden Zellen fiihrt zu einer Reduk-
tion der Reninfreisetzung sowie zu einer verminderten Konzentration an Renin-
mRNA als Antwort auf einen erhohten Perfusionsdruck (Carey et al., [1997; Bader
and Ganten, 2000). Dieser Effekt wird auf zelluldrer Ebene iiber einen Second-
Messenger-Signalweg vermittelt: Der Dehnungsreiz und die damit verbundene De-
polarisation der Zellmembran (Fray, 1976|) filhren zu einem Einstrom von Calzi-
um in die Zelle. Die nachfolgende Aktivierung der Phospholipase C begiinstigt
die hydrolytische Spaltung von Inositolbisphosphat (PIP,) und einen dadurch be-
dingten zytosolischen Anstieg von Inositoltriphosphat (IP;). Letzteres fithrt nach
Bindung an Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums zur Entleerung intra-
zelluldrer Calzium-Speicher (Ryan et al., 2000). Der daraus resultierende Anstieg
der zytoplasmatischen Calzium-Konzentration stellt ein inhibitorisches Signal fiir
die Reninfreisetzung aus juxtaglomeruldren Zellen dar. Dieser Sachverhalt wird ge-
meinhin als ,Calzium-Paradoxon® bezeichnet (Scholz et al., |1994)). Zugleich fiihrt
die Zunahme der intrazellularen Calzium-Konzentration zu einer Kontraktion der
glatten Muskelzellen des juxtaglomeruldaren Apparates. Auf diese Weise bewirkt
ein hoher systemischer Blutdruck eine Vasokonstriktion des Vas afferens. Die vaso-
konstriktorische Antwort der glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole ist nicht
auf die juxtaglomeruldren Zellen beschrankt. Darum ist dies ein moéglicher Mecha-
nismus fiir die Rekrutierung von glatten Muskelzellen zur Synthese von Renin bei

niedrigem renalem Perfusionsdruck (Bader and Ganten, 2000).

19



1.6.1.2 Macula Densa und Salzhaushalt

Die Macula densa scheint von groffer Relevanz bei Blutdriicken unterhalb des au-
toregulatorischen Bereichs zu sein, wiahrend im autoregulatorischen Bereich selbst
die Funktion der Vasorezeptoren vorherrschend ist (Davis and Freeman, (1976)). Zwi-
schen der Macula densa und den granulierten Zellen besteht eine enge anatomische
Beziehung (Vander, 1967): Im distalen Tubulus registriert die Macula densa den
luminalen Natrium-Chlorid-Gehalt und fungiert auf diese Weise als Mediator zwi-
schen dem distalen Tubulus und den juxtaglomeruldren Zellen, indem sie den To-
nus und damit den Widerstand der afferenten Arteriole sowie die Reninfreisetzung
kontrolliert. Uber einen tubuloglomeruliren Riickkopplungsmechanismus, der eine
inverse Beziehung zwischen der detektierten NaCl-Konzentration und der glomeru-
laren Filtrationsrate darstellt, wird {iber eine Vasodilatation der Arteriola afferens
und eine Stimulation der Reninfreisetzung Finfluss auf die renale Salzausscheidung
genommen und damit der Salzhaushalt des Korpers stabilisiert (Schnermann, |1998;
Bader and Ganten,, 2000)).

Die orale Salzzufuhr stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus der Aktivitét
des RAAS dar (Castrop et al., 2010). Untersuchungen von Holmer et al. (1993
belegen eine negative Korrelation zwischen der dietétisch aufgenommenen NaCl-
Menge und der Reninsekretion sowie der mRNA-Konzentration (Holmer et al.|
1993), insbesondere wirkt ein Abfall der lokalen NaCl-Konzentration an der Ma-
cula densa stimulatorisch auf die Reninproduktion (Skett and Briggs, [1987; |Davis
and Freeman, [1976)).

1.6.1.3 Das sympathische Nervensystem

Wenngleich die beiden oben erwdhnten Mechanismen vorrangig in der Regulati-
on der Reninsekretion sind, spielt auch die nervale Versorgung der Niere bei der
Regulation der Reninsekretion eine Rolle: Taquini et al. (1964) beschrieben eine
Verringerung des Reningehalts an denervierten Rattennieren, und wie Untersuchun-
gen von Tobian et al.| (1965) belegen, ging eine deutliche Reduktion der Anzahl der
Granula der juxtaglomeruldren Zellen damit einher. Eine direkte elektrische Stimu-

lation renaler Nervenendigungen hingegen fiihrte zu einem Anstieg der Reninfrei-
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setzung (Vander, [1967).

Das sympathische Nervensystem fiihrt {iber verschiedene Effekte zu einer differen-
zierten Regulation der Nierenfunktion, indem es Einfluss auf Blutgeféfe, Nierentu-
buli und juxtaglomerulare Zellen nimmt. Dies ermoglicht eine optimale Flexibilitat
in der Koordination der physiologischen Antwort auf eine Vielzahl homd&ostatischer
Anforderungen (DiBonay, 2000).

Sympathische Nervenendigungen wurden in direkter Nachbarschaft zu den juxta-
glomeruldren Zellen entdeckt (Bader and Ganten, 2000; Law and Summers, |1987)),
die Sympathikusaktivitdt wird tiber [;-Rezeptoren der juxtaglomeruldren Zellen
vermittelt. Entsprechend fiihrt eine renale Denervation zu einer Verminderung der
Reninproduktion und -sekretion (Zhang et al., [1992; Churchill et al.| [1983; Wag+
ner and Kurtz, [1998). Die Stimulation der [-Adrenozeptoren durch systemische
oder lokal sezernierte Katecholamine bewirkt die Aktivierung einer Adenylylzykla-
se. Hierdurch steigt die intrazellulire cAMP-Konzentration an und fithrt in der
Folge zu einer Forderung von Reninsynthese und -sekretion. Dieser Signalweg ist
einer der am besten dokumentierten Mechanismen in der Regulation der Reninsyn-
these (Bader and Ganten| 2000). Wie Osborn et al.| (1981]) und Holmer et al.| (1997)
aufzeigen, stellt die neuronale Aktivierung von [;-Adrenozeptoren einen starken
Stimulus fiir die Expression und die Freisetzung von Renin dar. Allerdings ist der
Einflussbereich beschrankt auf die Umgebung der juxtaglomeruldren Zellen. Eine
Wirkung auf glatte Muskelzellen oder andere Teile der afferenten Arteriole wird
nicht erzielt (Bader and Ganten, 2000; |Kurtz and Wagner, |1999).

Das sympathische Nervensystem stellt somit eine Art tonischer Stimulator fiir die
Reninsekretion und die mRNA-Expression dar. Im Normalfall wird dieser Effekt
allerdings durch die inhibitorische Wirkung des renalen Perfusionsdrucks auf das
Reninsystem maskiert. Damit ist die Aktivitdt renaler Nerven zwar eine wichtige
Determinante der Reninstimulation, deren Bedeutung aber insbesondere bei re-
duziertem arteriellen Blutdruck in der Niere zum Tragen kommt (Wagner et al.,

1999).
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1.6.1.4 Angiotensin 11

Angiotensin II nimmt tiber seine bereits erwdhnten physiologischen Effekte Ein-
fluss auf Blutdruck und Salzhaushalt und damit auch indirekt auf die Reninsekre-
tion. Steigende Plasmakonzentrationen von Angiotensin II verringern iiber einen
negativen Feedback-Mechanismus die weitere Reninfreisetzung (Davis and Free-
man, [1976). Untersuchungen von Vandongen et al. (1974) gaben Hinweise auf eine
Suppression der Reninfreisetzung durch die Gabe von Angiotensin II. Die direkte
intravendse Infusion von Angiotensin II bewirkte bei Versuchen mit Ratten eine
Suppression der Plasma-Renin-Konzentration und fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg des arteriellen Mitteldrucks (Schunkert et al., |1992)). Weitere Forschungs-
ergebnisse zeigen eine Steigerung der Reninexpressionsrate nach pharmakologischer
Behandlung von Ratten mit AT,-Rezeptor-Blockern (Candesartan) oder der Ver-
abreichung von ACE-Hemmern (Captopril) an menschlichen Probanden (Hocherl
et al., 2001} |Oates et al.l [1974; Kono et al.,|1981). Der entscheidende Mechanismus
fiir die Kontrolle des Blutdrucks durch das RAAS besteht dabei in der Regulation
der Natrium-Exkretion durch die Niere (Crowley et al., 2005).

Wie die Untersuchungsergebnisse von (Oliverio et al. (1998) nahelegen, stellt der
ATa-Rezeptor keine Notwendigkeit fiir Entwicklung einer normalen Niere dar. Al-
lerdings ist das Fehlen dieses Rezeptors mit einem signifikant niedrigeren Blutdruck
sowie einer Hypertrophie des juxtaglomeruldren Apparates assoziiert. Es zeigte sich
eine deutliche Zunahme von Renin-produzierenden Zellen entlang des proximalen
Vas afferens sowie der Interlobararterien im Sinne einer Rekrutierung reninbilden-

der Zellen (Oliverio et al., [1998).

1.6.2 Humorale Regulation

Neben diesen klassischen Faktoren der Reninregulation nehmen auch eine Reihe
humoraler und lokal sezernierter Faktoren Einfluss auf die Synthese und Sekre-
tion von Renin. Die Stimulation der Expression des Reningens und die Renin-
sekretion erfolgen unter anderem durch Adrenomedullin, Arachidonséure, Brady-
kinin, Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), Dopamin, Histamin, NO, Pros-
taglandin PGE,, Prostazyklin (PGIy), aukerdem durch Thyroxin, Triiodthyronin
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der intrazelluliren Signalwege. Abbil-
dung nach (Castrop et al.l (]201()[).

und vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP). Eine hemmende Wirkung auf das
Reninsystem hingegen besitzen Adenosin, das antidiuretische Hormon (ADH, Va-
sopressin), das atriale natriuretische Peptid (ANP), Cyclooxygenase-Inhibitoren,
Endothelin, Interleukin-1 und -6, der Platelet-Activating Factor (PAF) sowie Tu-
mornekrosefaktoren (TGF-«, TGF-$). Dariiber hinaus interagiert das Kallikrein-
Kinin-System sowohl in funktioneller als auch in biochemischer Hinsicht mit dem
RAAS. Die Effektor-Peptide beider Systeme, Bradykinin und Angiotensin II, be-
sitzen antagonistische Effekte auf Gefafwiderstand, Blutdruck und Nierenfunktion.
Das Angiotensin Converting Enzyme, das die Bildung von Angiotensin II kataly-
siert, ist identisch mit der Kininase II, welche ihrerseits Bradykinin inaktiviert
(Castrop et al., [2010; Davis and Freeman|, [1976; Kageyama and Brownl, |1990; [Kee{
ton and Campbell, 1980} [Kurtz et al., [1986, [1988; [Kurtz, [1989; [Petrovic et al., 1997}
[Pfeilschifter et al., [1985; [Pietri et al. 2002;|Scholz et al., [1995; Todorov et al.,2002)).

1.6.3 Faktoren der zellularen Regulation

Ein Uberblick iiber die intrazelluléren Signalwege findet sich in Abbildung
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1.6.3.1 Der cAMP-Signalweg

Es besteht eine enge Verbindung zwischen der intrazellularen cAMP-Konzentration
und der Reninsekretion (Hackenthal et all) [1990). Die Aktivierung des cAMP-
Signalwegs iiber eine Stimulation der Adenylylzyklase durch einen G-Protein-ge-
koppelten Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Reninsynthese
und -freisetzung ((Chen et al., 2007; [Neubauer et al., 2009): Die Bindung von Ligan-
den an eine Gg-gekoppelte Untereinheit des [3;-Adrenozeptors fiithrt zu einer Akti-
vierung der Adenylylzyklase und in der Folge zu einem Anstieg der intrazelluldren
cAMP-Konzentration (Hackenthal et al., [1990; Lalli et al., [1994). cAMP bewirkt in
den juxtaglomeruldren Zellen eine starke und schnelle Aktivierung der Transkrip-
tion des Reningens und der Reninsekretion (Della Bruna et all [1993). Die DNA
enthdlt sogenannte cAMP-responsive Elemente (CRE). Die Aktivierung der Pro-
teinkinase A katalysiert die Phosphorylierung eines CREB (CRE binding protein
= cAMP-responsive element binding protein). Dieser Schritt ist notwendig fiir die
Aktivierung der Transkription (Lalli et al.,[1994): Der Transkriptionsfaktor CREB
bindet an das DNA-Motiv Ren-1c-CRE, welches dabei mit dem Transkriptionsfak-
tor CREB nach Rekrutierung weiterer Transkriptionsfaktoren zur Ausbildung von
DNA-Protein-Komplexen fithrt (Pan et al., 2001)). Auf diese Weise aktiviert cAMP
iiber die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB die Transkription des
Reningens in juxtaglomeruldren Zellen (Klar et al., |2002)). Endotheline sind in der
Lage, die cAMP-stimulierte Expression des Renin-Gens via ETg-Rezeptoren zu
inhibieren (Ritthaler et al., 1995).

Die Zunahme der intrazellularen cAMP-Konzentration stellt deshalb ein wichtiges
stimulatorisches Signal fiir die Freisetzung von Renin dar. Auf diese Weise bewirken
auch Inhibitoren der cAMP-Phosphodiesterase eine Stimulation der Reninsekretion

(Hackenthal et al., (1990).

1.6.3.2 Der cGMP-Signalweg

Zyklisches Guanosin-Monophosphat (¢cGMP) kann stimulatorische, inhibitorische
oder biphasische Effekte auf die Reninsekretion haben (Schricker and Kurtz, [1993;
Noble et al., [1994; He et al., [1995; (Greenberg et al., [1995; (Gambaryan et al., [1996)).
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Die stimulatorischen und inhibitorischen Signalwege von ¢GMP sind wahrschein-
lich rdumlich voneinander getrennt (Castrop et al., 2010).

Einerseits ist cGMP in der Lage, die Reninsekretion zu stimulieren: Die Hydroly-
se von cAMP durch die in der renalen Arteriola afferens relativ stark exprimierte
cAMP-Phosphodiesterase 3 (PDE-3) wird durch ¢cGMP inhibiert (Beavo et al.,
1995} |Sandner et all |1999)). Der daraus resultierende cAMP-Anstieg fungiert als
endogener Stimulus auf die Reninsekretion (Beierwaltes, [2006; |[Friis et al., 2002).
Auf diese Weise erhoht cGMP die intrazellulire Konzentration von cAMP in den
juxtaglomeruléren Zellen. Die damit einhergehende gesteigerte Adenylatzyklaseak-
tivitat stimuliert die Reninfreisetzung.

Andererseits sind cGMP-basierte regulatorische Systeme entscheidend, um dem
RAAS entgegenzuwirken (Gambaryan et al.,|1996]). Die Reninfreisetzung korreliert
invers mit der intrazelluldren Konzentration an cGMP. Auf diese Weise vermittelt
c¢GMP einen inhibitorischen Effekt auf die Reninsekretion, lasst die intrazelluldre
Calzium-Konzentration dabei aber unbeeinflusst (Kurtz, |1989). Eine zentrale Rol-
le spielt hierbei Typ II der cGMP-abhéingigen Proteinkinase (cGKII). Die ¢GKII
findet sich unter anderem in den juxtaglomerulédren Zellen der Niere, lokalisiert in
den Reninspeichergranula und an der Zellmembran. Der Angiotensin-II-Rezeptor-
Blocker Losartan, ein indirekter Aktivator der Reninexpression, erhéht die Konzen-
tration an Renin und ¢GKII in juxtaglomeruldren Zellen. Dies legt eine Beteiligung
von ¢GKII an der Freisetzung von Renin nahe (Gambaryan et al.,[1996)). Hohe Kon-
zentrationen von cGMP vermogen die ¢GKII zu aktivieren, welche prinzipiell die
Stimulation der Reninfreisetzung hemmen kann. Deshalb supprimieren hohe Kon-
zentrationen von cGMP die Reninsekretion (Castrop et al., 2010). Auf diese Weise
wirkt ¢GKII als natiirlicher Antagonist zum cAMP in der Regulation der Renin-
sekretion in juxtaglomeruldren Zellen (Kurtz and Wagner| 1999)).

Zyklisches Guanosin-Monophosphat scheint eine bedeutende Rolle bei der Regu-
lation des Geféfitonus zu spielen. Es vermittelt die vasorelaxierende Wirkung ver-
schiedener pharmakologischer sowie physiologischer Agonisten (NO) der Guanylat-
zyklase. Im Hinblick auf die enge Verbindung zwischen Vasorelaxation und Renin-
freisetzung ist cGMP als moglicher intrazellularer Botenstoff an der Kontrolle der

Reninsekretion beteiligt (Hackenthal et al., [1990)).
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Insofern {ibt cGMP eine zweifache Kontrolle der Reninsekretion aus: Es besitzt eine
inhibitorische Wirkung mittels cGKII und vermittelt eine stimulatorische Wirkung

tiber cAMP (Kurtz and Wagner, (1999)).

1.6.3.3 Intrazellulires Calzium und Proteinkinase C

Es ist allgemein bekannt, dass Calzium die exozytotische Freisetzung von Enzymen,
Hormonen und Neurotransmittern stimuliert. Die Sekretion von Renin allerdings
wird durch intrazelluldres Calzium supprimiert (Hano et al., |1990). Die Renin-
sekretion verhélt sich in dieser Hinsicht gerade gegensétzlich zu typischen Sekre-
tionsmechanismen, welche positiv mit der intrazelluldren Calzium-Konzentration
korrelieren. Diese Eigentiimlichkeit der Reninfreisetzung wird als ,Calzium-Para-
doxon“ bezeichnet (Kurtz, 1989).

Die juxtaglomeruldren Zellen enthalten intrazelluldre Calzium-Speicher, die durch
Rezeptor-vermittelte oder G-Protein-gekoppelte Aktivierung der Phospholipase C
mobilisiert werden koénnen (Kurtz, 1989). Eine intrazelluldre Zunahme der Kon-
zentration an freiem Calzium ist mit einer Inhibition der Reninsekretion assoziiert.
Das dazu benétigte Calzium stromt entweder iiber spannungs- oder rezeptorge-
koppelte Calzium-Kanéle von extrazelluldr ein, oder es erfolgt eine Freisetzung
aus intrazelluldren Calzium-Speichern durch Aktivierung des IP;-Signalweges: Die
Phospholipase C, eine membranstiandige Phosphodiesterase, vermittelt die Hydo-
lyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inositol-1,4,5-triphosphat
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 vermittelt die Freisetzung von Calzium aus
intrazelluldren Speichern, woraus ein Anstieg der intrazelluldren Calzium-Konzen-
tration resultiert. DAG aktiviert die membranstdndige Phospholipid-abhéngige
Proteinkinase C. Hierdurch wird der sekretorische Stimulus inhibiert. Der trans-
membranére Einstrom von Calzium nach Aktivierung spannungsabhéngiger Calzi-
um-Kanéle vermag die Sekretion zusétzlich zu reduzieren (Kurtz, |1989; Hackenthal
et al..|1990; Churchill, 1985). Fiir den Einfluss von Endothelinen auf die Reninsekre-
tion spielt der IP3-Signalweg eine besondere Rolle.

Bei der Vemittlung der Calzium-Wirkung kommt Calmodulin eine bedeutende Rol-

le zu (Means and Dedman) [1980)). Die intrazellulare Calzium-Konzentration wird
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durch die Aktivierung der Proteinkinase C aufrechterhalten. Calmodulin und Pro-
teinkinase C nehmen auf diese Weise inhibitorischen Einfluss auf die Reninfreiset-
zung (Hano et all 1990)). Die cAMP-vermittelte Wirkung ist dabei unabhéngig
vom Calzium-Calmodulin-System (Antonipillai and Horton| [1985)).

Der supprimierende Effekt von Calzium auf die Renin-Freisetzung wird durch Hem-
mung der Adenylylzyklase-Isoformen AC5 und AC6 in juxtaglomeruldren Zellen
vermittelt: Diese werden durch Calcium inhibiert, weshalb eine verringerte intrazel-
luldre Calzium-Konzentration die Inhibition der Adenylylzyklasen reduziert, wor-
aus die Synthese von cAMP und in der Folge die Freisetzung von Renin resultiert.
Dies liefert eine Erklarung fiir das Calzium-Paradoxon (Grinberger et al., [2006;

Ortiz-Capisano et al., 2007).

1.7 Endotheline

1.7.1 Uberblick

Die Familie der Endotheline besteht aus den drei Isopeptiden ET-1, ET-2 und ET-3
(Vignon-Zellweger et al. |2012)). Die ersten Hinweise auf die Existenz von Endothe-
linen als Endothel-assoziierte Vasokonstriktoren stammen aus friithen Studien von
Hickey et al.|(1985]) an kultivierten Endothelzellen. |Yanagisawa et al.| (1988) gelang
die Isolierung des Peptids. Entsprechend seiner Herkunft aus dem Gefafendothel
bezeichneten sie es als ,Endothelin®. Seit der Entdeckung des Endothelins ET-1
im Jahre 1988 gab es iiber 20000 Publikationen zu diesem Themenkomplex. Es
gilt als erwiesen, dass E'T-1 an praktisch jedem Aspekt der Blutdruckregulation
und des Salz-Haushalts beteiligt ist. Der Fokus des Grofsteils der Studien liegt auf
Endothelin-1 (Kohan et al., 2011), welches die in vivo vorherrschende Isoform dar-

stellt und als para- und autokrines Hormon wirkt (Vignon-Zellweger et al. 2012).

1.7.2 Endothelinsynthese

Alle drei aktiven Endotheline bestehen aus 21 Aminoséuren (siche Abbildung|[L.7).
Das menschliche ET-1-Gen liegt auf Chromosom 6 und besteht aus 6838 bp. Die
ET-1-mRNA kodiert fiir ein biologisch inaktives Preproendothelin-1 (PPET1), das
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beim Menschen aus 212 und bei der Maus aus 202 Aminoséuren besteht (Vignons
Zellweger et al| 2012). Durch Abspaltung eines Signalpeptids entsteht Pro-ET-1,

welches mittels Endopeptidasen in ein aus 38 Aminosaduren bestehendes, biologisch

ebenfalls inaktives Big ET-1 gespalten wird (Denault et al.,[1995). In Endothelzel-

len erfolgt diese Umwandlung durch Furin-Konvertasen. Die physiologisch relevante

Proteolyse von Big ET-1 zu ET-1 wird mittels sogenannter Endothelin-Converting

Enzymes (ECE-1, -2, -3) vollzogen (Xu et al., 1994} [Emoto and Yanagisaway, |1995)).

Verschiedene Isoformen des ECE-1 ermdglichen die Spaltung von Big ET-1 in akti-

ves ET-1 sowohl intra- als auch extrazelluldr (Kohan et al., 2011; D’Orleans-Juste|

, 2003). Die Aminosaduresequenz von ET-1 ist bei Mensch und Maus identisch

(Vignon-Zellweger et all [2012).
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1.7.3 Endothelinrezeptoren

Es gibt zwei Typen von Endothelin-Rezeptoren, ET, und ETg (Arai et al., [1990;
Sakurai et al.| [1990)). Bei Sdugetieren kodieren zwei Gene fiir diese beiden Rezep-
toren: Das Gen fiir den menschlichen ETx-Rezeptor ist auf Chromosom 4 lokali-
siert, das fiir den ETg-Rezeptor auf Chromosom 13. Der ETy-Rezeptor besitzt die
hochste Affinitéat fiir ET-1, der ETg-Rezeptor bindet alle Endotheline mit gleicher
Affinitét (Vignon-Zellweger et al.| [2012]). ET-1 weist beiden Rezeptoren gegeniiber
dieselbe Affinitdt auf (Arai et al., |1990; Sakurai et al., 1990). Obwohl nahezu
jede Korperzelle Endothelin-Rezeptoren exprimiert, ist KT a vornehmlich auf glat-
ten Gefalmuskelzellen und Myozyten zu finden, wahrend ETg hauptsachlich auf
Endothelzellen und renalen Tubuluszellen vorkommt. Nach Aktivierung beider Re-
zeptortypen werden die intrazelluldren Signalwege G-Protein-gekoppelt vermittelt
und fiithren zur Stimulation der Phospholipase C. Die nachfolgende Produktion
von Inositoltriphosphat (IP,) und Diacylglycerol (DAG) erhoht die intrazellulére
Calzium-Konzentration iiber die Freisetzung von Calzium aus dem endoplasma-
tischen Retikulum und den Calzium-Einstrom {iber membranstindige Calzium-
Kanéle (Simonson and Dunn| |1990)). Daran schliefst sich nach Aktivierung von
Adenylatzyklasen, Cyclooxygenasen (COX) oder NO-Synthasen (NOS) eine Viel-
zahl von Signalkaskaden an (Kohan et al., 2011)).

ETa und ETg konnen synergistische oder antagonistische Wirkungen vermitteln,
in Abhéngigkeit von Zelltyp, Gewebetyp und physiologischer Situation. Die Bin-
dung von ET-1 an seine Rezeptoren, vor allem an ETj, zieht lang andauernde
biologische Effekte nach sich. Einerseits ist das auf eine nahezu irreversible Bin-
dung des Peptids an den Rezeptor zuriickzufiihren, andererseits bleibt die Bindung
von ET-1 an ET, auch nach Endozytose des Rezeptors erhalten. ETg-Rezeptoren
sind vornehmlich fiir die Beseitigung des zirkulierenden ET-1 verantwortlich, wel-
che hauptsédchlich in der Lunge, der Leber und in den Nieren erfolgt (Johnstrom
et al., 2005). Nach Aktivierung wird der ETg-Rezeptor internalisiert und den Lyso-
somen zugefiihrt (Bremnes et al [2000). Die Plasmakonzentration von Endothelin
ist gering und besitzt physiologischerweise vermutlich keinen systemischen Einfluss

auf die Zellfunktion. Die lokalen Endothelin-Konzentrationen im Gewebe hingegen
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sind um ein Vielfaches hoher und physiologisch relevant. Die meisten polarisierten
Zellen sezernieren Endotheline auf ihrer basolateralen Seite. Auf Epithelzellen sind
auch die Endothelin-Rezeptoren primér auf der basolateralen Seite lokalisiert, wo-
durch eine autokrine und parakrine Regulation ermoglicht wird. Deshalb sollten
Endotheline als autokrine und parakrine Regulatoren der Zellfunktion und nicht
als endokrine Faktoren angesehen werden. Mit diesem Konzept lésst sich die Viel-
zahl hiufig entgegengesetzter Wirkungen der Endotheline erkldaren (Kohan et al.,
2011).

Endothelinrezeptoren kénnen als Homo- und Heterodimere (ETy/ET A, ETA /ETE,
ETg/ETg) vorliegen, worauf die Komplexitiat der ET-1-vermittelten Wirkungen
beruhen kénnte (Evans and Walker, |2008)). Antagonisten der Endothelinrezeptoren
sind Peptide mit hoher Rezeptorselektivitét. Nach |Watts| (2010) existieren fiir bei-
de Rezeptortypen spezifische Antagonisten, etwa der ET 5-Antagonist BQ-123 oder
der ETg-Antagonist BQ-788 (Ishikawa et al., [1994). Bei Bosentan handelt es sich
um einen kombinierten ET, /ETg-Rezeptor-Blocker (Iglarz et al., 2008). Die Re-
zeptor-Selektivitit dieser Substanzen resultiert aus in-vitro-Experimenten, die Be-

statigung ihrer Spezifitdt in vivo ist ausstehend (Kohan et al., 2011]).

1.7.4 Endothelinwirkung auf das Gefialisystem

Im Gefafisystem werden ET s-Rezeptoren auf glatten Geféfsmuskelzellen exprimiert,
ETg-Rezeptoren zusétzlich auf Endothelzellen. Die Anzahl der ETg-Rezeptoren im
Geféfsystem iibersteigt die der ETs-Rezeptoren (Kohan et al., 2011). Allerdings
weist jedes Geféfibett eine unterschiedliche Verteilung der Rezeptoren auf, wodurch
die jeweilige Antwort auf ET-1 moduliert wird (Calo et al., [1996)).

Das von den Endothelzellen produzierte ET-1 wird grofitenteils basolateral sezer-
niert und bindet auf parakrinem Wege sowohl an ET s- als auch an ETg-Rezeptoren
der glatten Muskelzellen (Wagner et al.| [1992)). Die Bindung von ET-1 an den ET -
Rezeptor zieht eine Vasokonstriktion nach sich (Curtis and Scholfield, 2001} |Per+
now and Modin, 1993). Die Bindung an ETg-Rezeptoren hingegen bewirkt einen
vasorelaxierenden Effekt: ET-1 aktiviert ETg-Rezeptoren auf Endothelzellen, wor-

aus eine Stimulation der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und die konsekutive

30



VASCULAR WALL

Big ET-1-> —ET-1 Endothelium

W

Big ET-1 P
e TN \pGE No

CONTRACTION

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der ET-1-Expression und der ET-1-ver-
mittelten Wirkung auf die Gefafswand. Abbildung nach Kohan et al.
(2011)).

Freisetzung von NO resultiert. NO vermittelt iiber die Reduktion der intrazel-
luldren Calzium-Konzentration eine Vasodilatation (Kohan et al., 2011; Vignon{
Zellweger et al., 2012)). Eine selektive Blockade von ETs-Rezeptoren verstéarkt die
NO-vermittelte Vasodilatation (Verhaar et al., 1998} Prié et al., [1998; Barton et al.,
1998), wohingegen eine Blockade von ETg-Rezeptoren zu einer Vasokonstriktion
fithrt (Verhaar et all|1998). Genetisch bedingter Mangel an ET-1 fithrte bei Mau-
sen zu einem geringgradig hoheren Blutdruck (Kurihara et al., [1994).

Im renalen Gefafkbett ruft ET-1 eine vergleichsweise starke Vasokonstriktion her-
vor. Die physiologisch bedeutendere Rolle von ET-1 besteht aber in der ETg-
vermittelten Vasodilatation. ET-1-induzierte Vasokonstriktion dauert auch nach
Entfernung des Liganden an (Clozel and Clozel, [1989)), wiahrend der vasodilatato-
rische Einfluss voriibergehend ist. Ein Hauptmechanismus fiir die endothelinver-
mittelte renale Vasokonstriktion ist die Verdnderung der Ca®"-Konzentration in
glatten Muskelzellen, iiber welche der préa- und postglomeruldre Geféfwiderstand

reguliert wird (Kohan et al., 2011).
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1.7.5 Endothelinwirkung auf die Niere

1.7.5.1 Uberblick

Erste Studien nach Entdeckung von ET-1 zeigten, dass das Endothelinsystem von
besonderer Bedeutung fiir die Niere ist. Das innere Mark der Niere besitzt die mit
Abstand grofte Konzentration an ET-1 im Korper (Kitamura et all 1989). Jeder
Zelltyp der Niere weist Endothelin-Rezeptoren auf, nahezu jede Zelle der Niere
synthetisiert ET-1. Die Niere besitzt Endothelin-Rezeptoren insbesondere in den
Gefafsen und im Mark. Darum ist es wenig {iberraschend, dass das Endothelin-
System in der Lage ist, die Nierenfunktion und zahlreiche funktionelle Parameter
der Niere zu regulieren. Es ist erwiesen, dass das Endothelinsystem den Blutfluss,
die glomerulare Filtrationsrate, die Salz- und Wasserausscheidung, den Sdure-Base-
Haushalt, den Medikamenten-Transport, die Zellproliferation, die Akkumulation
extrazellularer Matrix, Entzlindungsvorgiange und andere Funktionen moduliert
(Kohan et al., 2011).

In ausreichender Dosis exogen verabreichtes ET-1 bewirkt eine Reduktion von
renalem Blutfluss und glomerulédrer Filtrationsrate. Die systemische Gabe von ET-
1 fiihrt zu einer gesteigerten Wasserausscheidung mit dem Urin. Verdnderungen
der renalen Endothelin-Konzentration oder der ET-1-Ausscheidung mit dem Urin
konnen als Antwort auf Verdnderungen im Volumen-Haushalt gemessen werden.
Nach gesteigerter Natrium-Aufnahme zeigte ein Grofsteil der durchgefithrten Stu-
dien eine verstirkte ET-1-Ausscheidung mit dem Urin. Dies lasst darauf schlieffen,
dass eine Volumenzunahme mit einer gesteigerten renalen ET-1-Produktion asso-
zilert ist. Auf diese Weise scheint ET-1 einen natriuretischen Effekt zu besitzen

(Kohan et al., 2011).

1.7.5.2 Renales Gefafssystem

Wendel et al.| (2006]) untersuchten die Lokalisation der Endothelin-Rezeptoren im
Gefafs- und Tubulussystem von Rattennieren: Im Gefafisystem werden ET - und
ETg-Rezeptoren in der Media der Interlobulararterien sowie der afferenten und

efferenten Arteriolen exprimiert. Auf glatten Muskelzellen der Aa. interlobares et
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Verteilung der Endothelin-Rezepto-
ren im Glomerulus, im renalen Gefafsssytem und im Tubulussystem.

Abbildung nach |Kohan et al.l q2011|).

arcuatae sind nur ETs-Rezeptoren nachzuweisen. Wenngleich der Nachweis von
ETg-Rezeptoren auf Endothelzellen renaler Arterien nur spérlich gelingt, kénnen
ETg-Rezeptoren vor allem peritubular, auf glomeruldren Kapillaren sowie in den
Vasa recta nachgewiesen werden. Daneben sind ETg-Rezeptoren auf Epithelzellen
des proximalen Tubulus und im Sammelrohr des inneren Marks lokalisiert. ET -
Rezeptoren konnen auf Mesangialzellen und Perizyten, im distalen Tubulus sowie
im kortikalen Sammelrohr nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen
die Theorie, dass beide Rezeptortypen im renalen Kortex eine Vasokonstriktion
vermitteln, obgleich sie im Nierenmark partiell antagonistische Effekte aufweisen

(Wendel et al., [2006). Die renale Lokalisation der beiden Rezeptor-Subtypen ist

in Abbildung [I.9] dargestellt. Die Expression der Endothelin-Rezeptoren wird von

physiologischen Veranderungen beeinflusst. So wiesen etwa Schneider et al.| (2007))

nach, dass chronische Salzzufuhr zu einer verstéarkten ETg-Expression fithrt, wohin-

gegen die ET s-Expression unverandert bleibt. Im renalen Geféafssystem produzieren
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Endothelzellen der Aa. interlobulares und der Aa. arcuatae Endotheline. Die Frei-
setzung von ET-1 erfolgt im Allgemeinen rasch nach der Bildung von Prepro-ET-1
und Spaltung durch ECE-1, weshalb die sekretorischen Zellen keine Speicherorte
fiir aktives ET-1 besitzen. Entzlindungen, oxidativer Stress und Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Systems begiinstigen die renale ET-1-Produktion (Kohan et al.|,
2011).

Die Beziehung zwischen Endothelin und der hamodynamischen Regulation der
Niere ist komplex. Die Freisetzung von Endothelinen vermag eine kraftige und
andauernde Vasokonstriktion nach sich zu ziehen und dient auf diese Weise der
Regulation des glomeruldren Filtrationsdrucks. ET-1 verringert die Filtratrionsra-
te (Vuurmans et al., |2004) und vermittelt, hauptséchlich iiber ETs-Rezeptoren,
eine Reduktion des renalen Blutflusses (Evans et al. 2001). ETg-Rezeptoren auf
Endothelzellen wirken diesem Effekt entgegen und vermitteln tiber die Aktivierung
der eNOS und der Freisetzung von Prostaglandinen eine Vasodilatation (Matsuura
et al.,[1997). Untersuchungen von Denton et al. (2004) zeigen, dass ET-1 zwar den
Durchmesser der juxtaglomeruldren Arteriole reduziert, dies aber keine Redukti-
on des medulldren Blutflusses nach sich zieht. Aktuell besteht Einigkeit dariiber,
dass ETx- und ETg-Rezeptoren auf kortikale afferente Arteriolen eine vasokon-
striktorische Wirkung besitzen, ETg-Rezeptoren auf efferente Arteriolen eine eher
vasodilatatorische (Vignon-Zellweger et al., [2012).

Studien von Pollock and Opgenorth (1993, (1994) weisen darauf hin, dass die
Vasokonstriktion der afferenten Arteriole die Aktivierung von ETs- und ETg-
Rezeptoren widerspiegelt. Eine ET s-Blockade schwécht diesen Effekt ab, eine Blo-
ckade beider Rezeptor-Subtypen verhindert ihn komplett. Auch an der Vasokon-
striktion der efferenten Arteriole sind beide Rezeptortypen beteiligt, ihr Zusam-
menspiel aber ist komplizierter. So bewirkt etwa die ETs-Blockade bei geringer
ET-1-Konzentration unter 100 pM eine moderate Vasodilatation, wohingegen ET-
1-Konzentrationen iiber 1nM eine Vasokonstriktion hervorrufen. Die Ergebnisse
legen nahe, dass der vasodilatatorische ETg-Rezeptor auf dem Gefafsendothel eine
dominantere Rolle fiir die efferente Arteriole spielt und die ETg-abhéngige Va-
sokonstriktion erst bei hoherer Konzentration der Agonisten hervorgerufen wird.

Damit scheint der ETg-Rezeptor einen vasodilatatorischen Einfluss auf die effe-
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rente Arteriole auszuiiben, aber als Vasokonstriktor auf die afferente Arteriole zu
fungieren. Eine Hochsalz-Diat schwécht iiber eine Zunahme der préiglomeruléren
ETg-Rezeptoren eine afferente Vasokonstriktion ab (Kohan et al., 2011). Eine ET s~
Blockade kann den ET-1-vermittelten Abfall von renalem Blutfluss und glomeru-
larer Filtrationsrate komplett unterbinden (Pollock and Opgenorth, 1993| 1994)).

Auf systemische oder intrarenale Infusion von Endothelin reagieren die Nieren ein-
heitlich mit Vasokonstriktion. Untersuchungen von [Saito et al.| (1994) belegen eine
stiarkere préglomeruldre (Vas afferens) Vasokonstriktion als eine postglomeruldre
(Vas efferens). Badr et al.| (1989) wiesen nach, dass ET-1 den renalen Blutfluss
an Rattennieren reduzierte und den Widerstand der afferenten bzw. efferenten
Arteriole um 65 % bzw. 82 % ansteigen lieft (Badr et al., [1989). Die Infusion des
kombinierten ET 4 /ETg-Antagonisten Bosentan fiihrt zu einer geringen Reduktion
des Blutdrucks, einhergehend mit einer starken Abnahme des glomeruldren Kapil-
lardrucks (Qiu et all [1995)). Eine selektive ETs-Blockade zeigte unter gleichen
Bedingungen keinen Einfluss auf den arteriellen Blutdruck oder die glomeruldre
Hamodynamik. Dies suggeriert, dass endogenes ET-1 einen ETg-vermittelten va-
sodilatatorischen Einfluss auf die renale Mikrozirkulation nimmt (Kohan et al.,
2011). Die intrarenale Infusion von ET-1 reduziert {iber eine Aktivierung von ET s-
Rezeptoren die glomerulédre Filtrationsrate und den renalen Blutfluss und erhéht
zugleich den Widerstand an afferenter und efferenter Arteriole. Die renale Vaso-
konstriktion scheint dabei eine Kombination aus der direkten ET-1-Wirkung und
indirekten Effekten {iber andere vasoaktive Mediatoren wie etwa Angiotensin II

widerzuspiegeln (Heller et al.l [1996; Kohan et al., [2011)).

1.7.5.3 Glomerulus, Mesangiumzellen und Podozyten

Endothelin hat verschiedene Auswirkungen auf die glomerulédren Zellen. Im Mesan-
gium bewirkt ET-1 eine Kontraktion, Proliferation und Akkumulation von extra-
zelluldrer Matrix (Vignon-Zellweger et al., [2012)). Das Endothelin-System vermag
die glomeruldre Filtrationsrate durch Modifikation der glomeruldren Zellfunktion
zu beeinflussen (Kohan et all [2011)), bei Bluthochdruck wurde eine Steigerung
der mesangialen ET-1-Produktion beobachtet (Ikeda et al., [1995). Moglicherweise
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fithrt die ET-1-vermittelte mesangiale Kontraktion zu einer reduzierten glomeru-
laren Filtrationsrate, welche zu einer verminderten renalen Natrium-Ausscheidung
beitragen konnte (Kohan et al., 2011).

Glomerulare Podozyten exprimieren sowohl ETA- als auch ETg-Rezeptoren und
sind in der Lage, Endotheline zu synthetisieren. Endotheline bewirken unter ande-
rem eine Destabilisierung der Aktinfilamente von Podozyten und nehmen Einfluss
auf die Zytoskelett-Remodellierung (Kohan et al., 2011; Vignon-Zellweger et al.,
2012).

1.7.5.4 Tubulussystem

Wenngleich in geringerer Menge als weiter distal gelegene Abschnitte des Tubulus-
systems, synthetisiert auch der proximale Tubulus ET-1 und exprimiert Endothelin-
Rezeptoren — wahrscheinlich beide Rezeptortypen, ET und ETg. Die Aktivierung
von ETg-Rezeptoren am proximalen Tubulus vermag den Natrium-Transport so-
wohl zu stimulieren als auch zu inhibieren (Kohan et al., 2011). Eine Aktivierung
der ETg-Rezeptoren im proximalen Tubulus zieht eine Hemmung der Na® /K-
ATPase-Aktivitat nach sich (Liu et al. 2009).

Der diinne Schenkel der Henle-Schleife scheint an der endothelinvermittelten Re-
gulation des extrazelluldren Wasserhaushalts nicht beteiligt zu sein (Kohan et al.|
2011). Der dicke aufsteigende Schenkel der Henle-Schleife synthetisiert Endotheline
in grofseren Mengen als der proximale Tubulus, allerdings weniger als das Sammel-
rohr. Zugleich werden Endothelin-Rezeptoren exprimiert, primar E'Tg-Rezeptoren.
Die Endothelin-Produktion im medulldren dicken aufsteigenden Schenkel stellt eine
natriuretische Antwort auf eine hohe Salzzufuhr dar: Eine hohe Salzzufuhr steigert
die medulldre Tonizitdt, und mit einem Anstieg der Osmolalitéit geht eine Steige-
rung der ET-1-Expression einher. Das freigesetzte ET-1 bindet auf autokrinem We-
ge an ETg-Rezeptoren und stimuliert die Bildung von NO, wodurch die Aktivitét
des Na™ /K" /2C1™-Kotransporters (NKCC2) und damit die NaCl-Riickresorption
im dicken aufsteigenden Schenkel gehemmt wird (Herrera et all 2009; Plato et al.|
2000). Die ET-1-vermittelte Hemmung des Chlorid-Transports kann durch Gabe

eines E'Tg-Rezeptor-Blockers verhindert werden, wohingegen die Verabreichung ei-
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nes ETg-Agonisten diesen Effekt verstérkt (Kohan et all 2011)).

1.7.5.5 Sammelrohr

Das Sammelrohr (collecting duct, CD) ist der vorherrschende Ort der Endothe-
lin-Produktion | wobei der grékte Teil der Peptide im Sammelrohr des inneren
Marks (IMCD) synthetisiert wird. Das Sammelrohr ist der Hauptort der Rezeptor-
Expression und zeigt die hochste Dichte an ETg-Rezeptoren in der Niere. Es wer-
den im Sammelrohr nur vergleichsweise wenige ETs-Rezeptoren exprimiert, das
Vorkommen des ETg-Rezeptors iiberwiegt; die hochste Konzentration der Rezep-
tor-Expression findet sich im IMCD (Kohan et al., |2011; |Vignon-Zellweger et al.,
2012).

Studien legen ET-1-vermittelte natriuretische und antihypertensive Effekte im
Sammelrohr nahe, die auf autokriner Aktivierung von ETg-Rezeptoren, aber auch
auf der Aktivierung von ET-Rezeptoren und parakriner Regulation benachbar-
ter Zellen beruhen (Kohan et al., 2011). Wie auch der Rest des Nephrons besteht
das Sammelrohr aus polarisiertem Epithel. ET-1 wird im IMCD vornehmlich an
der basolateralen Seite freigesetzt und ist ein wichtiger Modulator des Salz- und
Wassertransports im Sammelrohr: Das freigesetzte Endothelin bindet vor allem an
basolateral lokalisierte Rezeptoren (Kohan and Padillal, |1992)) und iibt auf diese
Weise einen autokrinen Effekt auf die Tubuluszellen des Sammelrohrs aus. Daraus
resultiert eine Hemmung der Natrium-Riickresorption, indem ET-1 die Offenwahr-
scheinlichkeit des epithelialen Natrium-Kanals (ENaC) reduziert. Zudem vermag
ET-1 die Na"/K"-ATPase im IMCD zu hemmen. Eine Zunahme des extrazel-
luldren Wasserhaushalts fiihrt zu einer gesteigerten Endothelin-Produktion. Da-
mit stellt das Endothelinsystem des Sammelrohrs einen wichtigen physiologischen
Inhibitor der Natrium-Reabsorption dar und iibt auf diese Weise einen starken
antihypertensiven Effekt aus. Ein Abfall der Endothelin-Produktion im Sammel-
rohr konnte zur Retention von Natrium und einem erhohten Blutdruck beitragen
(Kohan et al., 2011} Vignon-Zellweger et all 2012).

ETa-Rezeptoren werden im Sammelrohr nur in vergleichsweise geringer Zahl ex-

5Das Sammelrohr produziert mehr Endothelin als jeder andere Zelltyp der Niere und mdglicher-

weise sogar des gesamten Korpers (Kohan et al., [2011)).
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primiert, hemmen aber ebenfalls die Natrium-Riickresorption. Damit reduzieren
sowohl ETg- als auch ETs-Rezeptoren die Natrium-Riickresorption (Vignon-Zell{
weger et al. [2012). Méglicherweise reduzieren Vasopressin und Angiotensin 11, wel-
che die Natrium-Resorption im Nephron stimulieren, die Expression der Endothe-
lin-Rezeptoren im IMCD, um den gegensétzlichen natriuretischen Effekt des Endo-
thelinsystems zu limitieren (Kohan et al.,|[2011} |[Vignon-Zellweger et al.,|[2012)). Der
ET-1-vermittelte Transport von Natrium wird durch eine Vielzahl von Signalwe-
gen reguliert, unter anderem ist NO in die Endothelin-vermittelte Inhibition der
Natrium-Reabsorption im Sammelrohr involviert. Die NO-Produktion im Sammel-
rohr wird durch Endotheline stimuliert (Kohan et al., 2011)).

Endotheline inhibieren dosisabhéngig die Riickresorption von Wasser im Sammel-
rohr. Auf autokrinem Wege reguliert ET-1 die Vasopressin-Wirkung im Sammel-
rohr und fordert die Diurese, indem die durch Vasopressin gesteigerte Permeabi-
litdt fiir Wasser durch ET-1 reduziert wird (Kohan et al., 2011; Ge et al., 2008).
Die diuretischen Effekte von ET-1 im Sammelrohr werden hauptséchlich von ETg-
Rezeptoren vermittelt. Moglicherweise bewirken E'T s-Rezeptoren einen antidiureti-
schen Effekt im Sammelrohr. Vasopressin und Angiotensin II, welche die Natrium-
Resorption im Nephron stimulieren, konnten die Expression der ET-Rezeptoren im
IMCD reduzieren, um den gegensatzlichen natriuretischen Effekt des Endothelin-

Systems zu beschridnken (Kohan et al., [2011; Vignon-Zellweger et al., [2012).

1.7.6 Endothelinwirkung auf humorale Systeme

1.7.6.1 Nebennierenrinde: Aldosteron

In der Nebennierenrinde wird ET-1 gebildet, auferdem werden beide Endothe-
linrezeptorsubtypen exprimiert, insbesondere in der Zona glomerulosa, in welcher
ET-1 die Aldosteronproduktion stimuliert. Wenngleich der Effekt im Vergleich zu
der von Angiotensin II vermittelten Wirkung gering ist, konnte ET-1 die Angio-
tensin-1I-Wirkung auf die Nebenniere verstirken — die Blockade von Endothelin-
Rezeptoren reduziert die Aldosteron-Konzentration im Plasma. ET-1 stimuliert so-
wohl auf autokrinem als auch auf parakrinem Wege Calzium-abhéngig die adrenale

Aldosteron-Produktion, die ETs- und ETg-vermittelte Freisetzung von Aldosteron
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aus Zellen der Zona glomerulosa beruht teilweise auf der PKC. Unklar ist weiter-
hin die Rolle von ET-1 in der physiologischen Aldosteron-Produktion in Bezug auf
Natrium-Haushalt und Blutdruckkontrolle (Kohan et al., [2011]).

1.7.6.2 Renin-Angiotensin-System

In Anbetracht der Bedeutung von Endothelin und Renin fiir die Kontrolle des
Blutdrucks kénnte man eine direkte Interaktion beider Substanzen erwarten. In
der Tat deuten Studien auf einen hemmenden Einfluss von ET-1 auf die Reninfrei-
setzung aus juxtaglomeruldren Zellen infolge einer Erhéhung der intrazelluldren
Calzium-Konzentration hin. Diese inhibitorischen Einfliisse des Endothelins schlie-
fsen auch die Hemmung stimulatorischer Faktoren auf die Renin-Freisetzung, wie
etwa cAMP, ein (Takagi et all |1989; [Ritthaler et al., 1995, 1996). Da es Hinwei-
se auf eine ETg-vermittelte Inhibition der Reninfreisetzung gibt (Ritthaler et al.
1995)), wurde untersucht, ob der modulierende Einfluss von ET-1 auf die Reninfrei-
setzung von anderen endothelialen Faktoren, allen voran NO, abhéngt. So kann
endotheliales ET-1 die Reninfreisetzung zwar abschwéchen, unabhéngig aber von
Prostaglandinen oder NO. Tharaux et al.| (1997) zeigten, dass die Hemmung der
NO-Synthase die Reninfreisetzung Calzium-abhéngig reduziert. Folgeexperimente
mit dem dualen Rezeptorantagonisten Bosentan ergaben, dass NO eine inhibitori-
sche Wirkung auf den Einfluss von ET-1 auf die Reninfreisetzung besitzt (Tharaux
et al., 1997).

Trotz groker Ubereinstimmung, dass ET-1 die Freisetzung von Renin hemmt, ist
die physiologische Bedeutung dieses Vorgangs unklar. Studien belegen, dass en-
dogenes ET-1 die Blutdruck-abhéngige Kontrolle der Reninfreisetzung moduliert.
Moglicherweise fordert endogenes ET-1 die Natrium-Exkretion, indem es die Wir-
kung des renalen Barorezeptors, der fiir die Freisetzung von Renin verantwortlich
ist, abschwécht. Es besteht Uneinigkeit dariiber, welcher Endothelin-Rezeptor in
vivo die grofsere Bedeutung fiir die Kontrolle der Reninfreisetzung besitzt. Da die
Aktivierung des ETg-Rezeptors die NO-Produktion stimuliert und NO die Renin-
freisetzung steigert, ist ungeklart, auf welche Weise der ETg-Rezeptor die Frei-

setzung von Renin inhibiert (Kohan et al., [2011). Untersuchungen von |Berthold
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et al| (1999) weisen eine Assoziation einer selektiven ETs-Rezeptorblockade mit
einer Stimulation des RAAS nach (Berthold et al. 1999). Eine weitere wichtige
Beziehung zwischen ET-1 und dem Renin-Angiotensin-System entstammt einer
grofen Vielzahl von Studien, die nahelegen, dass Angiotensin II die Reninfrei-
setzung stimuliert, die mRNA-Expression in kultivierten Endothelzellen steigert
und die ET-1-Produktion in kultivierten glatten Muskelzellen fordern kann. ET-1
vermittelt vasokonstriktorische Effekte von Angiotensin II, erhoht die Gefafssen-
sitivitat gegeniiber anderen Vasokonstriktoren und vermag die Vasokonstriktion
zu verstéirken. Die selektive ET s~ und die duale Endothelinrezeptor-Blockade kdn-
nen eine durch Angiotensin I hervorgerufene Hypertonie abschwéichen, wobei die
Entwicklung einer Angiotensin-II-bedingten Hypertonie abhéngig von der Natrium-
Aufnahme ist. Darum koénnte eine Interaktion zwischen Angiotensin II und ET-1

in der Einflussnahme auf die renale Natrium-Exkretion bestehen (Kohan et al.

2011)).
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2 Fragestellung und Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss von Endothelin auf die Regulation
des Reninsystems der Niere eingehender untersucht werden. Das Endothelinsys-
tem spielt eine grofte Rolle in der Steuerung zahlreicher physiologischer Vorgéange:
Es steht in engem Zusammenhang zur Nierenfunktion, indem es in den Wasser- und
Salzhaushalt des Korpers eingreift und fiir die Freisetzung unterschiedlicher Hormo-
ne und vasoaktiver Substanzen, wie etwa Angiotensin II oder Renin, von Bedeutung
ist. Neben dem Reninsystem stellt das Endothelinsystem das stérkste Vasopressor-
system des Korpers dar. Es ist erwiesen, dass zwischen beiden Systemen zahlreiche
Interaktionen bestehen (Rossi et al., [1999; Berthold et al., [1999)). Es liegt die Fra-
ge nahe, in welcher Form der potente Vasokonstriktor Endothelin Einfluss auf das
Reninsystem nimmt. So gibt es Hinweise auf eine ETg-vermittelte Inhibition der
Reninsekretion in vitro (Ritthaler et al. |1995). Wie aber stellt sich diese Situation
in vivo dar? Welche Rolle spielt der ET s-Rezeptor? Welchen Einfluss nimmt eine
endothelinvermittelte Vasokonstriktion auf die Steuerung des Reninsystems? Es
springt etwa folgender hypothetischer Zusammenhang ins Auge: Die endothelin-
vermittelte Vasokonstriktion vermag eine Erhchung des Blutdrucks nach sich zu
ziehen. Resultiert daraus eine Reaktion des renalen Barorezeptors im Sinne einer
Verringerung der Reninproduktion? Welche Rolle spielen die Endothelinrezeptoren
in diesem Kontext? Wie Kohan et al.|(2011]) konstatieren, konnten physiologische
Verdnderungen die Expression der Endothelinrezeptoren im renalen Geféfssystem
beeinflussen. Dies eréffnet die Moglichkeit neuer regulatorischer und kompensatori-
scher Einfliisse der Endotheline, deren Bedeutung fiir die Nierenfunktion vor diesem
Hintergrund weiter wachsen kénnte. Welche Veranderungen zieht eine Blockade der
verschiedenen Endothelinrezeptoren nach sich? Welche Ergebnisse fordert der re-

ninzellspezifische Knockout eines Endothelinrezeptors zu Tage? Gerade im Hinblick
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auf das Wechselspiel zwischen Renin und Blutdruckregulation stellt sich die Frage
nach einem Einfluss der Endothelinrezeptoren unter Stimulation des Reninsystems.
Existiert ein solcher? Um den dargelegten komplexen und vielschichtigen Zusam-
menhangen auf den Grund zu gehen, stellt sich zunéchst die fundamentalere Frage:
Wo exakt sind welche Endothelinrezeptorsubtypen in Méusenieren lokalisiert? Auf-
bauend auf der in der Einleitung skizzierten Lokalisation der Endothelinrezeptoren
in Rattennieren erscheint es daher von besonderem Interesse, die Lokalisation der
Endothelinrezeptoren im Geféfs-, Tubulus- und Sammelrohrsystem in der Niere von
Méusen zu prézisieren. Auf Basis dieser Kenntnis stellt sich die Frage, in welcher
Art und Weise eine Blockade der Endothelinrezeptoren auf die Elektrolytkonzen-
trationen im Urin und die Urinosmolalitdt der Mause Einfluss nimmt. Daneben soll
der Einfluss von Endothelinen auf die Reninexpression untersucht werden. Welche
Bedeutung besitzt der ET s-Rezeptor auf zellularer Ebene fiir die Stimulation des
Reninsystems? Dieser Frage soll abschliefsend nachgegangen werden, indem unter
Zuhilfenahme des Cre/loxP-Systems der Einfluss eines reninzellspezifschen ET -

Knockouts untersucht wird.

Zusammenfassend besteht das Ziel der vorliegenden Arbeit in der Beantwortung
der im Folgenden formulierten Fragestellungen: Wie stellt sich die Lokalisation
der Endothelinrezeptoren im Geféaf-, Tubulus- und Sammelrohrsystem von M&au-
senieren dar? Welche Auswirkungen besitzt die pharmakologische Blockade von
Endothelinrezeptoren auf die Elektrolytkonzentration im Urin und die Urinosmo-
lalitédt? Welchen Einfluss nehmen Endotheline auf die Reninexpression? Welche
Bedeutung besitzt der ET s-Rezeptor auf zellularer Ebene fiir die Stimulation des

Reninsystems?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

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

Cy2-Filter: Filter set 38, Zeiss, Jena

Anregung 450-490 nm
Emission 500-550 nm

Cy3-Filter (TRITC):
Anregung 533-558 nm
Emission 570-640 nm

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

Flammenphotometer

Fluoreszenzlampe

Filter set 43, Zeiss, Jena

Filter set 50, Zeiss, Jena

PFP7, Jenway, Dunmow, Essex, UK
X-Cite 120, EXFO Life Sciences Industrial Di-

vision, Mississauga, Canada
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Gerate

Hersteller

Gefrierpunktosmometer
Grafikkarte
Homogenisator
Inkubationsschrank

Kihl- und Gefrierschranke

Kamera
Magnetriihrer
Mikroskop
Mikrotom
Reinwasseranlage

PCR-Gerate

pH-Meter
Pipetten

Scantisch

Schiittler

Spannungsquellen
UV-Spektrometer
Stoffwechselkéfige

Vortexgerate

Waagen

Osmomat 030, Gonotec, Berlin

Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen
Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel, Staufen
Modell B6200, Heraeus, Hanau

Santo Kiihlschrank, AEG, Niirnberg
Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochsen-
hausen

Ultra-low-freezer —85°C, New Brunswick Scien-
tific

AxioCam MRm, Zeiss, Jena

MRS0, Heidolph, Schwabach

Axiovert 200M, Zeiss, Jena
Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar
MilliQ Plus PF, Millipore, Schwalbach
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim
Labcycler, Sensoquest, Gottingen

HI 2211, Hanna Instruments

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

motorisierter Méarzhausertisch (MAC 5000 Con-
troller), Ludl Electronic Products, Miinchen
SM25, Edmund Biihler, Hechtingen

PowerPac Basic, Bio-Rad, Miinchen
BioPhotometer plus, Eppendorf, Hamburg
Tecniplast, Hohenpeifenberg

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York
USA REAXI1, Heidolph, Schwabach
Analysenwaage H-20T, Mettler, Giefen
Feinwaage P-1210, Mettler, Giefsen

Feinwaage W13, Mettler, Giefen
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Gerate Hersteller

Warmeblocke Thermostat 5230, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg
Warmeplatte Hi 1220, Leica, Wetzlar
Warmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach
Wiérmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/1
Wasserbéader Modell W13, Haake, Karlsruhe
1083, GFL, Burgwedel
Zentrifugen Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

Auslaufpipetten 5ml, 10ml, 25 ml Sarstedt, Niimbrecht

Deckglaschen Labonord, Moénchengladbach
Filter Schleicher & Schuell, Dassel
Gewebe-Einbettkassetten Labonord, Moénchengladbach
Glaswaren Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz

Handschuhe Hartmann, Heidenheim
Hochsalzfutter 4 % NaCl Ssniff, Soest

Light Cycler 480 Multiwell Platten Roche, Mannheim
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Liquid Blocker Labonord, Monchengladbach
Niedrigsalzfutter 0.02 % NaCl Ssniff, Soest
Normalsalzfutter 0.4 % NaCl Ssniff, Soest

Objekttrager, Superfrost Plus Menzel-Gléser, Braunschweig
Parafilm American National Can, Greenwich, USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
Praparatekésten Roth, Karlsruhe
Reagiergefifse Eppendorf Sarstedt, Niimbrecht

45



Produkt Hersteller

0.2ml, 0.5ml, 1.5ml, 2.0ml

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

3.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller

Agarose Biozym, Oldendorf
Chloroform Merck, Darmstadt
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Neu-Ulm
DNA Léngenstandard: 100 bp Plus ~ Promega, Mannheim
Essigséure Merck, Darmstadt
Ethanol p. a. Merck, Darmstadt
First Strand Buffer, 5 x Invitrogen, Karlsruhe
Glycergel Mounting Medium Dako Cytomation, Glostrup, Danemark
GoTaq DNA Polymerase, 5 U /nl Promega, Mannheim
GoTaq Reaction Buffer Green Promega, Mannheim
HCI 1IN Merck, Darmstadt

Heparin Liquemin® 25000, 5ml- Roche, Mannheim
Ampullen (50001. E./ml)

Isopropanol Merck, Darmstadt
Isotone NaCl-Losung 0.9 % B. Braun, Melsungen
K,HPO, x 3 H,0O Merck, Darmstadt
KH,HPO, Merck, Darmstadt
Ketamin CP-Pharma, Burgdorf
Methanol Merck, Darmstadt
Milchpulver Bio-Rad, Miinchen

M-MLV ~ Reverse Transcriptase, Invitrogen, Karlsruhe

200 U /pl
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Produkt

Hersteller

Na,HPO, x 2 H,O

NaOH 1IN

NaCl

Nukleasefreies Wasser
Oligo(dT),5 Primer, 0.5 ng/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

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Promega, Freiburg

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

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt

3.1.4 Primer

Die fiir die quantitative PCR und die Genotypisierung verwendeten Primer wurden

von der Firma Biomers.net aus Ulm in gewiinschter Nukleotidabfolge synthetisiert

und gefriergetrocknet geliefert. Durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser wurde

eine Konzentration von 100 pmol/yul eingestellt.

3.1.4.1 Quantitative PCR (qPCR)

Name Sequenz

GADPH s 5-ATG CCA TCA CTG CCA CCC AGA AG-3’
GADPH as 5-ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG-3’
Renin s 5-ATG AAG GGG GTG TCT GTG GGG TC-3’
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Name Sequenz

Renin as 5-ATG CGG GGA GGG TGG GCA CCT G-3
ETx s 5-AGG AAC GGC AGC TTG CGG AT-3’
ET, as 5-AGC AAC AGA GGC AGG ACT GA-3’
ETg s 5-GAA GAG CGG TAT GCA GAT TG-3
ETg as 5-TAT TGC TGG ACC GGA AGT TG-3’

3.1.4.2 Genotypisierung

Name Sequenz

ETg WT s 5-CTG AGG AGA GCC TGA TTG TGC CAC-3’
ETg WT as 5-CGA CTC CAA GAA GCA ACA GCT CG-3’
ETg TG s 5-TGG AAT GTG TGC GAG GCC-3’

ETg TG as 5-CAG CCA GAA CCA CAG AGA CCA CCC-3
ET % g 5-CCT CAG GAA GGA AGT AGC ACT G-3
ET, as 5-ACA CAA CCA TGG TGT CGA-3’

653 Renld 5-GAA GGA GAG CAA AAG GTA AGA G-3

468 Renld 5-GTA GTA GAA GGG GGA GTT GTG-3

400 Cre 5-TTG GTG TAC GGT CAG TAA ATT GGA C-3’

3.1.5 Antikorper

Zur Markierung spezieller Strukturen und zum Zwecke deren Nachweisbarkeit in
histologischen Préaparaten erfolgte die Verwendung von Antikérpern. Dabei wird zu-
nachst die Bindung von Priméarantikorpern an die jeweils zu bindende Struktur im
histologischen Paraffinschnitt realisiert. Anschliefsend binden Sekundéarantikorper
gezielt an die zuvor verwendeten Primérantikorper. In Sekundarantikérpern enthal-
tene Fluorophore leuchten nach Anregung unter Emission von Licht bestimmter

Wellenlangen auf und ermoglichen auf diese Weise die Detektion der markierten

Strukturen im Lichtmikroskop.
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Primarantikorper Klonalitat Hersteller Verdiinnung

ch-anti-Renin-IgG polyklonal Davids Biotech, Re- 1:400
gensbhurg

rb-anti-ET s-Rezeptor- polyklonal Alomone Labs, Is- 1:100

IgG rael

ch-anti-Calbindin-IgG monoklonal Swant, Schweiz 1:200

(anti-calbindin D-28k)
gt-anti-AQP2-IgG (c-17)  polyklonal Santa Cruz Bio- 1:200

technology, Texas

ms-anti-Glattmuskelak- ~ monoklonal Abcam, UK 1:600

tin-IgG

Sekundarantikorper Konjugation Hersteller Verdiinnung

dk-anti-ms-IgG Rhodamin- Dianova, Hamburg 1:400
(TRITC)

dk-anti-ms-IgG Cy2 Dianova, Hamburg 1:400

dk-anti-rb-IgG Cy2 Dianova, Hamburg 1 :200

dk-anti-ms-IgG Cyb Dianova, Hamburg 1 :400

dk-anti-ch-1gG Rhodamin- Dianova, Hamburg 1 :400
(TRITC)

dk-anti-ch-IgG Cyb Dianova, Hamburg 1:200

3.1.6 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien fiir sdmtliche Puffer und

Losungen in H,Opigest gelost.

Immunhistochemie
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Fixierlosung fiir Perfusion

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Paraformaldehyd 3%
Molekularbiologie

PBS-Puffer, pH 7,4

NaCl 136 mM

KCl 2.7mM

Na,HPO, x 2 H,O 10.1 mM

KH,PO, 1.8 mM

Nach einem ehemaligen Studenten namens Otto ist der folgende Puffer im Physio-

logischen Institut der Universitidt Regensburg benannt:

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KH,PO, x 3 H,O 10 mM
NaCl 140 mM
KH,PO, 10 mM
Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%
Blockierlosung

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%

HS 10%
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Blockierlosung I1

PBS-Otto-Puffer
Milchpulver 5%

3.1.7 Software und Internetdienste

Die vorliegende Arbeit wurde mit TEXstudio, Version 2.9.4, angefertigt. Als Mikro-
skopiesoftware fanden AzioVision 4.7 sowie ZEN 2 (blue edition) von Carl Zeiss,
Jena, Verwendung. Fiir die Bearbeitung der Serienbilder und der histologischen
Aufnahmen wurden Vorschau, Version 8.1, der Apple Inc. sowie das von Wayne
Rasband (NTH, USA) geschriebene Java-Programm ImageJ verwendet. Die 3D-
Rekonstruktion erfolgte mit Amira visualization software (FEI, Oregon, USA).
Fiir die Literaturrecherche im Internet fand PubMed des National Center for Bio-
technology Information (NCBI, aufrufbar unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Verwendung. Zudem leistete Google Scholar, https://scholar.google.de/, gute
Dienste. Die Graphen wurden mit GraphPad Prism 5 erstellt.

3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Fiir die durchgefiihrten Untersuchungen zur Bestimmung des Einflusses von Endo-
thelin auf die Reninproduktion wurden ausschliefslich Nieren adulter Méuse ver-
wendet. Alle Versuchstiere wurden dem ,ARVO Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Vision Research geméaft behandelt. Stets wurde auf fiir Méuse
vorgeschriebene Haltungsparameter geachtet (Temperatur 23°C 4+ 2°C, relative
Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %, Hell-Dunkel-Intervall von 12h, freier Zugang zu Fut-
ter und Wasser).

Folgende Tierstamme fanden in den der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden

Untersuchungen Verwendung:
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://scholar.google.de/

Tierstamm genetischer Herkunft

Hintergrund
C57BL/6 ChH7BL/6 Charles River, Sulzfeld
ET, /8 Mischung: Prof.Dr. M. Yanagisawa, UT

129/56, FVB/N Southwestern, Medical Center,
und C57BL/6J  USA

Ren-1d+/Cre Mischung: 129J Prof. R. Gomez, University of Vir-
und C57BL/6 ginia, School of medicine, USA
Ren-1dt/Cre-ET /8 bunt Eigenzucht

Als ,Floxing“ bezeichnet man das Flankieren eines DNA-Abschnitts mit zwei

loxP-Sequenzen (loxP = locus of X-over P1, eine aus 34bp bestehende DNA-
Sequenz des Bakteriophagen P1). Eine Cre-Rekombinase (Cre = causes recom-
bination) katalysiert die Rekombination (Deletion, Translokation, Inversion) der
DNA-Sequenz zwischen beiden loxP-Abschnitten. Unter Nutzung dieses sogenann-
ten Cre/loxP-Systems erfolgt der reninzellspezifische Knockout des gefloxten ET -
Rezeptor-Gens unter Erhalt des Reningens.
ET %% Miuse werden der Einfachheit halber bisweilen auch als ,Wildtyp*-Méu-
se, Ren-1d™/Cre-ET " Mause im Gegensatz dazu auch als ,Knockout“-Méuse be-
zeichnet. Zur deutlichen Unterscheidbarkeit tragen C57BL/6-Méuse stets die Be-
zeichnung ,C57BL /6.

3.2.1.1 Stoffwechselkifige

Zur Kontrolle des Stoffwechsels der Versuchstiere wurden die Méuse wahrend der
Behandlung mit den Endothelinrezeptor-Blockern in Stoffwechselkéifige gesetzt. Da-
bei handelt es sich um eine Vorrichtung folgender Art: Der ,Kéafig* selbst besteht
aus durchsichtigem Plexiglas. Das Versuchstier sitzt auf einem runden Metallgit-
ter von etwa 30 cm Durchmesser, ein Deckel verhindert die Flucht der Tiere. In
jedem Stoffwechselkéfig befindet sich ein Versuchstier. Die Tiere werden mit nor-
malem Trockenfutter gefiittert, iiber eine Flasche haben sie Zugang zu frischem

Trinkwasser. Die besondere Konstruktion dieser Kéfige besteht darin, dass Kot
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und Futterreste nach unten durch das Gitter fallen, wihrend — getrennt davon —
der Urin der Versuchstiere iiber einen Trichter in einer dafiir vorgesehenen Vor-
richtung aufgesammelt wird. Dies ermoglicht die anschlieflende Analyse des Urins.
Im vorliegenden Fall erfolgte die Untersuchung hinsichtlich der Osmolalitét, der
Natrium- sowie der Kalium-Konzentration. Daneben wurden die Tiere téglich ge-
wogen und die getrunkene Menge an Wasser bestimmt, sodass der Stoffwechsel der

Tiere genau nachvollzogen werden konnte.

3.2.1.2 Verabreichung der Endothelin-Rezeptor-Antagonisten

Den Versuchstieren wurden nach einer Eingewohnungsphase in die Stoffwechsel-
kiifige {iber insgesamt zehn Tage die selektiven Endothelin-Rezeptor-Antagonisten
BQ610 und BQ788 sowie der duale Antagonist Bosentan (jeweils 10 mg/kg KG i. p.)

einmal téglich verabreicht.

3.2.1.3 Niedrigsalz-Enalapril-Behandlung

Zur Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems wurden die adulten
Wildtyp- und Knockout-Méuse sieben Tage lang ausschliefslich mit Niedrigsalzfut-
ter (0.02 % NaCl) erndhrt. Anschliefend wurde das Trinkwasser fiir drei Tage durch
eine Losung des ACE-Hemmers Enalapril (0.1 mg/ml, entsprechend 10 mg/kg KG
pro Tag) ersetzt und bis zum Versuchsende beibehalten. Die Nahrung der jeweiligen

Kontrollgruppe wies eine normale Salzkonzentration auf.

3.2.2 Atomemissionsspektrometrie

Die Atomemissionsspektrometrie, auch als Flammenphotometrie bezeichnet, wird
zur quantitativen Bestimmung der Konzentration ausgewéhlter Elemente in einer
Materialprobe verwendet. Die Analysesubstanz wird dazu einer Flamme zugefiihrt.
Durch die Warmeenergie der Flamme werden die dufseren Valenzelektronen ange-
regt und auf ein energetisch hoheres Niveau gehoben. Dabei emittieren die Atome
ihr elementspezifisches Spektrum, das im Spektrometer dispergiert und analysiert
wird. Das Flammenemissionsspektrum wird vom Flammenphotometer gemessen.

Die Methode ist sehr empfindlich und einfach in der Durchfithrung. Mit Hilfe der
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Atomemissionsspektrometrie wurde die Natrium- und Kalium-Konzentration des

M&userurins bestimmt.

3.2.3 Osmometrie

Die Osmolalitét (Molalitdt osmotisch aktiver Teilchen einer Losung, SI-Einheit
osmol /kg) wird mit Hilfe eines Osmometers bestimmt. Als Messprinzip dient die
Messung der Gefrierpunktserniedrigung (Kryoskopie), worunter man ein Verfahren
zur Bestimmung der molaren Masse von Substanzen durch Messung der Gefrier-

punktserniedrigung versteht.

3.2.4 Histologische Methoden

Fixierung des Nierengewebes

Um eine moglichst realitdtsnahe Vorstellung der vitalen Niere zu erhalten, ist eine
Fixierung des Nierengewebes notwendig. Dieser Vorgang dient der Bewahrung der
Zellmorphologie und dem Erhalt der Gewebestruktur durch das Unterbinden des
Zersetzungsprozesses. Die Fixierung bewirkt zudem eine Hértung des Gewebes,
woraus eine bessere Schneidbarkeit des Organs und somit Vorteile beim Anfertigen

von Serienschnitten resultieren.

Retrograde arterielle Perfusion

Die Méuse werden mittels Ketamin (80 mg/kg KG i. p.) und Xylazin (12 mg/kg KG
i. p.) anésthesiert. Nach Eroéffnung des Abdomens wird die Aorta abdominalis dar-
gestellt. Kaudal des Abgangs der Arteriae renales erfolgt das Abklemmen der
Bauchaorta, sodass die Blutversorgung der Nieren weiterhin gewéhrleistet ist. Dis-
tal der Klemme wird anschliefend der Perfusionskatheter eingefiihrt und mit einer
Klammer fixiert. Durch einen Schnitt in die kaudale Vena cava wird ein Ablass
fiir die Perfusionslésung zur Reduktion des intravasalen Drucks hergestellt. Die
proximale Klemme wird entfernt; {iber den arteriellen Perfusionskatheter werden
retrograd 10ml einer isotonen NaCl-Losung und 101. E. Heparin/ml perfundiert.

Bei erfolgreicher Perfusion zeigt sich eine ziigige Entfarbung der Abdominalorga-
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ne. In diesem Falle erfolgt die anschliefende Fixierung der Organe mit Hilfe einer
frisch angesetzten 3 %igen Paraformaldehyd-PBS-Losung, von welcher bei konstan-
tem Fluss iiber 3 Minuten insgesamt 40 ml infundiert werden. Im Anschluss erfolgt
die Entnahme der perfundierten Organe und deren Aufbewahrung in 70 %igem

Methanol bei 4 °C bis zur Einbettung in Paraffin.

Einbettung in Paraffin

Zur Vorbereitung auf die Paraffin-Einbettung erfolgt nach vorangegangener Fixie-
rung eine schrittweise Dehydrierung des Nierengewebes in Gewebe-Einbettkasset-

ten durch eine Alkoholreihe aufsteigender Konzentration:
e 1 x ii.N. 70 % Methanol (bei RT)
e 1 x 30min 70 % Methanol (bei RT)

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

°
o}
X

30 min 90 % Methanol (bei RT)

°
[\
X

30 min 100 % Methanol (bei RT)

°
o}
X

30 min 100 % Isopropanol (bei RT)
e 1 x 30min 100 % Isopropanol (bei 45 °C)
e 1 x 30min 1:1-Isopropanol-Paraffin-Gemisch (bei 55 °C)

Anschliefsend wird das Gewebe zwei Mal fiir mindestens 24 h in auf 60 °C tempe-
riertes, geschmolzenes Paraffin eingebettet. Nachdem das Praparat auf diese Weise
vollkommen mit fliissigem Paraffin durchtrénkt ist, erfolgt die Einbettung in mit
60°C warmem Paraffin gefiillten Silikon-Kautschuk-Einbettformen. Die Aushér-

tung erfolgt bei Raumtemperatur iiber Nacht.

Anfertigung von Paraffinschnitten

Die angefertigten Paraffinblocke werden mittels eines erhitzten Spatels zurechtge-

formt und auf einem Holzblock angebracht. Nach Fixation des Holzblocks werden
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mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms vom Paraffinblock 5pm dicke Serienschnitte
(ca. 100-150 pro Préparat) angefertigt. Die einzelnen Schnitte werden in ein 40 °C
warmes Wasserbad tiberfiihrt, um sich dort zu entfalten und zu strecken. Anschlie-
fsend werden die Schnitte auf einen Objekttrager (superfrost plus) aufgezogen und

iber Nacht in einem Wéarmeschrank bei 40 °C zum Trocknen belassen.

Entparaffinierung

Am darauffolgenden Tag werden die Schnitte mit Hilfe einer umgekehrten Alkohol-

reihe nach folgendem Schema entparaffiniert und rehydriert:
e 2 x 10min 100 % Xylol (bei RT)
e 2 x 5min 100 % Isopropanol (bei RT)

1 x 5min 96 % Isopropanol (bei RT)

1 x 5min 80 % Isopropanol (bei RT)

1 x 1min 70 % Isopropanol (bei RT)

Immunhistochemische Farbung

Unter Immunhistochemie versteht man den Nachweis und die Identifikation an-
tigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch Antikérper, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind (Mu+
lisch and Welsch, 2015). Bei der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung bindet
zunachst der primére, unkonjugierte Antikorper an das Antigen der Zellen im
Gewebeschnitt. Anschliefend werden die Schnitte mit einem zweiten, fluoreszie-
renden, gegen den Fe-Teil des ersten Antikorpers gerichteten Sekundér-Antikorper
inkubiert. Durch Anregung des Fluorophors mit Licht entsprechender Wellenldnge

konnen die Antigen-Antikorper-Komplexe sichtbar gemacht und detektiert werden.
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Protokoll:

Tag 1

e Im Falle der ETy-/ETg-Féarbung (andernfalls entfallen diese Schritte jeweils):
kurzes Waschen mit H,O.

e Im Falle der ET,-/ETg-Farbung: Kochen in TRIS/EDTA fiir 45 min bei
97°C im Wasserbad zur Demaskierung der Epitope.

e Waschen der Priaparate in den dafiir vorgesehenen Praparatekisten mit PBS-

Otto-Puffer (3x 5min).

Blockieren

e Je Priparatkasten etwa 200 pl Blockierlosung auftragen und bei Raumtempe-
ratur 20 min zur Blockierung unspezifischer Bindungen inkubieren (im Falle

der ET»-/ETg-Férbung entféllt dieser Schritt).

e Im Falle der ETy-/ETg-Farbung: Blockieren mit Blockierlosung I zur Blo-

ckierung unspezifischer Bindungen fiir 30-45 min bei Raumtemperatur.

Primar-Antikorper

e Verdiinnen der (lichtunempfindlichen) Primér-Antikérper in Blockierlgsung

(wie oben angegeben).
e Aufbringen von etwa 150 1l pro Objekttrager.

e Inkubation bei 4 °C iber Nacht im Kiihlschrank.

Tag 2

e Waschen der Préparate fiir 3x 10 min mit Stammlésung (PBS-Otto/1 % BSA)
(im Falle der ET»-/ETg-Férbung entféllt dieser Schritt).

e Im Falle der ET s-/ETg-Farbung: Inkubation mit Blockierlésung IT bei Raum-

temperatur fiir 30-45 min.
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Sekundar- Antikorper
Aufgrund der Fluoreszenzeigenschaft der sekundéren Antikérper und der damit ein-
hergehenden Lichtempfindlichkeit erfolgen sdmtliche weitere Arbeitsschritte soweit

moglich unter Lichtausschluss.

e Verdiinnen der (lichtempfindlichen) Sekundér-Antikorper in Blockierlgsung

(wie oben angegeben).
e Zentrifugation fiir 10 min bei 13 000 rpm.
e Inkubation bei Raumtemperatur im Dunklen iiber 90 min.

e Waschen der Préaparate fiir 2x10 min mit jeweils 150 ul der Stammlosung

(PBS-Otto/1% BSA) pro Objekttréager im Dunklen.

e Waschen der Praparate fiir 10 min am Schiittler in einer mit Stammlésung

befillten Kiivette im Dunklen.

e Findeckeln der Objekttrager mit Mounting Medium und anschliefendes Auf-

bewahren unter Lichtausschluss in einer Mappe bei 4 °C.

3.2.5 Dreidimensionale Rekonstruktion
Akquisition und Digitalisierung

Zur dreidimensionalen Rekonstruktion dienen die gegen Renin und Glattmuskel-
aktin doppelimmunfluoreszent gefarbten Paraffinserienschnitte. Die Fluorophore
der Sekundarantikérper gegen Renin und Glattmuskelaktin besitzen spezifische
Anregungswellenldngen. Durch den Einsatz geeigneter Fluoreszenzfilter kann se-
lektiv die gewiinschte Komponente zur Darstellung gebracht werden. Der Filter
fiir Cy2 mit einer Anregungswellenldnge von 450-490 nm erlaubt die Anregung der
Fluorophore der Glattmuskelzellen, die bei einer Emission von 500-550 nm griin
aufleuchten. Der Rhodamin-(TRITC)-Filter ist durchléssig fiir Licht der Wellen-
lange im Bereich von 533-558 nm. Dies ermdglicht die Anregung der Fluorophore

der markierten Reninmolekiile, welche durch Emission von Licht der Wellenlénge
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570-640 nm rot fluoreszieren. Mithilfe des Cy5-Filters, dessen Anregungswellenlén-
ge 625—655 nm betrigt, besteht die Moglichkeit zur Anregung blau fluoreszierender
Fluorophore, deren Emissionsspektrum im Wellenléngenbereich 665-715 nm liegt.
Zur Aufnahme und Digitalisierung der fluoreszierenden Schnittbilder fand das
Mikroskop Axiovert 200M mit motorisierter Objektauflage und angeschlossener
Schwarz-Wei-CCD-Kamera (AxioCam MRm) Verwendung. Bei der verwendeten
Software handelte es sich um AwzioVision Rel. 4.5 und ZEN 2 (blue edition) von
Zeiss. Die Aufnahme der Einzelbilder einer Serie erfolgte mit 100facher Vergrofse-
rung. Zur Digitalisierung der histologischen Einzelaufnahmen wurden die Bildaus-

schnitte 200fach bzw. 400fach vergrofert.

Axio Vision/ ZEN

Vor Beginn der mikroskopischen Aufnahmen erfolgt die Einrichtung der Kanéle
fir Renin (grin) und Glattmuskelaktin (rot) sowie die Einstellung der optima-
len Belichtung fiir den jeweiligen Kanal. Anschliefsend wird fiir jeden Objekttra-
ger ein Ubersichtsbild erstellt und die Bereiche fiir die Einzelaufnahmen markiert.
Da die Aufnahme des ausgewéhlten Nierenausschnitts bei einer Vergréfferung um
den Faktor 100 nicht als Ganzes moglich ist, werden von diesem Ausschnitt klei-
nere Bereiche (Kacheln) mit einer jeweils 15 %igen Uberlappung aufgenommen.
Uberlappungsunregelmifigkeiten und -verschiebungen werden durch die Funktion
,Stitching” auszugleichen versucht. Zur Konvertierung der Kachelbilder wird ein
Helligkeitsausgleich durchgefiihrt. Das erstellte Overlay-Bild wird im Rot-Griin-
Blau-(RGB)-Farbraum als *.zvi-Datei abgespeichert.

Fiir die weitere Bearbeitung ist eine Konvertierung der Datei auf acht Bit nétig.
Um hierbei nicht an Bildqualitéit einzubiifen, findet das Grafikformat TIFF Ver-

wendung. Dieser Vorgang lésst sich wie folgt realisieren:
e Offnen einer Bilddatei
e Datei — Exportieren — *.tif

e Stapelverarbeitung Start
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Datenaufbereitung mittels ImageJ

Bildstapelgenerierung Da durch das individuelle Stitching die Bilder nicht die
gleiche Grofe in Lange und Breite aufweisen, miissen sie auf eine einheitliche Grofse
iiberfiihrt werden, um die Daten in die Rekonstruktionssoftware Amira importieren
zu konnen. Zu diesem Zweck wird zunéchst mit Photo Shop CSj ein leeres Bild
erzeugt, welches in Lénge und Breite das grofite Format aufweist, und zu den
Serienbildern als TIFF-Datei gespeichert. Im folgenden Schritt werden samtliche
Bilder auf diese Grofe angeglichen: Das Bild selbst wird dabei nicht verdndert,
es wird lediglich ein schwarzer Rand an das bestehende Bild angefiigt. Durch das
Bildanalyseprogramm ImageJ wird ein Bildstapel (Stack) erstellt. Dies geschieht
auf folgende Weise:

e Offnen aller Einzelbilder
e Plugins

e Stack

e Stack Builder

Im Anschluss wird das zuvor hinzugefiigte leere Bild wieder entfernt und der er-

haltene Stapel als Image Sequence abgespeichert.

3D-Rekonstruktion mit Amira

Zur weiteren Bearbeitung werden die Daten in die Amira Visualization-Software
auf einer Graphik-Workstation importiert. Um eine korrekte Skalierung der Daten
zu gewahrleisten, wird die Pixelgréfie in pm beriicksichtigt: Sie ist ein Objektiv- und
Kamera-abhéngiger Wert (bei Verwendung eines 10 x-Objektivs entspricht 1 Pixel
= 1x1pum). Bezogen auf die maximalen Abmessungen des Bildstapels (Lénge x
und Breite y), die Gesamtzahl der Schnitte und die jeweilige Schnittdicke von 5 pm
(Hohe z) wird die BOUNDINGBOX definiert, welche die maximalen Abmessungen
des Datensatzes in jeder Ebene beschreibt. Da fortan mit dreidimensionalen Daten

gearbeitet wird, wird das zweidimensionale Pixel durch das dreidimensionale Voxel

60



abgelost, das der Geometrie des Raumes entsprechend eine quaderformige Zelle

darstellt. Ein Voxel in der vorliegenden Arbeit betrdgt somit 1 x 1 x 5 pm.

Farbkanaltrennung Im néchsten Schritt erfogt die Auftrennung des RGB-Da-
tensatzes in seine einzelnen monochromen Kanéile. Damit lassen sich die Fluores-
zenzmarkierungen von Renin bzw. Aktin anhand der Grauwerte der Pixel eines
jeden aufgenommenen Bildes separat erkennen. Zudem ermoglicht dies die Durch-

fiihrung einer Datensegmentierung auf folgende Weise:

e COMPUTE
e CHANNEL WORKS
e INPUT CHANNEL 1 ——  Abspeichern als Aktin-Stapel

e INPUT CHANNEL 2 —  Abspeichern als Renin-Stapel

Alignierung Da die Ausrichtung der histologischen Serienschnitte auf den Ob-
jekttrégern nicht identisch ist, sondern geringfiigig variiert, miissen der Aktin- und
der Renin-Stapel aligniert, d.h. zur Deckung gebracht werden. Dies wird mittels
Rotationen und Translationen erreicht, indem zwei jeweils aufeinanderfolgende
Schnittbilder des Bildstapels so exakt wie mdglich iibereinander gelegt werden.
Die Alignierung erfolgt anhand des Aktin-Bildstapels, da die zahlreichen und zu-
sammenhédngenden Immunreaktionen des Aktins ein besseres Ergebnis ermoglichen.
Die Alignierung des gesamten Aktin-Bildstapels erzeugt eine vollstandig ausgerich-
tete Niere. Auf diesen wird sich als Referenz zur Ausrichtung des Renin-Bildstapels
bezogen. Hierdurch erreicht man Kongruenz der Renin-Féarbungen und das spétere
Zusammenfiigen der Daten wird ermdglich. Das genaue Vorgehen zur Alignierung

der Daten erfolgt auf diese Weise:

e COMPUTE
e ALIGN SLICES
e EDIT

e Automatische Alignierung und manuelle Feinabstimmung
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Abbildung 3.1: Prinzip der Alignierung. Nach Machura (2008]).

e RESAMPLE

Datensegmentierung Bei der Datensegmentierung, auch als Labelling bezeich-
net, handelt es sich um den zeit- und arbeitsintensivsten Teil der dreidimensionalen
Rekonstruktion. Hierbei werden ausgewéhlte Stukturen durch verschiedene Ver-
fahren markiert und einem definierten Material zugeordnet. Spéter kann aus der
Gesamtheit der markierten Strukturen die Oberfliche dieses Objekts berechnet
werden. Mit folgenden Programmfunktionen wird die Datensegmentierung einge-

leitet:
e LABELLING
e LABEL FIELD

Fiir das Labeling der immunhistochemisch markierten Strukturen stehen verschie-

dene Segmentierungstools zur Verfiigung:
e BRUSH: Fluoreszenzsignale konnen im Freihandmodus umfahren werden.

e MAGIC WAND: Basierend auf der Verteilung der Grauwerte (0 = Schwarz,
255 = Weifs) kénnen Immunfluoreszenzsignale durch Festlegen einer Grauwert-

Schwelle markiert werden.
e FILL HOLES: Fiillt vollstdndig mit Markierung umrandete Strukturen auf.

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

entfernt.
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e SMOOTH LABELS: Zur Glattung der Rander der Materialien.

e THRESHOLD: Ermdéglicht dhnlich dem Befehl MAGIC WAND eine Selekti-
on aller Voxel in einem definierten Grauwertbereich. Hierbei wirkt THRES-
HOLD auf den gesamten Schnitt, wahrend MAGIC WAND sich nur auf den

mit dem ausgewéhlten Pixel/Voxel verbundenen Bereich auswirkt.

e INTERPOLATE: Eine fehlende Struktur ldsst sich durch Markierung des vor-
angehenden und nachfolgenden Schnittes durch eine Interpolation berechnen

und erganzen.

e WRAP: Durch Markierung von Anfang, Mitte und Ende einer Zielstruktur
konnen die Zwischenschnitte zu einer anndhernd kugeligen Gestalt ergénzt

werden.

Samtliche Segmentierungsfunktionen kénnen entweder auf den aktuellen Schnitt
(current slice) oder alle Schnitte zugleich (all slices) angewendet werden. Das Ziel
der Datensegmentierung besteht darin, mit Hilfe der Markierungen eine dreidi-
mensionale Oberfliche zu generieren. Anhand der Fluoreszenzsignale der Aktin-
gefarbten Strukturen erfolgt die Darstellung der Nierengefafse. Der Bildstapel Re-
nin-gefarbter Strukturen erlaubt die Darstellung reninpositiver Zellen sowie die
Bestimmung deren Anzahl und Lokalisation. Kapsel und Glomeruli kénnen auf-

grund ihrer Eigenfluoreszenz erkannt und markiert werden.

Oberflichengenerierung Mit Hilfe der erstellten Labels kann fiir jedes Mate-
rial eine separate Oberfliche berechnet und im 3D-Modell rdumlich dargestellt

werden:
e SURFACE GEN
e SURFACE VIEW zur Darstellung der Oberflache

Die dreidimensionalen Modelle kénnen im Anschluss mit dem Befehlt PROPER-
TIES bearbeitet und optimiert werden:

e SURFACE EDITOR dient der Entfernung iiberfliissiger Ausschnitte.

63



e SIMPLIFIER als Mittel zur Reduktion der Polygonzahl und damit der Da-

tenmenge.

e PARAMETER EDITOR ermdéglicht die Anderung der Farbeinstellung oder

der Skalierung.

e Die Befehlsabfolge COMPUTE — SURFACE erlaubt eine Glattung der Ober-
flache.

Es besteht die Moglichkeit, die erzeugten Objekte einzeln oder gemeinsam zu be-
trachten und zu bearbeiten. Die dreidimensionalen Objekte konnen rotiert und
rdumlich analysiert werden. Mit Hilfe des Befehls SURFACE VIEW kann die Dar-
stellungsform gedndert werden, um beispielsweise Objekte transparent erscheinen
zu lassen. Man hat die Option, Strecken und Winkel zu messen und daraus Fliachen

und Volumina zu errechnen.

3.2.6 Molekularbiologische Methoden

Isolierung von Total-RNA aus Mausenieren

Die Isolierung von RNA erfolgt mit dem TRIzol-Reagenz nach dem zugehorigen
Protokoll des Herstellers. Die zugrundeliegende Methode basiert auf dem Gua-
nidinium-Phenol-Chloroform-Protokoll von |Chomczynski and Sacchi (1987)). Das
TRIzol-Reagenz ist eine einphasige Losung mit Phenol und Guanidinisothiozyanat.
Das Chloroform trennt das Homogenisat in drei Phasen. Die Fallung der RNA aus
der wéssrigen Phase vollzieht sich durch das Isopropanol. Zur Vermeidung von Kon-
taminationen durch RNasen werden bei sdmtlichen Vorgéngen Latexhandschuhe
getragen und RNase-freie Gerdte und Einmalartikel verwendet. Benétigte Puffer
und Losungen werden mit Diethylenpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser
angesetzt. Alle Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefiihrt.

Kurzprotokoll zur RN A-Isolation mit TRIzol-Reagenz

e Vorlegen von 1 ml TRIzol-Reagenz in Sarstedt-Tubes auf Eis fiir eine halbier-

te adulte Mausniere.
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e Uberfithren der gekiihlten Nieren aus fliissigem Stickstoff in das Roéhrchen.

Homogenisierung fiir ca. 30s.

e Umfiillen des Gemisches in Eppendorf-Cups mit einem Fassungsvolumen von
2ml. Zur Denaturierung der Proteine (diese 16sen sich in Phenol) 5 min bei

RT stehen lassen.
e Zugabe von 200 pl Chloroform. Schiitteln, nicht vortexen.

e Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und 12000 rpm zur Auftrennung des Ho-
mogenisats in drei Phasen (wissriger Uberstand, Interphase mit hydrophilen

Proteinen, rote Phenolphase).

e Uberfiihren von etwa 500 il des wiissrigen Uberstandes (nicht der Interphase)

in Eppendorf-Cups mit einem Fassungsvolumen von 1.5 ml.

e Mischen der wassrigen Phase mit 500 ul Isopropanol im Verhéltnis 1:1. Kraf-
tig schiitteln.

o Ausfillen der RNA iiber 10 min bei RT.

e Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 12 000 rpm, Verwerfen des Uberstands.
e Uberfithrung des Pellets in 1ml 75 %igen Ethanol.

e Zentrifugation fiir 5 min bei 4°C und 7500 rpm. Verwerfen des Uberstandes.

e Trocknen des Pellets fiir 10min bei RT. Losen des Pellets in Abhéngigkeit
der Grofe in 50-300 ul RNase-freiem Wasser.

e Resuspension des Pellets im Schiittler bei 65 °C fiir maximal 2 min.

e Lagerung bei —80°C.
Quantifizierung der RNA Die Konzentration der isolierten RNA wird mit Hil-
fe eines Photometers bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Aus

dem Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm erfolgt die Bestim-
mung der Quantitdt und der Reinheit der isolierten RNA.
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Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Mittels reverser Transkription wird die isolierte RNA in copy DNA (cDNA) iiber-
setzt. Durch Ubersetzung in ¢cDNA sind die Informationen der RNA stabiler kon-
serviert. Die cDNA dient als Template fiir die spétere Analyse durch die quantita-
tive PCR. Als Primer werden Oligo-(dT);5-Ketten verwendet, um so ausschlieflich
mRNA mit Poly-A-Schwanz zu transkribieren.

10l Reaktionsansatz
lpg Gesamt-RNA

1nl Oligo-(dT)y5-Primer
add DEPC-H,0

Das Reaktionsgemisch (10 pl) wird fiir 5 min auf 65 °C erhitzt und anschliefsend
auf Kis gestellt. Im Anschluss wird folgender Mix zugegeben:

Mix

1l M-MLV Reverse Transkriptase
4l dNTPs (2.5mM)

4l Puffer (5x first strand buffer)
3nl DEPC-H,O

Die ¢cDNA-Synthese erfolgt im Anschluss tiber 1h bei 37°C. Zur Inaktivierung
der Enzyme wird der Reaktionsansatz am Ende fiir 2 min auf 94 °C erhitzt. Fiir die
quantitative PCR wird die synthetisierte cDNA mit 20 pl nukleasefreiem Wasser
verdiinnt und bei —20°C gelagert.

Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time-PCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) wurde mit dem Gerét Lightcy-
cler 480 und dem SYBR Green Master PCR-Kit der Firma Roche durchgefiihrt.

Bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion wird die entstandene DNA-Menge
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nach jedem PCR-Zyklus photometrisch ermittelt. Dies ermdglicht, den exponentiel-
len Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real time) zu verfolgen. Die Bestimmung der
Produktmenge erfolgt indirekt iiber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR
Green. Dieser weist eine hohe Affinitdt zur doppelstriangigen DNA im Bereich der
kleinen Furche auf. In diesem Abschnitt bindet er an die DNA und leuchtet 1000-
fach stéirker als ungebundenes SYBR Green. Die Intensitéit der Fluoreszenzsignale

ist proportional zur Menge der entstehenden DNA.

Reaktionsansatz
10l Reaktionsansatz
5nl Lightcycler 480® SYBR Green Master
0.5l sense Primer (10 pmol/pl)
0.5l antisense Primer (10 pmol/pl)
3l ddH,0O
1l cDNA

Amplifizierungsprotokoll

Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 95°C 15 min Aktivierung
95°C 15s Denaturierung
40 58°C 20s Annealing
72°C 20s Elongation
Primer

Am Ende eines jeden Zyklus erfolgt die Fluoreszenzmessung. Nach Ablauf des
Amplifikationsprotokolls wird das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA ana-
lysiert. Zu diesem Zweck wird die DNA langsam (0.1°C/s) von 60°C auf 95°C
erhitzt und wahrenddessen die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als Housekee-

per diente GADPH.
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Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgt zur Determination der vorliegenden DNA-Sequenz zur
Selektion der gewiinschten Mausspezies. Zu diesem Zweck erfolgt im Rahmen ei-
ner Polymerasekettenreaktion die Amplifizierung spezieller DNA-Sequenzen und
die anschliefende Auswertung. Die Extraktion der DNA erfolgte nach der NaOH-
Methode.

Protokoll der DN A-Extraktion

e Abschneiden von etwa 2 mm des distalen Endes des Mausschwanzes.

Versetzen mit 100 ul NaOH (25 mM).

Inkubation bei 96 °C fiir 1h im Thermocycler.

Vortexen zur Auflésung des Mausschwanzes unter Zugabe von 10 pl Tris—HCI,

pHS.

Zentrifugation fiir 6 min bei 10 000 rpm.

Einbringen von 2yl des Uberstands (gDNA) in die Genotypisierungs-PCR.

20l PCR-Reaktionsansatz

Inl sense-Primer (10 pmol/pl)

1nl antisense-Primer (10 pmol/pl)
2.5l dNTPs (2.5mM)

4l Puffer (GoTaq buffer green)
0.3l GoTaq

9.2l ddH,O

2l gDNA
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Amplifizierungsprotokolle
Amplifizierungsprotokoll fiir ET, lox:

Zyklen Temperatur Dauer Phase

1 94°C 5 min Aktivierung
94°C 30s Denaturierung

35 65 °C 30s Annealing
45°C 45s Elongation

1 72°C 5 min Elongation

Amplifizierungsprotokoll fiir RenCre:

Zyklen Temperatur Dauer Phase

1 94°C 5 min Aktivierung
94°C 30s Denaturierung

40 56 °C 60 s Annealing
72°C 50s Elongation

1 72°C 5 min Elongation

Die Polymerasekettenreaktion zur Genotypisierung wurde mit dem Gerédt Lab-
cycler der Firma Sensoquest durchgefiihrt. Die PCR-~Ansétze wurden anschliefend
auf ein Agarosegel (2%) aufgetragen, die DNA-Fragmente durch horizontale Gel-
elektrophorese bei 120V der Grofe nach aufgetrennt. Anhand der auftretenden

Banden lésst sich der vorliegende Genotyp bestimmen.

Mutation Banden Wildtyp Banden modifiziert
ET,A lox 610 650
RenCre 600 400
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3.2.7 Statistische Methoden

Untersuchungen hinsichtlich der Signifikanz erhobener Daten im Vergleich zur Kon-
trollgruppe wurden mit dem ¢-Test durchgefiihrt. Ausreifer wurden mit dem Test
nach Grubbs detektiert und exkludiert. Das den statistischen Auswertungen zu-
grundeliegende Signifikanzniveau betragt av = 0.05 (signifikant). In Balkendiagram-
men aufgetragene Graphen sind dargestellt als Mittelwert + SEM.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation der Endothelinrezeptoren

4.1.1 Lokalisation der Endothelinrezeptoren im

Gefalisystem der Mausniere

Fiir die Lokalisation der Endothelin-Rezeptoren im Geféfssystem der Mausniere
erfolgte die Anfertigung histologischer Aufnahmen von Paraffinschnitten der Mau-
senieren nach immunhistochemischer Farbung der Strukturen Renin, Glattmuskel-
aktin sowie des ET - bzw. des ETg-Rezeptors. Die Lokalisationen der ET s- und
ETg-Rezeptoren im arteriellen Gefafisystem der Nieren von ETAﬁ/ f_Miusen sind
im Folgenden in Abbildung dargestellt.

In Abbildung erkennt man das blau gefirbte Glattmuskelaktin sowie das rot
fluoreszierende Renin im juxtaglomeruldren Abschnitt des Vas afferens. Eine be-
sondere Bedeutung kommt hierbei den griin gefarbten Strukturen zu: Spangenartig
ist die Verteilung des ET s-Rezeptors in den glatten Muskelzellen tiber die gesam-
te Lange der afferenten Arteriole erkennbar. Wie man der Kolokalisation dieser
Abbildung entnehmen kann, exprimieren auch Reninzellen ETs-Rezeptoren. Im
Mesangium ist eine schwache Expression von ETs-Rezeptoren erkennbar (siehe
Abbildung [£.1)). Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Analysen konnte im Geféfisystem

der Mausniere keine Expression des ETg-Rezeptors festgestellt werden.
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Abbildung 4.1: Oben: Lokalisation von ETs-Rezeptoren in der afferenten Arte-
riole der Niere einer Wildtyp-Maus. Unten: Expression von ET 4-
Rezeptoren zusétzlich in der A. interlobularis. Es ist die typische
spangenartige Anordnung der ETs-Rezeptoren zu erkennen. Fér-
bung: Aktin blau, Renin rot, ETs-Rezeptoren griin. Vergréfserung
400fach.
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4.1.2 Lokalisation der Endothelinrezeptoren im Tubulus-

und Sammelrohrsystem

Neben der Lokalisation der Endothelin-Rezeptoren im Geféafisystem der Niere ist
die Verteilung dieser Rezeptoren im Tubulus- und Sammelrohrsystem von Inter-
esse. Wie bereits in der Einleitung skizziert, ist in der Literatur eine hohe Dichte
an Endothelin-Rezeptoren im Tubulus- und im Sammelrohrsystem von Rattennie-
ren beschrieben. Wie aber ist es um die Expression und die Lokalisation dieser
Rezeptoren in Méusenieren bestellt? Zu diesem Zwecke wurden die nachstehenden
Farbungen histologischer Schnitte angefertigt. In Abbildung ist die Lokalisati-
on von ETg-Rezeptoren im Sammelrohrsystem der Niere einer Wildtyp-Maus zu
erkennen. Es erfolgte die Farbung des ETg-Rezeptors (griin) und von Aquaporin
2 (AQP2, rot). AQP2 fungiert hierbei als spezifischer Marker fiir das Sammelrohr.
Kolokalisationen erscheinen gelb und weisen auf ein gleichzeitiges Vorliegen des
ETg-Rezeptors und von AQP2 hin. Abbildung kann man eine dichte Lokalisa-
tion des ETg-Rezeptors in grofsen Teilen des Sammelrohrsystems entnehmen.

Abbildung [4.3] zeigt die Verteilung von ETg-Rezeptoren im Tubulussystem der Nie-
re einer Wildtyp-Maus nach Stimulation mit Lowsalt-Didt und Enalapril. Der ETg-
Rezeptor ist griin dargestellt, blau fluoreszierendes Calbindin fungiert als Marker
fiir den distalen Tubulus. Daraus lésst sich auf die Expression des ETg-Rezeptors
in einigen Abschnitten des distalen Tubulus schliefsen. Allerdings ist die Rezeptor-
dichte im Tubulussystem deutlich geringer als im Sammelrohrsystem. Abbildung
zeigt die Lokalisation des ETs-Rezeptors im proximalen Tubulus der Niere
einer Maus. Blaue Strukturen weisen auf den fiir den proximalen Tubulus charak-
teristischen Marker Megalin hin, griinlich imponierende Elemente im proximalen
Tubulus lassen die ET 5-Rezeptoren erkennen. Kolokalisationen beider Strukturen
treten optisch deutlich hervor. Abbildung [4.4] belegt damit das Vorhandensein des

ETa-Rezeptors im proximalen Tubulus einer Mauseniere.
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Abbildung 4.2:

Abbildung 4.3:

Oben: Lokalisation von ETg-Rezeptoren im Sammelrohr der Niere
einer Wildtyp-Maus. Féarbung des ETg-Rezeptors (griin) und von
Aquaporin 2 (AQP2, rot). Kolokalisationen erscheinen gelb. Ver-
groferung 200fach.

Unten: Lokalisation des ETg-Rezeptors im distalen Tubulus der
Niere einer Wildtyp-Maus (Pfeile). Farbung: ETg-Rezeptor (griin),
Calbindin (blau) als Marker fiir den distalen Tubulus, Aktin (rot).
Vergroferung 100fach.
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Abbildung 4.4: Lokalisation von ET z-Rezeptoren im proximalen Tubulus der Niere
einer Wildtyp-Maus. Farbung des ETs-Rezeptors (griin) und von
Megalin (blau). Vergroferung 200fach.
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4.2 Elektrolyt- und Osmolalitatsmessungen

Anhand der oben dargestellten histologischen Aufnahmen ist die Lokalisation der
beiden Endothelin-Rezeptorsubtypen in Gefif- und Tubuslussystem einer Mau-
seniere ersichtlich. Hinsichtlich einer deutlichen Expression dieser Rezeptoren in
fiir die Harnbildung relevanten Strukturen, insbesondere im Vas afferens sowie im
Tubulus- und Sammelrohrsystem, dréngt sich die Frage auf, ob eine Blockade der
Endothelinrezeptoren Auswirkungen auf die Urinkonzentrationen von Elektroly-
ten oder der Urinosmolalitat nach sich zieht. Zu diesem Zweck wurden C57BL/6-
Mausen iiber einen Zeitraum von zehn Tagen intraperitoneal Endothelinrezeptor-
Antagonisten injiziert. Bei einer ersten Versuchsgruppe erfolgte die Blockade der
ET s-Rezeptoren mit Hilfe von BQ610, bei einer weiteren die Blockade der ETg-
Rezeptoren durch Verabreichung von BQ788, bei einer dritten wurde die Blockade
beider Endothelin-Rezeptoren durch Injektion von Bosentan vollzogen. Mausen der
Kontrollgruppe wurde stattdessen jeweils iiber denselben Zeitraum intraperitoneal
in Wasser gelostes NaCl (Vehikel) verabreicht. Die Ergebnisse dieser Versuche im
Hinblick auf die Urinkonzentration von Natrium und Kalium sowie die Urinosmo-

lalitét seien in den nachstehenden Balkendiagrammen wiedergegeben.

4.2.1 Elektrolyte

4.2.1.1 Kalium

Im Falle der BQ610-Versuchsgruppe zeigte sich eine erniedrigte Kalium-Konzentra-
tion im Urin der Tiere (369.7 (Mittelwert) + 6.982mmol/l (SEM)) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (434.9 + 11.2mmol/1), siehe Abbildung Im durchgefiihrten
t-Test ergab sich ein signifikanter Unterschied der beiden Werte (P < 0.0001). Die
Urin-Kalium-Konzentration der BQ-788-Versuchsgruppe zeigte sich im Vergleich
zum Vehikel nicht signifikant erniedrigt (446.7 4+ 6.982mmol/l gegeniiber 477.6
+ 13.51 mmol/l). In der Bosentan-Versuchgruppe war die Kalium-Konzentration
des Urins in der Versuchsgruppe nicht signifikant veréndert (473.9 £+ 22.12mmol/1
gegentiber 456.3 + 10.21 mmol/1), wie Abbildung zu entnehmen ist.
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Abbildung 4.5: Graphische Gegeniiberstellung der Kalium-Konzentrationen im
Urin der C57BL/6-Méuse nach Behandlung mit den Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten BQ610, BQ788 sowie Bosentan und des
unbehandelten Wildtyps als Kontrollgruppe (Vehikel). ***: P <
0.0001 (signifikant).

4.2.1.2 Natrium

Bei der Untersuchung des Natriumgehalts ergab sich folgendes Bild: Im Falle der
BQ610-Versuchsgruppe (Abbildung imponiert eine signifikant erniedrigte Na-
trium-Konzentration (119.6 £ 4.892mmol/l) im Urin der Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe (132.4 £+ 5.284 mmol/l, P = 0.0141). Die Urin-Natrium-Konzen-
tration der BQ-788-Versuchsgruppe (119.8 + 5.227 mmol/1) war im Vergleich zum
Vehikel (135.5 + 6.504 mmol/1) nicht signifikant erniedrigt. Die Natrium-Konzen-

tration des Urins war im Falle der Bosentan-Versuchsgruppe deutlich reduziert
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Abbildung 4.6: Graphische Gegeniiberstellung der Natrium-Konzentrationen im
Urin der C57BL/6-Méuse nach Behandlung mit den Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten BQ610, BQ788 sowie Bosentan und des un-
behandelten Wildtyps als Kontrollgruppe (Vehikel). *: P = 0.0141
(signifikant); **: P = 0.009 (signifikant).

(131.2 £+ 6.192mmol/1 gegentiber 150.6 + 3.996 mmol/1), im ¢-Test konnte ein si-
gnifikanter Unterschied (P = 0.009) nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.6)).
Bei Blockade des ET s-Rezeptors zeigt sich somit eine signifikante, wenngleich ge-

ringfiigige Abnahme der Natrium-Konzentration.

4.2.2 Osmolalitat

Bei der Untersuchung der Urin-Osmolalitéit ergibt sich ein inhomogeneres Bild:
Wiéhrend die Osmolalitéit im Falle der BQ-610-Versuchsgruppe (siehe Abbildung
signifikant erniedrigt ist (2.766 £+ 0.073 mmol /1 gegeniiber 3.195 + 0.101 mmol/1,
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Abbildung 4.7: Graphische Gegeniiberstellung der Urin-Osmolalitét der C57BL/6-
Mause nach Behandlung mit dem jeweiligen Endothelin-Rezeptor-
Antagonisten und des unbehandelten Wildtyps als Kontrollgruppe
(Vehikel). ***: P = 0.0008 (signifikant); *: P = 0.0444 (signifikant).

P = 0.0008), zeigt sich im Falle der BQ-788-Versuchsgruppe (3.078 £ 0.089 mmol/1)
kein Unterschied der Urinosmolalitdt im Vergleich zum Vehikel (3.151 £ 0.139
mmol/l). Im ¢-Test wurde die Nicht-Signifikanz des Ergebnisses bestétigt, wie in
Abbildung [4.7 wiedergegeben ist. Hingegen présentiert sich die Osmololitdt im
Falle der Bosentan-Versuchsgruppe (3.470 4+ 0.141 mmol/l), verglichen mit dem
Vehikel (3.117 + 0.104 mmol/1), erh6ht. Im ¢-Test zeigte sich eine signifikante Dif-
ferenz der Messwerte (P = 0.0444). Insgesamt zeigen sich geringe Verdnderungen

der Osmolalitat.
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4.3 Einfluss von Endothelin auf die
Reninexpression — Qualitative und quantitative

Analyse des Reninexpressionsmusters

Von zentraler Bedeutung in der vorliegenden Arbeit ist die Frage nach dem Einfluss
von Endothelin auf die Reninexpression. Zur Beleuchtung dieses Aspekts erfolgt
die Auswertung der Renin-mRNA-Level der pharmakologisch behandelten Mause
nach Blockade der Endothelinrezeptoren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dar-
iiber hinaus erscheint es relevant, den Einfluss der Blockade der Endothelinrezep-
toren direkt auf die Expression dieser Rezeptorsubtypen zu erforschen. Aus diesem
Grund schliefst sich die Analyse der mRNA-Abundanz von ET, und ETg an. Die
erhobenen Ergebnisse beziiglich der pharmakologischen Blockade der Endothelin-

Rezeptoren werden um Untersuchungen an ET,%/#

- und genetisch verdnderten
Ren-1dt/Ce-ET , % Miusen erginzt mit dem Ziel, Aussagen iiber die Einflussnah-
me des reninzellspezifischen ETx-Rezeptors auf die Steuerung des Reninsystems
treffen zu konnen. Daran schlieftt sich die Analyse histologischer Aufnahmen von
Nierenschnitten beziiglich des Reninexpressionsmusters der jeweiligen Versuchstie-
re an. Zur Vervollstdndigung dieses Abschnitts werden die Ergebnisse der dreidi-
mensionalen Rekonstruktionen prasentiert. Um das Reninexpressionsmuster sowie
das renale Gefafsystem moglichst realitdtsnah darzustellen, wurde mit Hilfe des
3D-Rekonstruktionsprogramms Amira eine raumliche Rekonstruktion der Renin-
und Glattmuskelaktinimmunfluoreszenzsignale erstellt. Somit liegt der Fokus zu-
grundeliegender Untersuchungen sowohl auf einer quantitativen als auch qualita-

tiven Analyse des Reninexpressionsmusters, um Aussagen iiber den Einfluss von

Endothelinen auf die Reninexpression treffen zu kénnen.

4.3.1 mRNA-Analyse

4.3.1.1 Renin-mRNA-Analyse

Bei der Auswertung der Renin-mRNA-Level der Versuchstiere nach pharmakologi-

scher Blockade der Endothelin-Rezeptoren mit den hier verwendeten Substanzen
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Abbildung 4.8: Uberblick iiber die Renin-mRNA-Abundanz der oben dargelegten

Versuchsanordnungen.

prasentiert sich folgendes Bild: Im Falle der BQ-610- und BQ-788-Versuchsgruppen
ist die Renin-mRNA-Abundanz im Vergleich zum Vehikel nahezu unveréndert
(0.833 4 0.179 mmol /1 gegeniiber 0.884 + 0.203 mmol/1 und 1.133 £+ 0.078 mmol/1
gegeniiber 1.263 + 0.076 mmol/1), siche Abbildung [4.8 Dieses Verhéltnis ist bei
der Bosentan-Versuchsgruppe (1.089 + 0.074 mmol/l) zum dazugehorigen Vehi-
kel (0.878 £+ 0.152mmol/1) ebenfalls ohne signifikante Abweichung, wie Abbildung
[4.8 zu entnehmen ist. Die statistische Untersuchung weist auf die Geringfiigigkeit
der jeweiligen Differenzen hin: Weder in der BQ-610-, noch in der BQ-788- oder
in der Bosentan-Versuchsgruppe zeigten sich signifikante Unterschiede der Renin-
mRNA-Expression im Vergleich zum jeweiligen Vehikel. Die Untersuchung des
Renin-/GAPDH-mRNA-Verhéltnisses zwischen ET AVE und Ren-1d /e T, /8
Mausen weist ein nicht signifikant verédndertes Verhaltnis bei den Wildtyp-Mé&usen

auf (0.995 £ 0.143 mmol/1 gegeniiber 0.943 =+ 0.064 mmol/1), siche Abbildung [4.§|
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Abbildung 4.9: Uberblick iiber die ET,-mRNA-Abundanz der oben dargelegten

Versuchsanordnungen.

Eine Zusammenstellung der Renin-mRNA-Daten in einem gemeinsamen Balken-
diagramm findet sich in Abbildung[4.8] Es sind keine signifikanten Unterschiede zu

entnehmen, weder bei pharmakologischer Blockade noch bei genetischer Deletion.

4.3.1.2 ETA-mRNA-Analyse

Die Untersuchung der ET y-mRNA-Level férderte folgende Ergebnisse zu Tage: So-
wohl in der BQ-610- als auch in der BQ-788-Versuchsgruppe war die ET,-mRNA-
Expression im Vergleich zum jeweiligen Vehikel nicht signifikant reduziert (1.084
+ 0.171 mmol/1 gegeniiber 1.116 + 0.137 mmol/1 und 0.974 £+ 0.074 mmol/1 gegen-
tiber 1.058 £+ 0.051 mmol/1), ein signifikanter Unterschied konnte im ¢-Test aber
nicht nachgewiesen werden (Abbildung . Im Falle der Bosentan-Versuchsgrup-
pe (1.019 + 0.094mmol/l) war die ETx-mRNA-Abundanz, verglichen mit dem
Vehikel (0.978 4+ 0.025mmol/1), ebenfalls nicht signifikant verdndert (Abbildung
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Abbildung 4.10: Uberblick iiber die ETg-mRNA-Abundanz der oben dargelegten

Versuchsanordnungen.

. Die Ren-1dt/-ET A% Miuse zeigten keine Abweichung der ET-mRNA-
Expression im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (0.999 £ 0.065 mmol/1 gegeniiber
1.040 £ 0.053 mmol/1). Entspechend war im ¢-Test kein signifikanter Unterschied
feststellbar. Eine Zusammenschau der Balkendiagramme ist in Abbildung auf
Seite [82] dargestellt.

4.3.1.3 ETg-mRNA-Analyse

Bei der Auswertung der ETg-mRNA-Level zeigt sich folgendes Bild: In der BQ-
610-Versuchsgruppe prasentiert sich eine kaum nennenswerte Erhohung der ETg-
mRNA-Expression zugunsten der Versuchsgruppe (0.920 + 0.072mmol/l gegen-
iiber 0.901 £ 0.036 mmol/l). Eine statistische Uberpriifung der zugrundeliegen-
den Daten ergibt folgerichtig einen nicht-signifikanten Unterschied (siehe Abbil-
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dung. Die ETg-mRNA-Abundanz der BQ-788-Versuchsgruppe (1.014 + 0.076
mmol/l) ist gegeniiber der Kontrollgruppe (1.108 + 0.020 mmol/1) nicht signifi-
kant verringert (Abbildung . Im Falle der Bosentan-Versuchsgruppe (1.120 4+
0.090 mmol/1) zeigt sich nahezu keinerlei Unterschied der ETg-mRNA-Expression
im Vergleich zum Vehikel (1.142 £+ 0.043 mmol/1). Der ¢-Test bestétigt die Nicht-
Signifikanz, siehe Abbildung

Eine deutlichere Differenz der ETg-mRNA-Abundanz offenbart sich im Vergleich
der ET A% -Mause (2.037 £+ 0.312mmol/l) mit den Ren-1d*/°-ET,¥#-Miusen
(2.850 £+ 1.176 mmol/1). Nichtsdestoweniger ist dieser Unterschied nicht signifikant
(sieche Abbildung . Ein vergleichender Uberblick iiber die ETg-mRNA-Expres-
sion ist in Abbildung auf Seite 83| gegeben. Es zeigen sich keine Verdnderungen
der ETg-Abundanz, im Falle der Knockout-Mé&use ist lediglich eine tendenzielle Er-

hohung zu entnehmen.

4.3.2 Histologische Darstellung des

Reninexpressionsmusters

Neben der rein statistischen Auswertung der Einflussnahme der Endothelinrezep-
torblockade auf die Renin-, ETs- und ETg-mRNA-Level stellt sich auch die Frage,
in welcher Hinsicht mdgliche morphologische Verdnderungen in den Nieren der
pharmakologisch behandelten Tiere auf mikroskopischer Ebene zu erkennen sind.
Zu diesem Zweck wurden histologische Aufnahmen von Paraffinschnitten von Nie-
ren der Versuchstiere angefertigt und immunhistochemisch auf Glattmuskelaktin

und Renin gefarbt.

4.3.2.1 C57BL/6-Maus — unbehandelt

Die mikroskopischen Aufnahmen der Kontrollgruppe fungieren als Referenz zur
Beurteilung der weiteren histologischen Aufnahmen im Hinblick auf das Reninex-
pressionsmuster. In der histologischen Aufnahme der Niere einer unbehandelten
C57BL/6-Maus (siehe Abbildung ist die typische Lokalisation und Quantitat
reninbildender Zellen zu erkennen. Letztere befinden sich vornehmlich juxtaglome-

rular am Ende der afferenten Arteriole.
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Abbildung 4.11: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am Paraffinschnitt einer unbe-
handelten C57BL/6-Maus der Kontrollgruppe. Farbung der Im-
munreaktionen mit Glattmuskelaktin rot, Farbung der Immunre-
aktionen mit Renin griin. Typische juxtaglomeruldre Reninexpres-
sion im Bereich der afferenten Arteriole in unmittelbarer Nahe

zum Glomerulus (G). 400fache Vergroferung.

4.3.2.2 C57BL/6-Maus — BQ610-Behandlung

Die Verabreichung des ET 5-Rezeptor-Antagonisten BQ 610 lédsst in den histologi-
schen Aufnahmen keinen augenscheinlichen Unterschied zur Kontrollgruppe erken-

nen. Die reninbildenden Zellen sind regelrecht ausschlieflich juxtaglomeruldr am

terminalen Ende der afferenten Arteriole lokalisiert (siche Abbildung [4.12)).
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Abbildung 4.12: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am  Paraffinschnitt  einer
C57BL/6-Maus nach 10-tégiger Behandlung mit dem ET,-
Rezeptor-Antagonisten BQ 610. Farbung der Immunreaktion mit
Glattmuskelaktin rot, Farbung der Immunreaktion mit Renin
griin. Ausnahmslos typische juxtaglomeruldre Reninexpression
im Bereich der afferenten Arteriole in unmittelbarer Nahe zum

Glomerulus (G). 400fache Vergroferung.
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4.3.2.3 C57BL/6-Maus — BQ788-Behandlung

Die Auswertung der histologischen Aufnahmen der Nierenschnitte der mit BQ 788
behandelten Tiere ergibt folgendes Bild: Die Darstellung dhnelt exakt dem des
unbehandelten Wildtyps, die Lokalisation findet sich ausnahmslos juxtaglomeruléar
im terminalen Abschnitt des Vas afferens. Alle weiteren Anteile des Gefafisystems
weisen keine juxtaglomeruldren Zellen auf. Sowohl die Lokalisation als auch die
Menge des fluoreszierenden Renins erscheinen vollkommen normal. Die kubische

Form der juxtaglomeruldren reninbildenden Zellen ist gut zu erkennen (siche Ab-

bildung 4.13)).

Abbildung 4.13: Immunfluoreszenzdoppelfarbung am  Paraffinschnitt  einer
C57BL/6-Maus nach 10-tdgiger Behandlung mit dem ETg-
Rezeptor-Antagonisten BQ 788. Farbung: Glattmuskelaktin rot,
Renin griin. Ausnahmslos typische juxtaglomeruldre Reninexpres-
sion im Bereich der afferenten Arteriole in unmittelbarer Nahe

zum Glomerulus (G). 400fache Vergroferung.
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4.3.2.4 Ren-1d+/Cr-ET,8_Maus — unbehandelt

Auch im Falle von Ren-1d*/“-ET,¥%-Mausen zeigen sich keine nennenswerten
Abweichungen im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die immunhistochemische Fér-
bung auf Renin zeigt das Vorhandensein von reninproduzierenden Zellen ausschliefs-

lich juxtaglomeruldr in der terminalen afferenten Arteriole (siehe Abbildung [4.14)).

Abbildung 4.14: Immunfluoreszenzdoppelfirbung am Paraffinschnitt einer Ren-
1d+/Cre ET, 8- Maus nach Normalsalzdiét. Farbung der Immun-
reaktionen mit Glattmuskelaktin rot, Farbung der Immunreaktio-
nen mit Renin griin. Typische juxtaglomeruldre Reninexpression
im Bereich der afferenten Arteriole in unmittelbarer Ndhe zum

Glomerulus (G). 400fache Vergroferung.
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4.3.3 Dreidimensionale Darstellung des

Reninexpressionsmusters

Wihrend eine rein zweidimensionale Aufnahme der Nierenschnitte nur einen ersten
Eindruck der vorliegenden Gegebenheiten liefert, ermdéglicht eine dreidimensionale
Darstellung einen plastischeren und transparenteren Zugang zu moglichen Ver-
anderungen der Reninverteilung in der Niere der behandelten Tiere. Aus diesem
Grund erfolgte im Anschluss an die Aufnahme der histologischen Serienschnitte
eine dreidimensionale Rekonstruktion derselben. Auf sdmtlichen Rekonstruktionen
wurde der Ausschnitt so gewéhlt, dass jeweils ein arcuater Seitenast mit mehreren
Arteriae interlobulares und den afferenten Arteriolen zu sehen ist. Die efferenten

Arteriolen wurden bei der Rekonstruktion nur exemplarisch dargestellt.

4.3.3.1 C57BL/6-Maus — unbehandelt

Der rekonstruierte Geféafbaum der unbehandelten C57BL/6-Maus (siche Abbil-
dung dient als Referenz fiir die Beurteilung der weiteren Rekonstruktionen.
Dieser Darstellung kann man die charakteristischerweise vorhandene Menge und
Lokalisation reninbildender Zellen in der Niere entnehmen. Die reninproduzieren-
den Zellen befinden sich juxtaglomeruldr am terminalen Abschnitt der afferenten
Arteriole. An nahezu jedem Glomerulus findet Reninexpression statt. Im Bereich

der Interlobulararterien sowie der arcuaten Seitenaste ist kein Renin lokalisiert.
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Abbildung 4.15: Gefifbaumabschnitt einer adulten unbehandelten C57BL/6-
Maus. 3D-Rekonstruktion der Immunreaktivitiat von Renin (griin)
und Glattmuskelaktin (rot), Glomeruli und Nierenkapsel (gelb).
Mafstabsbalken 200 pm.
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4.3.3.2 C57BL/6-Maus — BQ610-Behandlung

Die reninproduzierenden Zellen sind ausschlieflich juxtaglomeruldar am Ende der
afferenten Arteriole lokalisiert. Interlobulararterie und arcuater Seitenast sind frei
von Reninzellen. Das Reninexpressionsmuster préisentiert sich unveridndert (siehe

Abbildung [4.16]).

Abbildung 4.16: Gefafbaumabschnitt einer adulten C57BL/6-Maus nach 10tagi-
ger Behandlung mit dem ETa-Rezeptor-Antagonisten BQ610.
3D-Rekonstruktion der Immunreaktivitdt von Renin (griin) und
Glattmuskelaktin (rot), Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Maf-
stabsbalken 200 pm.
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4.3.3.3 C57BL/6-Maus — BQ788-Behandlung

Die histologischen Aufnahmen der mit BQ 788 behandelten Méause zeigen eben-
falls nur eine Reninexpression im Bereich der afferenten Arteriole. Die 3D-Rekon-
struktion bestétigt die histologischen Aufnahmen in dieser Hinsicht vollstédndig. Im
terminalen Abschnitt einer jeden afferenten Arteriole findet sich die Lokalisation
reninproduzierender Zellen, deren Anzahl keinen offensichtlichen Unterschied im
Vergleich mit dem unbehandelten Wildtyp aufweist. Die Interlobulararterien sind
frei von reninbildenden Zellen. Das Reninexpressionsmuster stellt sich unverandert

dar und beschrankt sich auf die juxtaglomeruldren Abschnitte aller Glomeruli (sie-

he Abbildung .

Abbildung 4.17: Gefafbaumabschnitt einer adulten C57BL/6-Maus nach 10tagi-
ger Behandlung mit dem ETg-Rezeptor-Antagonisten BQ78S.
3D-Rekonstruktion der Immunreaktivitdt von Renin (griin) und
Glattmuskelaktin (rot), Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Maf-
stabsbalken 200 pm.
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4.3.3.4 Ren-1d7/C.ET,%%-Maus — unbehandelt

Die dreidimensionale Rekonstruktion des arteriellen Gefafsbaums der Niere be-
statigt im Falle der Ren-1d*/ Cre—ETAﬁ/ 1 Msuse mit reninzellspezifischem ET -
Knockout eine regelrechte Lokalisation der reninbildenden Zellen in unmittelbarer

Nahe zum Glomerulus am Ende der afferenten Arteriole.

Abbildung 4.18: GefiRbaumabschnitt einer adulten Ren-1d*/C-ET %% Maus
nach salzindifferenter Diédt. 3D-Rekonstruktion der Immunreak-
tivitdt von Renin (griin) und Glattmuskelaktin (rot), Glomeruli

und Nierenkapsel (gelb). Mafsstabsbalken 200 pm.
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4.4 Bedeutung des ET s-Rezeptors fiir die
Stimulierbarkeit des Reninsystems

Die pharmakologische Blockade der Endothelinrezeptorsubtypen beleuchtet nur
einen Aspekt in der Frage nach der Einflussnahme von Endothelinen auf die Ex-
pression von Renin in der Niere der Versuchstiere. Wie dndern sich die Ergebnisse,
wenn wir nicht die Endothelinrezeptoren adulter Tiere durch Verabreichung von
Pharmaka modulieren, sondern stattdessen einen Endothelinrezeptorsubtypen a
priori auf genetischer Ebene via Knockout des in Reninzellen exprimierten Rezep-
tors ausschalten? Préziser formuliert: Welche Bedeutung besitzt der ET s-Rezeptor
fiir die Stimulation des Reninsystems? Zur Klirung dieser Frage betrachten wir
Ren-1d /e ET % Miuse. Als Kontrollgruppe fungieren in diesem Fall gew6hn-
liche ET Aﬂ/ % Méause mit intaktem ET a-Rezeptor. Dabei wollen wir uns in der vor-
liegenden Arbeit nicht allein auf die Gegeniiberstellung von Ren-1d*/Cr-ET /1
Ma&usen mit solchen der Kontrollgruppe beschrinken: Die Versuchsanordnung soll
zudem um die Stimulation des RAAS dieser Tiere durch eine Niedrigsalzdiat und
Enalapril-haltiges Trinkwasser ergidnzt werden. Im Folgenden werden die Ergebnis-
se beziiglich der qualitativen sowie quantitativen Analyse des Reninexpressions-
musters im Hinblick auf den Einfluss von Endothelin auf die Reninexpression
dargestellt. Zunachst erfolgt die Darstellung der Ergebnisse der Auswertung der
mRNA-Analyse von Renin, des ETx- und des ETg-Rezeptors. Daran schliefst sich
die Analyse histologischer Aufnahmen von Nierenschnitten hinsichtlich des Renin-
expressionsmusters an. Zur Vervollstandigung dieses Abschnitts werden die Ergeb-
nisse der dreidimensionalen Rekonstruktionen, wiederum unter dem Aspekt der

Reninexpression, prasentiert.

4.4.1 mRNA-Analyse

4.4.1.1 Renin-mRNA-Analyse

Die Renin-mRNA-Expression ist bei salzindifferenter Erndhrung bei ET % ®-Mau-

sen im Vergleich zu den Ren-1d"/Ce-ET "% Msusen nicht signifikant gesteigert
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Abbildung 4.19: Uberblick iiber die Renin-mRNA-Expression der ET,%%- und
Ren-1d"/Ce-ET % Msuse unter Normalsalz-Ernéhrung und Sti-

mulation.

(0.995 4+ 0.143mmol/1 gegeniiber 0.943 4+ 0.060 mmol/1), vergleiche Abbildung
[4.19 Auch im Falle stimulierter Tiere ist das Renin-/GAPDH-mRNA-Verhéltnis
der ET,""-Miuse unveréndert (13.21 & 3.489 mmol/l gegeniiber 12.60 + 1.066
mmol/1), es besteht kein signifikanter Unterschied (Abbildung [4.19). Aus Abbil-
dung ist ersichtlich, dass die Renin-mRNA-Abundanz der stimulierten Tiere
deutlich hoher ist als das der Tiere mit Normalsalz-Diat. Der t-Test ergibt eine
signifikante Abweichung sowohl im Falle der ET,%%-Mzuse (P = 0.0232) als auch
im Falle der Ren-1d*/¢-ET "% Mizuse (P < 0.0001). Zwischen den Genotypen

allerdings liegt keine signifikante Verdnderung der Reninexpression vor.
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Abbildung 4.20: Uberblick iiber die ET s»-mRNA-Expression der ET,%- und Ren-
1d+/Cre ET , 8 Msuse unter Normalsalz-Ernadhrung und Stimula-

tion.

4.4.1.2 ETA-mRNA-Analyse

Wie aber stellt sich die ETx-mRNA-Abundanz unter stimulierten Bedingungen
dar? Wie aus Abbildung hervorgeht, ist das ETs-Verhéltnis bei Ren-1d*/Ce-
ET "% Mzusen nahezu unveréindert zu den ET ,"-Méusen (0.999 %+ 0.065 mmol /1
gegeniiber 1.040 + 0.053 mmol/1). Unter stimulierten Bedingungen hingegen ergibt
sich folgendes Bild: Die ET,-mRNA-Expression liegt bei den stimulierten ET ,%/8-
Mausen (1.715 £ 0.264 mmol/1 gegeniiber 0.928 + 0.113 mmol/1) signifikant hoher
als bei stimulierten Knockout-Méusen (P = 0.0205, siche Abbildung [£.20)). Aller-
dings besteht beziiglich der ETA-mRNA-Abundanz kein signifikanter Unterschied

hinsichtlich stimulierter und nicht-stimulierter Versuchstiere. Die Stimulation des
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Wildtyps zieht einen Anstieg der ET ,-mRNA-Abundanz nach sich, eine Stimula-
tion der Knockout-Méuse hingegen nicht (siehe Abbildung [4.20)).

4.4.1.3 ETg-mRNA-Analyse

Die Auswertung der ETg-mRNA-Expression komplettiert den Abschnitt iiber die

quantitative mRNA-Analyse. Das ETg-/GAPDH-mRNA-Verhaltnis ist unter Nor-

malsalz-Bedingungen zugunsten der Ren-1d*/Cre-ET %/

erhoht (2.037 £ 0.312mmol/1 gegeniiber 2.950 £+ 1.176 mmol/1), wie Abbildung

-M&use nicht signifikant

[4.2T] zu entnehmen ist. Im Falle stimulierter Tiere ist dieser Unterschied zwar noch
ausgepragter (1.477 4+ 0.464 mmol /1 gegeniiber 5.688 + 3.305 mmol/1), siehe Abbil-
dung [4.21], aber ebenfalls nicht signifikant. In der Zusammenschau der Diagramme
besteht zwischen stimulierten und nicht-stimulierten Versuchstieren kein signifikan-

ter Unterschied (siehe Abbildung auf Seite [08).
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Abbildung 4.21: Uberblick iiber die ET5-mRNA-Expression der ET,%®- und Ren-
1d+/Ce_ET ,#-Miuse unter Normalsalzbehandlung und Stimula-

tion.
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Abbildung 4.22: Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer unbehandelten
Wildtyp-Maus. Farbung: Aktin blau, Renin rot, ETs-Rezeptoren
griin. Vergroferung 400fach.

4.4.2 Histologische Darstellung des

Reninexpressionsmusters

Der Fokus des restlichen Kapitels liegt auf histologischen Aufnahmen und der drei-
dimensionalen Rekonstruktion. Zunéchst seien die histologischen Aufnahmen nach
immunhistochemischer Farbung der Strukturen Glattmuskelaktin und Renin dar-

gestellt.

4.4.2.1 Wildtyp-Maus — unbehandelt

Auch hier dienen die mikroskopischen Aufnahmen der Kontrollgruppe als Referenz
zur Beurteilung der weiteren histologischen Aufnahmen im Hinblick auf das Reni-
nexpressionsmuster.

In der histologischen Aufnahme einer unbehandelten Wildtyp-Maus (siehe Abbil-
dung ist die typische Lokalisation reninbildender Zellen zu erkennen. Letztere

befinden sich ausschliefslich juxtaglomeruldr am Ende der afferenten Arteriole. Die
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Abbildung 4.23: Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
nach Stimulation mit Lowsalt-Diat und Enalapril. Farbung: Glatt-
muskelaktin blau, Renin rot, ET s-Rezeptoren griin. Juxtaglome-
ruldre Reninexpression im Bereich der afferenten Arteriole in un-
mittelbarer Ndhe zum Glomerulus (G), retrograde Rekrutierung
von Reninzellen entlang der afferenten Arteriole. 400fache Vergro-

ferung.

Farbung der ETs-Rezeptoren kann sowohl in den glatten Muskelzellen der afferen-

ten Arteriola als auch in den juxtaglomeruldren Reninzellen beobachtet werden.

4.4.2.2 Wildtyp-Maus — Lowsalt-Enalapril-Behandlung

/8 Maus weicht das Bild deutlich vom nicht-stimu-

Im Falle der stimulierten ET
lierten Wildtypen ab: Neben unmittelbar juxtaglomerular lokalisiertem Renin fin-
den sich iiber das gesamte Vas afferens die kubischen Reninzellen verstreut. Nach
Stimulation des RAAS-Systems der Versuchstiere tritt eine retrograde Rekrutie-

rung zutage (siche Abbildung [4.23]).
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4.4.2.3 Ren-1d+/Cr-ET,8_Maus — unbehandelt

Im Falle von Ren-1d*/“-ET ,%%-Miusen zeigen sich keine nennenswerten Abwei-
chungen im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die immunhistochemische Farbung
auf Renin zeigt das Vorhandensein von reninproduzierenden Zellen ausschliefs-
lich juxtaglomeruldr in der terminalen afferenten Arteriole, siche Abbildung [£.24]
Wie das untere Bild in Abbildung demonstriert, liegt ein reninzellspezifischer
Knockout der ET s-Rezeptoren vor, wahrend im Vas afferens noch ET -Rezeptoren
exprimiert werden. Dies bestétigt die Funktionstiichtigkeit des vorliegenden gene-

tischen Modells.

4.4.2.4 Ren-1d/C_ET %% Maus — Lowsalt-Enalapril-Behandlung

Folgende Ergebnisse resultieren aus der Stimulation der Ren-1d*/C-ET , /8- Mau-
se mittels Niedrigsalz-Didt und Verabreichung von Enalapril: Hierunter zeigt sich
zunéchst die iibliche Lokalisation kubischer, reninproduzierender Zellen im Be-
reich der terminalen afferenten Arteriole. Neben dieser juxtaglomeruldren Lage
ist eine deutliche retrograde Rekrutierung erkennbar. Diese ist einerseits im pra-
terminalen Abschnitt der afferenten Arteriole zu finden, dariiber hinaus auch in
weiter proximal gelegenen Anteilen des Vas afferens. Die Intensitét der Farbung im
juxtaglomeruldren Abschnitt imponiert verstarkt. In den Reninzellen kénnen kei-
ne ET s-Rezeptoren nachgewiesen werden, es erscheinen keine Kolokalisationen. In
der afferenten Arteriole allerdings sind ET s-Rezeptoren nachweisbar, woraus sich
schliefen lasst, dass das genetische Modell insofern funktioniert, als tatséchlich die
reninzellspezifische Expression von ETs-Rezeptoren unterbunden wird (siche Ab-
bildung . Damit zeigt sich im Falle der Ren-1d*/Ce-ET "% Mzuse dasselbe

Rekrutierungsmuster wie im Wildtyp.
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Abbildung 4.24: Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer unbehandelten
Ren-1d7/€-ET Y% Maus. Oben: Glattmuskelaktin rot, Renin
griin gefirbt. Typische juxtaglomeruldre Reninexpression im Be-
reich der afferenten Arteriole in unmittelbarer Ndhe zum Glome-
rulus (G). 400fache Vergroferung. Unten: Aktin blau, Renin rot,
ET s-Rezeptoren griin. Keine Farbung von ET s-Rezeptoren in Re-

ninzellen erkennbar. Vergrofserung 400fach.
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Abbildung 4.25: Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Ren-1d*/Cre-
ET A% Maus nach Stimulation durch Niedrigsalzdidat und Enala-
pril. Oben: Aktin rot, Renin griin gefarbt. Typische juxtaglomeru-
ldre Reninexpression im Bereich der afferenten Arteriole. Reninzel-
len im Sinne einer retrograden Rekrutierung erkennbar. 400fache
Vergroferung. Unten: Aktin blau, Renin rot, ETs-Rezeptoren
griin. Keine Farbung von ET s-Rezeptoren in Reninzellen erkenn-

bar. Vergroferung 400fach.
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Abbildung 4.26: Gefaftbaumabschnitt einer adulten Wildtyp-Maus nach Stimula-
tion mit Niedrigsalzdidt und Enalapril. 3D-Rekonstruktion der
Immunreaktivitdt von Renin (griin) und Glattmuskelaktin (rot),

Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Mafstabsbalken 100 pum.

4.4.3 Dreidimensionale Darstellung des

Reninexpressionsmusters

4.4.3.1 Wildtyp-Maus — Lowsalt-Enalapril-Behandlung

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigt sich bei Wildtyp-Mé&usen
nach Stimulation mit Enalapril und Niedrigsalzdiét ein verstédrktes Vorliegen re-
ninproduzierender Zellen. Die Lage dieser Zellen indes ist primér im Bereich der
terminalen afferenten Arteriole angesiedelt. Es ist aber sowohl eine Rekrutierung
reninbildender Zellen in afferenten Arteriolen zu erkennen als auch eine deutliche
Zunahme der Reninmenge als solcher. Interlobulararterien und arcuater Seitenast

weisen keine reninproduzierenden Zellen auf (siehe Abbildung [4.26)).
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Abbildung 4.27: Gefakbaumabschnitt einer adulten Ren-1d*/Ce-ET,%8-Maus
nach Stimulation mit Niedrigsalzdidt und Enalapril. 3D-
Rekonstruktion der Immunreaktivitit von Renin (griin) und
Glattmuskelaktin (rot), Glomeruli und Nierenkapsel (gelb). Maf-
stabsbalken 200 pm.

4.4.3.2 Ren-1d1/Cr-ET "% -Maus — Lowsalt-Enalapril-Behandlung

In der dreidimensionalen Rekonstruktion des arteriellen Gefafsbaumes der Niere
von Méusen mit reninzellspezifischem ET s-Rezeptor-Knockout nach Stimulation
mit Enalapril und Niedrigsalzdiat offenbart sich eine deutliche Zunahme reninpro-
duzierender Zellen. Die Lokalisation derselben ist nicht mehr allein auf den juxta-
glomeruldren Abschnitt der afferenten Arteriole beschrankt, sondern im Sinne einer
retrograden Rekrutierung auf préaterminale Abschnitte erweitert. Gleichwohl wei-
sen Interlobulararterien und arcuater Seitenast keine reninbildenden Zellen auf.
Insbesondere die quantitative Steigerung des exprimierten Renins imponiert in die-

ser Darstellung (siehe Abbildung 4.27)).
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5 Diskussion

5.1 Lokalisation der Endothelinrezeptoren

Seit der Entdeckung der Endotheline durch [Yanagisawa et al.| (1988) im Jahre 1988
erschienen zahlreiche Publikationen, die sich intensiv mit dem Einfluss der Endo-
theline auf die Nierenfunktion beschéftigten. Es zeigte sich, dass die Niere von
besonderer Bedeutung fiir das Endothelinsystem ist: Die Niere besitzt zahlreiche
Endothelinrezeptoren, und es ist wenig iiberraschend, dass das Endothelinsystem
zahlreiche funktionelle Parameter der Nierenfunktion zu regulieren vermag. Ver-
schiedene Forscher beschéftigten sich in den darauffolgenden Jahren mit der Un-
tersuchung der Verteilung der Endothelinrezeptoren in der Niere von Saugetieren
(Terada et all 1992; Takemoto et al. 1993; Chow et al., [1995; Kohan et al., 1992}
Ong et al (1995). Edwards and Triznal (1995]) beschrieben fiir die Verteilung von
ET,A/ETg-Rezeptoren im Geféfisystem von Ratte und Kaninchen ein Verhéltnis
von 40 : 60. Uber 80 % aller ETs-Rezeptoren befinden sich im Sammelrohr des in-
neren Nierenmarks (IMCD) (Edwards and Trizna, [1995). Wie Karet et al. (1993))
nachwiesen, sind ETg-Rezeptoren auch in menschlichen Nieren quantitativ stér-
ker vertreten, die Expression der ETg-Rezeptoren im Sammelrohr ist Gegenstand
mehrerer Publikationen (Terada et al., 1992; [Takemoto et al., |[1993; Karet et al.,
1993; Kohan et al.; [1992)). Um eine exaktere Lokalisation der Endothelinrezeptoren
in menschlichen Nieren bemiihten sich |Davenport et al.| (1994), wohingegen Wen-
del et al. (2006 die Verteilung dieser Rezeptoren an Rattennieren untersuchten.
Eine genauere Beschreibung der Lokalisation von Endothelinrezeptoren in Mause-
nieren findet sich in der Literatur nicht, weshalb der Fokus der vorliegenden Arbeit
zundchst auf diesem Sachverhalt liegen soll. Als Referenz mégen vornehmlich die

Ergebnisse von [Davenport et al.| (1994) und Wendel et al.| (2006) dienen.
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Die Analyse der histologischen Aufnahmen zur Bestimmung der Lokalisation der
Endothelin-Rezeptoren in einer Méauseniere ergibt das folgende Bild: Uber die ge-
samte Lange des Vas afferens wird der ETy-Rezeptor dicht in der Media exprimiert.
Spangenartig flankieren die Rezeptoren das Lumen der zufiihrenden Arteriole, bis
in den praterminalen juxtaglomeruldren Abschnitt reninproduzierender Zellen hin-
einragend wird dieser Rezeptorsubtyp exprimiert. Dieses Ergebnis stimmt tiber-
ein mit den Erkenntnissen von Wendel et al.| (2006) und Davenport et al.| (1994),
welche ebenfalls das Auftreten von ET s-Rezeptoren im Bereich der afferenten Ar-
teriole beschreiben. Allerdings belegen die Ergebnisse von |Wendel et al.| (2006)
auch das Vorliegen von ETg-Rezeptoren in afferenter sowie efferenter Arteriole.
Die oben dargestellten Abbildungen an M&ausenieren konnen die Expression von
ETg-Rezeptoren weder in der afferenten noch in der efferenten Arteriole bestéti-
gen. In den Interlobulararterien konnten ebenfalls ETs-Rezeptoren nachgewiesen
werden. ETg-Rezeptoren allerdings konnten in diesen Geféfen nicht detektiert wer-
den. Damit ist Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von [Wendel et al.| (2006) ge-
geben, wonach in diesen Gefékésten ausschliefslich ET 5-Rezeptoren nachgewiesen
werden konnten. Auch Davenport et al.| (1994) verzeichnen das Vorliegen von ET s-
Rezeptoren in renalen Blutgefafsen, einschlieflich der Aa. interlobares et arcuatae
(Davenport et al., (1994)).

Wendel et al| (2006) beschreiben die Lokalisation von ETg-Rezeptoren in Epi-
thelzellen des proximalen Tubulus und dem Sammelrohr des inneren Marks, die
Lokalisation von ETs-Rezeptoren dagegen im distalen Tubulus sowie in kortika-
len Sammelrohrabschnitten. Die Bestimmung der Expression der ETg-Rezeptoren
in der Mé&useniere indes weicht hinsichtlich dieses Aspekts partiell von der Rat-
tenniere ab: Wahrend auch im Sammelrohr zahlreiche Kolokalisationen des ETg-
Rezeptors mit dem fiir das Sammelrohr charakteristischen Marker Aquaporin 2
aufscheinen und damit das Vorhandensein des ETg-Rezeptors belegen, zeigt sich
im distalen Tubulus der Mausniere nur die Expression des ETg-Rezeptors. In weit
geringerer Auspragung als im Sammelrohr ist der ETg-Rezeptor im distalen Tu-
bulus vertreten, der ETa-Rezeptor wird nicht exprimiert. Dieser Befund weicht
deutlich von der an Rattennieren beschriebenen Verteilung der Rezeptorsubtypen

ab, wie von |Wendel et al| (2006 dargestellt, welche eine Lokalisation von ET -
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Rezeptoren im distalen Tubulus beschreiben. Die Expression des ETg-Rezeptors
im Sammelrohr aber steht im Einklang mit der Literatur (Terada et al., [1992; Ta4
kemoto et all (1993; Karet et al., 1993 [Kohan et al., |1992). Untersuchungen von
Kohan et al.| (1992) belegen an Rattennieren die Expression beider Rezeptorsubty-
pen im Sammelrohr. Insofern ergibt sich auch in diesem Punkt eine Abweichung
von Méusenieren. Im proximalen Tubulus zeigt sich vornehmlich die Expression des
ETa-Rezeptors. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen von |(Ong et al.| (1995)
iiberein, die die Expression beider Rezeptorsubtypen im proximalen Tubulus hu-
maner Nieren nachweisen konnten (Ong et al., [1995]).

Die Ergebnisse korrelieren in weiten Teilen mit denen von Davenport et al.| (1994))
und (Wendel et al. (2006)). Differenzen ergeben sich insofern, als sich im Vas af-
ferens von Méusenieren keine ETg-Rezeptoren, im distalen Tubulus keine ET 4-
Rezeptoren und im proximalen Tubulus sowie im Sammelrohr keine ETg-Rezepto-
ren nachweisen lassen konnten. Die Ursachen fiir die unterschiedliche Expression
der Endothelinrezeptoren kénnten wohl in der Verschiedenheit der untersuchten
Spezies begriindet liegen, eine zu geringe Empfindlichkeit der verwendeten Anti-

korper oder unterschiedliche Nachweismethoden mégen ein Ubriges dazu beitragen.

5.2 Analyse der Elektrolyt- und
Osmolalitatsmessungen

Die Lokalisation der Endothelinrezeptoren im Vas afferens und im Sammelrohr-
system suggeriert einen Einfluss dieser Rezeptoren auf die Elektrolytbalance und
die Zusammensetzung des Urins. Es stellt sich die Frage, ob eine Blockade dieser
Rezeptoren Verédnderungen der Elektrolytkonzentrationen und der Osmolalitéit des
Urins nach sich zieht. In Kapitel |4 sind die Ergebnisse der pharmakologischen Blo-
ckade der verschiedenen Endothelinrezeptorsubtypen mit den Antagonisten BQ610,
BQ788 und Bosentan dargestellt. Die hinsichtlich dieses Aspekts erhobenen Daten
sollen im Folgenden diskutiert werden.

Die Kalium-Konzentration im Urin zeigt sich im Falle der selektiven ET s-Rezep-

tor-Blockade signifikant verringert, im Falle der selektiven ETg- sowie der dualen
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Rezeptorblockade préasentiert sie sich unverandert. Legt dies schon die Vermutung
nahe, dass die Aktivierung von ETs-Rezeptoren eine Exkretion von Kalium for-
dert? Hinsichtlich der Urin-Kalium-Konzentration erschépft sich die zugehorige
Literatur rasch: Sowohl|Goetz et al.| (1988)) als auch [Pollock and Opgenorth| (1993))
beschreiben eine signifikante Reduktion der Kalium-Exkretion im Urin bei Infu-
sion von Endothelinen. Allerdings fithren sie diese Beobachtung auf eine Verrin-
gerung der glomeruldren Filtrationsrate unter der vasokonstriktorischen Wirkung
des Endothelins zuriick und folgern daraus keinen direkten Einfluss von Endothe-
lin auf eine tubuldre Regulation der Kalium-Homoostase. [Pollock and Opgenorth
(1993) stellen in ihrer Arbeit die Hypothese auf, dass die Endothelin-induzierte
renale Vasokonstriktion nicht von einer Aktivierung der ET s-Rezeptoren vermit-
telt wird. Darin konnte die signifikant verringerte Kaliumkonzentration im Falle des
selektiven ET x-Rezeptor-Antagonismus begriindet liegen: Unabhéngig von dieser
Blockade kdnnte eine renale Vasokonstriktion erfolgen, welche iiber eine reduzier-
te glomeruldre Filtrationsrate eine Reduktion der urindren Kalium-Konzentrati-
on zur Folge haben konnte. |Linas and Dickmann| (1982) etwa stellten fest, dass
bei Hypokalidmie zur Wiederherstellung eines ausgeglichenen Kalium-Haushalts
ein Angiotensin-II-vermittelter Anstieg des renalen Gefiafswiderstandes sowie eine
Abnahme des renalen Blutflusses resultierten (Linas and Dickmann| |1982). Mog-
licherweise besitzen Vorginge dieser Art auch im vorliegenden Fall Einfluss auf
die Regulation der urindren Kaliumkonzentration. Damit lédsst sich weder fiir den
ETa- noch fiir den ETg-Rezeptor eine direkte Einflussnahme auf die Regulation
der Kalium-Homoostase postulieren.

Hinsichtlich der Natriumkonzentration im Urin ergibt sich ein komplizierteres
Bild: Wéhrend ein selektiver ETg-Rezeptor-Antagonismus keine signifikanten Aus-
wirkungen zeigte, reduzierte sowohl die selektive Blockade des ETs-Rezeptors mit
BQ610 als auch die duale ET»-/ETg-Rezeptor-Blockade mit Bosentan signifikant
die Natriumkonzentration im Urin. Was lésst sich damit iiber die Einflussnahme
der Endothelinrezeptoren auf den Natriumgehalt des Urins aussagen? Wie |Guo
and Yang| (2006)) beschreiben, fiihrt eine Blockade des ETg-Rezeptors an Ratten
zu einer verringerten Natrium-Exkretion, was sich in einer reduzierten Urin-Na-

trium-Konzentration widerspiegeln konnte, womit Ubereinstimmung im Falle des
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dualen Rezeptorantagonismus gegeben wiére. Die fehlende Auswirkung einer se-
lektiven ETg-Rezeptor-Blockade lésst sich damit jedoch nicht zufriedenstellend be-
griinden. Des Weiteren wird in der Literatur eine Endothelin-vermittelte Natriuese
beschrieben (Kohan et all) 2011), welche vermuten liefse, dass eine Blockade der
Endothelin-Rezeptoren eine verstiarkte Natrium-Retention nach sich zoge. Die Er-
gebnisse einiger Forscher jedoch vermitteln ein gegensétzliches Bild: So beschreiben
Clavell et al. (1995) an Hunden eine ET -vermittelte antinatriuretische Wirkung
im Bereich des proximalen Tubulus, wohingegen ETg-Rezeptoren an der Natrium-
Exkretion nicht beteiligt zu sein scheinen. Dies liefert insofern Ubereinstimmung
mit den dargestellten Ergebnissen, als dies eine Erklarung fiir den fehlenden Ein-
fluss des ETg-Rezeptor-Antagonismus liefern kénnte. Die reduzierte Natrium-Urin-
Konzentration bei Blockade der ET z-Rezeptoren, welche nachweislich im proxima-
len Tubulus lokalisiert sind, steht indessen im Widerspruch zu den von |Clavell
et al.| (1995) dargelegten Untersuchungen. Ein spezifischer Knockout von ETg-
Rezeptoren im Sammelrohr verursacht ebenso eine Natrium-Retention (Ge et al.,
2006) wie ein spezifischer Knockout von ET-1 im Sammelrohr (Ahn et al., 2004).
Ein spezifischer Knockout des ET-Rezeptors im Sammelrohr dahingegen lésst
die Natrium-Exkretion unverdndert (Ge et al., [2005)). Diese Ergebnisse liefen eine
ETg-vermittelte Natriumretention im Sammelrohr plausibel erscheinen. Offenbar
besteht eine inverse Korrelation zwischen Endothelin-Konzentration und Natrium-
Exkretion: |Cavero et al.| (1990) belegen eine reduzierte Natrium-Exkretion nach
Verabreichung von Endothelinen, wohingegen niedrige Plasmakonzentrationen von
ET-1 die Natrium-Exkretion erhéhen (Cavero et al. 1990). Eine Reduktion der
Natrium-Exkretion unter dem Einfluss von Endothelinen findet in verschiedenen
Publikationen Erwéhnung (Lerman et al.;, [1991; |Goetz et al., 1988 Sandgaard and
Bie| 1996). Allerdings konnten etwa Freed et al.| (1996) zeigen, dass ein Endothe-
lin-Antagonismus bei Menschen die Natrium-Exkretion im Urin nicht beeinflusst.
Mehrere Publikationen schreiben Endothelinen eine Natriurese-férdernde Wirkung
zu (Harris et al., |1991; Hoffman et al., |2000; Schramek et al., |1992]), fithren diese
Beobachtungen aber auf eine renale Vasodilatation mit einhergehender Natriurese
aufgrund eines reduzierten Natriumtransports in geringen Dosen zuriick (Harris

et al., [1991) oder vertreten die Ansicht, Endothelin-assoziierte Diurese und Natri-
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urese wiirden hauptséchlich iiber eine an ETg-Rezeptoren gekoppelte Stimulation
der NO-Produktion vermittelt (Hoffman et al., 2000). Uzuner and Banks (1993)
deuten die ET-induzierte Natriurese und Diurese als blutdruckabhéngige Phénome-
ne (Uzuner and Banks| 1993). Claria et al.| (1991) kommen zu dem Ergebnis, dass
Endothelin in niedrigen Dosen zwar den renalen Blutfluss reduziert, auf die glome-
ruldre Filtrationsrate und Natriumexkretion aber keinen Einfluss nimmt. In hohen
Dosen hingegen zieht Endothelin eine Reduktion der glomeruldren Filtrationsrate,
des renalen Blutflusses und der Natriumexkretion nach sich. Die Abnahme der Na-
triumexkretion beruhe dabei nicht auf direkten Effekten des Endothelins auf den
tubuldren Natriumtransport, vielmehr sei die Beeintréchtigung der Nierendurch-
blutung verantwortlich fiir den antinatriuretischen Effekt von Endothelin (Claria
et al., [1991)).
Auch |Kohan et al.| (2011]) erkannten diese offenkundigen Inkonsistenzen hinsichtlich
der Natriumexkretion. Eine Begriindung dafiir ist ihrer Meinung nach zumindest
teilweise in einer unterschiedlichen Aktivierung der Endothelinrezeptorsubtypen zu
suchen. Gleichwohl ziehen Kohan et al. (2011]) den folgenden Schluss: Die Rolle des
renalen Endothelinsystems in der Kontrolle der Urin-Natriumexkretion kann nicht
durch Mafsnahmen bestimmt werden, welche generalisierte renale Effekte nach sich
ziehen. Somit kann man im vorliegenden Fall keine Einflussnahme der Endothelin-
rezeptorblockade auf die renale Regulation der Natrium-Homd&ostase postulieren.
Bei der Analyse der Ergebnisse hinsichtlich der Urinosmolalitét ergibt sich folgen-
des Bild: Wihrend eine Blockade der ET z-Rezeptoren mit BQ610 eine signifikante
Verringerung der Osmolalitiat nach sich zieht, zeigt sich im Falle der ETg-Rezeptor-
Blockade mit BQ 788 keine signifikante Verdnderung. Ein dualer Rezeptorantago-
nismus mit Bosentan hingegen ergibt eine signifikante Zunahme der Urinosmolali-
tat. Es stellt sich die Frage, was von diesen Ergebnissen mit Blick auf die Literatur
zu halten ist. Wie Studien belegen, férdern Endotheline ETB-Rezeptor-vermittelt
die Diurese (Clavell et al., [1995; Sandgaard and Bie, [1996). Bei einer Blockade der
ETa-Rezeptoren ist von einer verstirkten Bindung des vorhandenen Endothelins
an die nicht-blockierten ETg-Rezeptoren auszugehen. Damit ist eine gesteigerte Di-
urese mit assoziierter Reduktion der Urinosmolalitat plausibel erklarbar. Dies ist

konkordant mit Untersuchungen von [Yukimura et al.| (1994), welche eine Reduk-
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tion der Urinosmolalitit nach Stimulation des ETg-Rezeptors postulieren. Auch
fiir den signifikanten Anstieg der Urinosmolalitdt im Falle eines dualen Rezepto-
rantagonismus lassen sich in der Literatur Belege finden: Durch die Blockade der
ETg-Rezeptoren entféllt die auf diese Weise vermittelte Stimulation der Diurese,
woraus ein Anstieg der Urinosmolalitét resultiert. Zahlreiche Autoren belegen eine
diuretische Wirkung von Endothelinen (Yamashita et al., 1991} [Schnermann et al.|
1992; \Goetz et al., 1988} (Clavell et al., [1995; Ge et al., 2008]). Entsprechend ist dies
mit einer Zunahme der Urinosmolalitdat bei Blockade der Endothelinrezeptoren
kompatibel. Wie [Yukimura et al.| (1994) spezifizierten, fiihrt eine Stimulation des
ETg-Rezeptors — unabhéngig von der Bildung von NO oder Prostaglandinen — in
der Niere zu einer signifikanten Verringerung der Urinosmolalitidt. Aus den zitierten
Studien erklért sich der fehlende Einfluss einer selektiven ETg-Rezeptor-Blockade
auf die Urinosmolalitit zwar nicht, moglicherweise erfolgt hierbei aber ein kompen-
satorischer Effekt iber ndher zu bestimmende Mechanismen: Wie [Yamashita et al.
(1991) eruierten, fungiert ET-3 iiber eine Stimulation der NO- und Prostaglan-
dinsynthese als renaler Vasodilatator mit diuretischer Wirkung (Yamashita et al.,
1991). So steht zumindest die Vermutung im Raum, dass NO und Prostaglandi-
ne die fehlende diuretische Wirkung des ETg-Rezeptors kompensieren, womoglich
auf einer verstiarkten Stimulation der ET,-Rezeptoren beruhend. Damit decken
sich die dargestellten Ergebnisse hinsichtlich der Osmolalitdt weitgehend mit der
Literatur.

Eine direkte Einflussnahme der Endothelinrezeptorblockade kann weder auf die
Regulation des Kalium-Haushalts noch auf die Kontrolle der Natrium-Homdoostase
gefolgert werden. Die Ergebnisse hinsichtlich der Osmolalitit stimmen weitgehend
mit der Literatur iiberein und erzeugen das Bild einer ETg-Rezeptor-vermittelten
Stimulation der Diurese. Moglicherweise nehmen NO oder Prostaglandine zusétz-

lichen kompensatorischen Einfluss auf die Urinosmolalitét.
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5.3 Einfluss von Endothelin auf die
Reninexpression — Qualitative und quantitative
Analyse des Reninexpressionsmusters

Wie bereits im Rahmen der Lokalisation der Endothelinrezeptoren im Gefafsys-
tem gesehen, erfolgt in der Media des Vas afferens einer Mauseniere die Expression
von ETs-Rezeptoren. Aus diesem Grund ist es naheliegend, den Einfluss des Endo-
thelinsystems auf die Reninexpression eingehender zu beleuchten: Ziel dieses Ab-
schnitts ist die Diskussion eines solchen Einflusses. Hinweise auf eine derartige Ein-
flussnahme konnen in der Literatur zahlreichen Publikationen entnommen werden:
Wie Rossi et al.| (1999) aufzeigen, stellt neben dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System das Endothelinsystem das stédrkste Vasopressorsystem des Korpers dar.
Zwischen beiden Systemen bestehen zahlreiche Interaktionen (Rossi et al., [1999;
Berthold et al}1999)). Im vorliegenden Falle liegt der Fokus der Untersuchungen ne-
ben der pharmakologischen Blockade der Endothelinrezeptoren auf dem reninzells-
pezifischen Knockout des ET s-Rezeptors. Wahrend bei einem systemischen Knock-
out dieses Rezeptorsubtyps seiner vasokonstriktorischen Wirkung wegen von einer
hypotonen hidmodynamischen Situation mit konsekutiver Aktivierung des RAAS
auszugehen wire, ist es auf diese Weise moglich, die Regulation des Reninsystems
iiber Endotheline auf zelluldrer Ebene exakter zu erfassen. Bereits kurz nach Entde-
ckung des Endothelins deuteten Ergebnisse von Matsumura et al.| (1989a) auf eine
Hemmung der Reninfreisetzung durch Endotheline hin. Endothelin inhibiere dem-
nach die Reninfreisetzung iiber einen Calzium-Einstrom-Mechanismus, erhche das
intrazelluldre Calzium (Rakugi et al.,|1988)) und hemme ETg-vermittelt, vermutlich
iiber die Aktivierung einer PKC, die cAMP-induzierte Reninexpression in juxta-
glomeruldren Zellen (Ritthaler et al.,|1996). Dabei gehe die Calzium-abhéngige In-
hibition der Reninfreisetzung mit einem Calzium-Einstrom iiber Dihydropyridin-
insensitive Calzium-Kanéle einher (Matsumura et al., [1989b)). Wahrend Kramer
et al.|(1996)) festhalten, dass Endotheline zwar selektiv die cAMP-stimulierte Renin-
sekretion und die Reningenexpression hemmten, aber keinen Einfluss auf die basale

Reninsekretion ndhmen, kommen Moe et al.| (1991) zu der Ansicht, dass Endothe-
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lin signifikant sowohl die basale als auch die stimulierte Freisetzung von Renin
inhibiere. Auch die Ergebnisse von Ryan et al.| (2002) legen nahe, dass ET-1 die
Reningentranskription direkt modifiziere (eine posttranslationale Modifikation sei
demnach nicht in Betracht zu ziehen) und die Reningenexpression deutlich ab-
schwiche. Wie Ryan et al.| (2002) betonen, kénnte dabei das Geféfendothel der
praglomeruldren Arteriole eine entscheidende Rolle in der Regulation von Renin
spielen. Insbesondere {iber cAMP-induzierte Signalwege vermogen Endotheline das
Reninsystem zu inhibieren. Dieser inhibitorische Einfluss werde vermutlich iiber die
intrazelluldre Calzium-Konzentration vermittelt und mache Endothelin zu einem
wichtigen lokalen Inhibitor der Reninfreisetzung in der Niere (Wagner et al., |1998)).
Dazu aber sei eine ausreichende Konzentration notwendig (Takagi et al., |1988).
All diese Publikationen zeigen, dass Endotheline einen erheblichen regulatorischen
Einfluss auf das Reninsystem nehmen koénnen. Gerade im Hinblick auf die dichte
Verteilung von ET s-Rezeptoren im Vas afferens stellt sich die Frage, inwieweit ein
Eingriff in das Endothelinsystem Auswirkungen auf das RAAS, insbesondere auf
die Reninexpression, besitzt.

Unter Beriicksichtigung der obigen Erkenntnisse erscheinen die im Rahmen dieser
Arbeit erhobenen Ergebnisse insofern geradezu iiberraschend, als weder der renin-
zellspezifische Knockout des ET s-Rezeptors noch ein selektiver oder gar ein dua-
ler pharmakologischer Antagonismus der Endothelinrezeptoren keinerlei Auswir-
kungen zu besitzen scheinen: Weder die Blockade der Endothelin-Rezeptoren mit
BQ610, BQ788 oder Bosentan noch der ET s-Knockout ziehen einen signifikanten
Einfluss auf die Renin-, die ET »- oder die ETg-mRNA-Produktion nach sich. Eben-
so zeigen sich keine nennenswerten histologischen Verédnderungen an immunhisto-
chemisch gefdrbten Nierenschnitten. Mit Ausnahme der BQ610-behandelten Mause
stellen sich auch in der 3D-Rekonstruktion keine Abweichungen vom Normalbefund
dar. Eine von der Regel abweichende Lokalisation reninhaltiger Zellen ist bei der
pharmakologischen Behandlung der Versuchstiere mit BQ610 nicht nachzuweisen.
Auch in diesem Falle ist somit keine relevante Auswirkung des Rezeptorantagonis-
mus auf die Reninexpression assoziiert. Es wére nicht zwangslaufig zu erwarten,
dass eine temporére Blockade des ETy-Rezeptors die gleichen Auswirkungen nach

sich zoge wie ein angeborenes reninzellspezifisches Fehlen des ET -Rezeptors im
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Falle der Knockout-Méause. Im ersteren Fall erfordert dieses vergleichsweise aku-
te Ereignis eine kurzfristige Reaktion des Organismus, wohingegen im letzteren
Falle von der Embryonalzeit der Versuchstiere an auf Kompensationsmechanis-
men ausgewichen werden kann. So kdnnten kompensatorisch etwa das RAAS oder
das sympathische Nervensystem zur Aufrechterhaltung eines ausreichend hohen
Blutdrucks beitragen. Nichtsdestominder: Jedweder durchgefiihrte Eingriff in das
Endothelinsystem war mit keinerlei essentiellen Verdnderungen des Reninsystems
assoziiert. Es stellt sich die Frage, was man anhand obiger Forschungsergebnisse
hétte erwarten konnen und wie sich dieses scheinbar {iberraschende Resultat er-
klart. Die inhibitorische Wirkung von Endothelinen auf die renalen juxtaglomeru-
laren Zellen erfolgt iiber eine selektive Hemmung des cAMP-aktivierten Signalwegs
(Ackermann et al., 1995} [Ritthaler et all|1995). Es gibt allerdings Hinweise darauf,
dass dieser Vorgang tiber ETg-Rezeptoren vermittelt zu werden scheint (Ritthaler
et al., [1995). Moglicherweise ist hierin eine Erklarung dafiir zu suchen, dass weder
der Knockout des ETa-Rezeptors noch dessen Antagonismus signifikante Unter-
schiede zutage fordert. Worin aber ist die Ursache fiir fehlende Verdnderungen bei
selektivem ETg- sowie dualem ET,/ETg-Antagonismus zu suchen? Wie erklért
sich die fehlende Einflussnahme in diesem Kontext? Ritthaler et al. (1995) fiihr-
ten ihre Untersuchungen an isolierten juxtaglomeruldren Zellen aus M&ausenieren
durch — in vivo konnen sich aber durchaus widerspriichliche Ergebnisse dazu er-
geben, wie |[Rossi et al. (1999) einrdumen. Insofern stehen die von Ritthaler et al.
(1995)) in vitro erhobenen Befunde nicht zwangslaufig im Widerspruch mit den
an lebenden Versuchsméusen erhobenen Daten. Wenn das Endothelinsystem in vi-
tro starke Auswirkungen auf das Reninsystem besitzt, eine Einflussnahme auf das
Endothelinsystem in vivo aber keine substantiellen Unterschiede hervorruft, stellt
sich offenkundig die Frage nach suffizienten Kompensationsmechanismen. In der
Literatur finden sich darauf zahlreiche Hinweise: Ryan et al.| (2002) kommen zu
dem Schluss, dass das Gefaftendothel der praglomeruldren Arteriole eine entschei-
dende Rolle in der Regulation von Renin spielt, da sowohl ET-1 als auch NO in die
Reninregulation involviert sind. Aufgrund der Vermittlung des Einflusses von Endo-
thelinen auf die Reninexpression {iber ETg-Rezeptoren kénnte praglomerular — in

der Arteriola afferens sind nachweislich iiberwiegend ET s-Rezeptoren lokalisiert —
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insbesondere NO eine Schliisselrolle in der Regulation des Reninsystems zukom-
men. Zu dieser Einsicht kommen auch [Wagner et al.| (1998): Neben Endothelinen
konnen lokale Faktoren wie Prostaglandine und NO, die in der unmittelbaren Um-
gebung der juxtaglomeruldren Zellen gebildet werden, einen signifikanten Einfluss
auf die Reninsekretion und die Reningenexpression ausiiben. Der Effekt von NO in
vivo scheint die Stimulation des RAAS zu beinhalten: Es gibt zunehmend Hinweise
darauf, dass sowohl NO als auch Prostaglandine in die physiologische Regulation
des Reninsystems beteiligt sind (Wagner et al., [1998)). Wie |Jensen et al.| (1996])
aufzeigen, stimulieren Prostaglandine die Reninfreisetzung und die Renin-mRNA-
Expression in juxtaglomeruliren Zellen von Mausen. Uber Prostaglandin E, erfolgt
diese Stimulation vermittels des im Nierengewebe exprimierten Prostaglandinre-
zeptors EP4 unter Beteiligung der COX-2 (Poschke et al., 2012; Facemire et al.,
2011). Als Transmitter scheinen Prostaglandine zudem besonders geeignet: Bil-
dung, Freisetzung, Wirkung und Metabolismus erfolgen rasch (Jensen et al., 1996).
Augenscheinlich gibt es mehrere Signalwege, die die Reninsekretion beeinflussen
und die nicht zuletzt iiber Prostaglandine und NO vermittelt werden. Zu weiteren
interessanten Erkenntnissen kommen [Chou et al.| (1990): Direkt in die Nierenar-
terie verabreichtes Endothelin fithrt zwar zu einer deutlichen Steigerung der rena-
len Prostaglandinsynthese, stimuliert die renale Reninfreisetzung aber nicht. Eine
Inhibition der Prostaglandinsynthese indes verhindert teilweise eine endothelinin-
duzierte renale Vasokonstriktion. Bei Unterdriickung der Prostaglandinsynthese
wird ein inhibitorischer Effekt von Endothelin auf die Reninfreisetzung beobachtet.
Der vasokonstriktorische Effekt von Endothelin auf die Himodynamik der Niere
beruht somit entscheidend auf der Fahigkeit, die Produktion von Vasodilatato-
ren (einschlieflich Prostazyklin) zu verstarken. Zu dhnlichen Ergebnissen kommen
Prins et al.| (1994)): Prostaglandine inhibieren Transkription, Translation, Sekreti-
on und Wirkung von ET-1, die vasodilatatorische Wirkung von Prostaglandinen
beruht zum Teil auf einer Hemmung der Endothelinproduktion. Die Inhibition der
Prostaglandinsynthese hingegen zieht eine andauernde endothelinvermittelte rena-
le Vasokonstriktion nach sich, wahrend die Verabreichung von Endothelinrezeptor-
Antagonisten diesen Effekt aufthebt (Cantley et al., |1993). Diesen balancierenden

Effekt zwischen vasokonstriktorischen Endothelinen und vasodilatatorischen Pros-
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taglandinen beschreiben auch |Schulz et al| (1995). Dariiber hinaus stimulieren
Endotheline die renale Produktion von PGE; und PGIs, eine Beteiligung von Pros-
taglandinen an der renalen Wirkung der Endotheline wird vermutet (Miura et al.,
1989)). PGl wiederum stimuliert die Reninproduktion (Beierwaltes and Carreterol,
1992). Auch die Beeinflussung der renalen Himodynamik durch mentalen Stress
umfasst eine komplexe Reaktion, an der ET-1, Prostaglandine sowie NO beteiligt
sind (Castellani et al.,[1997)). Die Inhibition der renalen NO-Synthese reduziert den
basalen renalen Blutfluss sowie die renale Reninfreisetzung. Somit beeinflusst NO
sowohl den renalen Blutfluss als auch die renale Reninfreisetzung in vivo (Naess
et al., [1993)). Dies liefert zahlreiche Hinweise auf ein komplexes Wechselspiel zwi-
schen Endothelinen, Prostaglandinen und NO, worin eine Erklarung fiir die feh-
lende Einflussnahme der oben geschilderten Eingriffe in das Endothelinsystem in
vivo zu suchen sein kénnte. Die Blockade der NO-Synthase nach Verabreichung
NO-Synthesehemmers L-NAME etwa reduziert die Freisetzung von Renin (Gardes
et al) (1992). Dariiber hinaus gibt es zahlreiche Komponenten der Blutdruckre-
gulation in vivo, neben dem RAAS und dem Endothelinsystem nehmen ferner
das sympathische Nervensystem oder das NO-System Einfluss darauf. Jede Veran-
derung des Blutdrucks vermag indirekt Einfluss auf das Reninsystem zu nehmen.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der fehlende Einfluss bzw. die fehlende
Einflussnahmeméglichkeit der Endotheline weder Auswirkungen auf die Reningen-
expression, noch auf die Endothelinrezeptorgenexpression, auf die morphologische
Darstellung der Reninzellverteilung in der afferenten Arteriole oder auf eine retro-
grade Rekrutierung von Reninzellen besitzt. Es liegt der Verdacht nahe, dass in
vivo weitere Mechanismen die fehlenden Effekte des Endothelinsystems kompen-
sieren. In Betracht kommen etwa das sympathische Nervensystem, Prostaglandin-
bzw. NO-assoziierte Signalwege oder weitere zu charakterisierende Transmittersub-

stanzen.
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5.4 Bedeutung des ET p-Rezeptors fiir die
Stimulierbarkeit des Reninsystems

Schneider et al.| (2007) kommen in einer Studie zu dem Ergebnis, dass wihrend
einer Hochsalzdiat die vasokonstriktorische Antwort der afferenten Arteriole re-
duziert ist. Dieser Sachverhalt beruht auf einer gesteigerten vasodilatatorischen
Funktion des endothelialen ETg-Rezeptors. Unter Aufrechterhaltung des renalen
Blutflusses kann dies einen wichtigen Mechanismus darstellen, einen ausgegliche-
nen Natrium-Haushalt unter einer Hochsalzdidt wiederherzustellen. Wahrend die
Expression von ETg-Rezeptoren unter einer Hochsalzdiat zunimmt, bleibt die ET 4-
Rezeptor-Expression unverandert (Schneider et al., [2007)).

Wie wir im Abschnitt iiber die Lokalisation der Endothelinrezeptoren gesehen ha-
ben, wurde in den zufiihrenden Arteriolen von Ratten neben ET 5-Rezeptoren auch
das Vorkommen von ETg-Rezeptoren nachgewiesen (Wendel et al., |2006), wohinge-
gen in der afferenten Arteriole von Méusen nahezu ausschlieklich ET 5-Rezeptoren
exprimiert werden. Damit stellt sich gerade im Hinblick auf die von |Schneider
et al. (2007) an Ratten erzielten Erkenntnisse die Frage, welchen Einfluss der ET »-
Rezeptor auf die Regulation des Reninsystems nimmt und welche Verdnderungen
eine Hochsalzdidat im Sinne einer RAAS-Suppression auf die Expression des ET -
Rezeptors nach sich zieht. Aus der bisherigen Diskussion liegt die Vermutung nahe,
dass ein Fehlen von Endothelin-Rezeptoren in vivo keine Auswirkungen auf die ba-
sale Reninexpression besitzt. Andert sich dieser Sachverhalt unter Stimulation des
Reninsystem?

Im Vergleich zum Wildtyp ergeben sich beim ET-Knockout unter Normalsalz-
bedingungen weder hinsichtlich der Renin-, noch der ETs- oder der ETg-mRNA-
Produktion signifikante Verdnderungen. Auch in der Histologie zeigen sich unter
Normalsalzbedingungen keine qualitativen oder quantitativen Verdnderungen der
Reninmenge, in der 3D-Rekonstruktion ist eine allenfalls geringfiigige Zunahme
der Reninmenge zu beobachten, retrograd gelegene Reninzellen aber werden nicht
vorgefunden. Die reninhaltigen Zellen befinden sich, wie in der Literatur beschrie-

ben, juxtaglomeruldr in der Wand der afferenten Arteriole (Barajas, 1979)). Eine
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retrograde Rekrutierung granulierter Zellen in der Media der afferenten Arteriole
(Hackenthal et al.| [1990) zeigt sich nicht. Unter Kontrollbedingungen scheint der
Knockout demnach keinen Einfluss auf das Reninsystem zu besitzen. Unter stimula-
torischen Bedingungen ergibt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
Knockout- und Wildtyp-M&ausen auf die Renin- und die ETg-mRNA-Produktion,
allerdings ist ein signifikanter Anstieg der ETA-mRNA-Produktion bei Stimulati-
on des Wildtyps gegeniiber dem stimulierten Knockout nachzuweisen. Gleichwohl
ist in der Histologie sowohl bei stimulierten Wildtyp- als auch bei stimulierten
Knockout-Méusen eine starke Zunahme der Reninmenge mit einhergehender retro-
grader Rekrutierung von Reninzellen im Bereich der Arteriola afferens zu beobach-
ten. Das sich in der 3D-Rekonstruktion prisentierende Bild steht in Ubereinstim-
mung mit den histologischen Befunden. Eine Stimulation von Knockout-Mé&usen
fithrt zu der stdrksten Zunahme der Reninmenge und ebenfalls im Vas afferens be-
findlichen Reninzellen im Sinne einer retrograden Rekrutierung. Dass eine Stimu-
lation des Reninsystems eine Zunahme der Reninmenge nach sich zieht, ist in zahl-
reichen Publikationen diskutiert und belegt worden (Hodsman et al.| 1984} Hacken4
thal et al., |1990; Castrop et al., 2010). Die vordringliche Frage ist, ob man anhand
der erhobenen Ergebnisse eine Aussage tiber die Einflussnahme des ETy-Rezeptors
treffen kann. Damit kommen wir zur Interpretation und der Diskussion der darge-
legten Ergebnisse. Die Zunahme der ETy-mRNA-Konzentration unter Stimulation
bei Wildtyp-Mé&usen léasst auf eine Zunahme der ET s-Rezeptoren schliefen. Dass
eine solche bei einem reninzellspezifischen ET y-Knockout geringer ausfallt, ist nicht
weiter iiberraschend. Wie erklart sich der starke Anstieg der Expression von ETa-
Rezeptoren bei den Wildtyp-Méausen? Kann man hier Parallelen zu der Studie von
Schneider et al.| (2007) in dem Sinne ziehen, dass anstelle der im Vas afferens nicht
exprimierten ETg-Rezeptoren die Expression der ET s-Rezeptoren ansteigt? Ein
inhibitorischer Einfluss von Endothelinen auf das Reninsystem ist in der Litera-
tur vielfach beschrieben (Wagner et al., [1998; Moe et al., [1991; Matsumura et al.|
1989a; Ritthaler et al., [1995; [Takagi et al., [1989; Ritthaler et al., [1996)). Allerdings
scheint diese inhibitorische Wirkung der Endotheline iiber ETg-Rezeptoren ver-
mittelt zu werden (Ritthaler et all [1995). Dies wiirde im vorliegenden Fall nicht

plausibel erkldaren, worin die Sinnhaftigkeit einer verstiarkten ET s-Expression bei
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gleichzeitig unveranderter ETg-Rezeptor-Expression zu suchen ware, zumal die
Erkenntnisse der genannten Publikationen aus in-vitro-Untersuchungen stammen.
Spielen in vivo moglicherweise noch weitere Mechanismen eine Rolle? [Schricker
et al. (1995) kommen zu der Ansicht, dass endogene Endotheline in der Kontrol-
le der Reninsekretion und der Reningenexpression keine relevante Rolle spielen.
Die Betrachtung des Einflusses des ET x-Rezeptors im Falle der Knockout-Mause
scheint diese Erkenntnis von Schricker et al.| (1995) zu bekréftigen: Bei Stimulation
der Knockout-Tiere liegt weder ein signifikanter Anstieg der ET,-mRNA noch der
ETg-mRNA vor, folglich resultiert kein signifikanter Unterschied in der Expression
von Renin. Damit scheinen die zusétzlich exprimierten ET-Rezeptoren im Falle
der Wildtyp-Mause bzw. die fehlende Expression zusétzlicher ET-Rezeptoren im
Falle der Knockout-Méause keinen gravierenden Einfluss auf das Reninsystem zu
nehmen. Es bleibt zwar weiterhin der signifikante Anstieg der ETA-mRNA schlei-
erhaft, ein Einfluss des ET s-Rezeptors auf das Reninsystem unter Stimulation lédsst
sich auf dieser Grundlage jedoch nicht postulieren.

Wie aber erklart sich der signifikante Anstieg der Expression von ET s-Rezeptoren
im Falle stimulierter Wildtyp-Méause? Es stellt sich die Frage, ob in der Litera-
tur ein Einfluss von Endothelinen auf den Salz- und Wasserhaushalt beschrieben
ist. Im Sammelrohr scheint Endothelin als autokriner Inhibitor der Vasopressin-
vermittelten renalen Wasserreabsorption zu fungieren. Ein sammelrohrspezifischer
Knockout des ETg-Rezeptors verursacht eine Natrium-Retention (Ge et al., 2000]),
ein ETg-Antagonismus reduziert die Natrium-Exkretion (Guo and Yang, 2006).
Der Knockout des ETa-Rezeptors im Sammelrohr nimmt zwar Einfluss auf die
Vasopressin-vermittelte Wasserreabsorption, nicht aber auf die Natrium-Exkretion
(Ge et al., |2005)). Untersuchungen von Cavero et al. (1990) belegen eine inverse
Korrelation zwischen der Endothelin-Konzentration und der natriuretischen Endo-
thelin-Wirkung (Cavero et al., |1990)). Entsprechend wurde eine Reduktion der Na-
triumexkretion durch Endotheline beschrieben (Goetz et al., |1988; |Miller et al.,
1989). Wenngleich Endotheline eine natriureseférdernde Wirkung besitzen kénnen
(Harris et al., [1991; Hoffman et al., 2000; Schramek et al., [1992), wird diese Ei-
genschaft einer assoziierten Vasodilatation zugeschrieben (Harris et al., [1991) oder

iiber eine an ETg-Rezeptoren gekoppelte Stimulation der NO-Synthese vermittelt
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(Hoffman et al.; 2000). Einerseits bleibt die Expression von ETg-Rezeptoren un-
ter den vorliegenden Niedrigsalzbedingungen unverandert, wahrend diejenige der
ET s-Rezeptoren signifikant ansteigt. Andererseits vermitteln die verstéirkt expri-
mierten ETA-Rezeptoren, welche nachweislich im Vas afferens von Méausenieren
vorgefunden werden, eine Vasokonstriktion. Der von Harris et al.| (1991) beschrie-
bene natriuresefordernde Effekt scheint an eine Vasodilatation gekoppelt, weshalb
die gesteigerte Expression von ETs-Rezeptoren unter Niedrigsalzbedingungen ei-
ner weiteren Natriurese entgegen wirken konnte: Unter der Annahme einer gleich-
bleibenden Endothelin-Konzentration wiirde eine verstarkte Expression von ET -
Rezeptoren bei unverdnderter Expression der ETg-Rezeptoren eine Zunahme der
renalen Vasokonstriktion nach sich ziehen (Clavell et al., [1995)) und auf diese Wei-
se einer ETg-vermittelten Natriumretention mutmaflich entgegen wirken. Damit
erginzen die erzielten Ergebnisse in gewisser Weise die Schlussfolgerungen von
Schneider et al.| (2007): Es ist gerade die vasodilatatorische Funktion der ETg-
Rezeptoren, die einer erhohten Natriumlast zu begegnen versucht. Wahrend die
ET s-vermittelte vasokonstriktorische Antwort unter einer Hochsalzdiéat reduziert
ist, kommt es unter einer Niedrigsalzdidt zu einer verstarkten ET -assoziierten Va-
sokonstriktion bei gleichbleibender Expression von ETg-Rezeptoren. Untersuchun-
gen von Herrera and Garvin, (2005)) zeigen, dass unter einer Hochsalzdiét, basierend
auf einer Zunahme der Osmolalitdt im Nierenmark, die Expression von eNOS im
dicken aufsteigenden Schenkel stimuliert und die Freisetzung von ET-1 gesteigert
wird. Die Freisetzung von NO erfolgt ETg-vermittelt (Plato et al., 2000). Da eine
signifkante Verdnderung der ETg-mRNA unter Stimulation der Versuchstiere nicht
gegeben ist, erscheint eine kompensatorische Einflussnahme des ETg-Rezeptors we-
der bei Wildtyp- noch bei Knockout-Mausen wahrscheinlich. Kurzum: Im Sinne von
Kohan et al.| (2011) sind die endothelialen Einfliisse auf die renale Regulation des
Natriumhaushalts zu komplex, um anhand der obigen Beobachtung eine stringen-
te Begriindung fiir den zu erkldrenden Sachverhalt finden zu kénnen. Gleichwohl
scheinen Erkenntnisse von [Berthold et al.| (1999) Licht ins Dunkel bringen zu kon-
nen: Der Antagonismus des E'Ty-Rezeptors vermag eine Stimulation des RAAS zu
bedingen. In diesem Sinne ldge eine gesteigerte Expression von ET s-Rezeptoren

im Falle eines stimulierten Reninsystems nahe, um einen kompensatorischen Effekt
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auf das RAAS auszuiiben.

Ergebnisse von |Wagner et al. (1998)) liefern Hinweise darauf, dass neben NO
auch Prostaglandine in die physiologische Regulation des Reninsystems hinsichtlich
der Salzaufnahme involviert sind: Die Stimulation der Reninfreisetzung {iber den
Macula-densa-Mechanismus wird via Prostaglandin E, iiber einen Signalweg ver-
mittelt, an welchem sowohl COX-2 als auch der Prostaglandinrezeptor EP4 betei-
ligt sind (Facemire et al., 2011)). Moglicherweise kommt diesen beiden Signalwegen,
wie bereits oben angedeutet, in der Regulation der Reninexpression eine grofse-
re Bedeutung zu als den Endothelinen. Eine Inhibition des Reninsystems durch
Endotheline sowohl in vitro als auch in vivo, wie Wagner et al.| (1998|) suggerieren,
kann anhand der obigen Daten nicht bestétigt werden. Die Bedeutung des ET5-
Rezeptors fiir die Stimulation des Reninsystems ist allenfalls in der Vermutung zu
suchen, dass eine stiarkere Expression von ET x-Rezeptoren als Kompensationsme-
chanismus im Falle einer reduzierten Natriumlast dient, und steht im Einklang mit
Schneider et al.| (2007)). Eine Einflussnahme anderer Art ist aus den oben darge-
legten Ergenissen nicht zu folgern, insbesondere schliefsen wir auch hier auf einen
fehlenden Einfluss des ETA-Rezeptors auf die Stimuliation des Reninsystems.

Die funktionelle oder faktische reninzellspezifische Abwesenheit des ET s-Rezeptors
zieht somit keine signifikanten Verdnderungen nach sich, eine zelluldre Einflussnah-

me auf das Reninsystem unter Stimulation muss negiert werden.

5.5 Schlussfolgerungen

Aus den oben dargelegten Ergebnissen lassen sich nachstehende Schlussfolgerungen

ziehen:

e Die Lokalisation der renalen Endothelinrezeptoren bei Mausen mit Hilfe im-
munhistochemischer Analysen stimmt im Wesentlichen mit der in der Lite-
ratur beschriebenen Lokalisation dieser Rezeptoren bei Ratten iiberein. Es
lassen sich anhand obiger Darstellungen folgende Differenzen konstatieren:
Keine Expression von ETg-Rezeptoren im Vas afferens, im distalem Tubulus
und im Sammelrohr, fehlende Expression von ETs-Rezeptoren im distalen

Tubulus von Mausenieren.
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e Fehlende Nachweisbarkeit eines signifikanten Einflusses von Endothelinen auf
die Elektrolythomoostase. Weitgehende Bestéatigung des in der Literatur dar-

gestellten Einflusses von Endothelin auf die Urinosmolalitét.

e Der reninzellspezifische Knockout des ETs-Rezeptors bedingt keine signifi-
kanten Verinderungen des Reninsystems. Mogliche Einfliisse von Endothe-
linen auf das Reninsystem werden mutmaflich von anderen Mechanismen

kompensiert.

e Eine Einflussnahme des ETs-Rezeptors auf die Regulation des Reninsystems

kann ebenfalls nicht geschlussfolgert werden.

e In Anbetracht der zahlreich in der Niere vertretenen Endothelinrezeptoren
stellen diese Schlussfolgerungen ein erstaunliches Resultat dar. Obgleich Endo-
theline durchaus zahlreiche Einfliisse auf die Regulation der Nierenfunktion
sowie der Reninfreisetzung besitzen, resultieren bei funktioneller oder fakti-
scher Abwesenheit der vermittelnden Endothelinrezeptoren keine signifikan-
ten Auswirkungen auf die Nierenfunktion. Vermutlich liegt diese Tatsache in

der Vielzahl effizienter regulatorischer Systeme auf das RAAS begriindet.

5.6 Ausblick

Die dargelegten Ergebnisse bilden somit den Ausgangspunkt fiir darauf aufbauen-
de Untersuchungen, um dem komplexen Einfluss des Endothelinsystems auf das
Reninsystem weiter auf den Grund zu gehen. Von vorrangiger Bedeutung erschei-

nen folgende Fragestellungen:

e In der Literatur finden sich Hinweise auf ein komplexes Zusammenspiel von
Endothelinen, Prostaglandinen und NO. Kénnte tiber Signalwege dieser Art

die fehlende Einflussnahme des Endothelinsystems kompensiert werden?

e Beeinflusst die Einschriankung des renalen Blutflusses iiber einen indirekten

Effekt das Endothelinsystem?

e Welche Rolle spielt der ETg-Rezeptor in der Regulation des Reninsystems?
Welche Bedeutung kommt den Endothelinsubtypen ET5 und ETj3 zu?
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e Besteht eine Interaktion des Endothelinsystems mit weiteren vasokonstrikto-
rischen Systemen der Niere, wie etwa dem Angiotensin-II- oder dem Vaso-

pressinsystem?
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Abkiirzungsverzeichnis

Chemische und biologische Groéfien und Einheiten

bp Basenpaare (base pairs)

Da Dalton (1 Da = 1Atommasseneinheit)

LE. Internationale Einheit

M Mol /Liter

pH pH-Wert, Abk. des lat. Ausdrucks pondus Hydrogenii
U enzymatische Einheit (Unit)

Physikalische Grofien und Einheiten

°C Grad Celsius
g Erdbeschleunigung (engl. gravity)
g Gramm
h Stunde(n)
1 Liter
min Minute(n)
S Sekunde(n)
d Tag(e)
Volt

Dezimale Vielfache von Einheiten

k kilo (1 x 10?)

!Siehe auch [Mortimer and Miiller| (2010).
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Dezimale Vielfache von Einheiten

m

milli (1 x 10-?)
mikro (1 x 107°)
nano (1 x 107%)

pico (1 x 10712)

Sonstige Abkiirzungen

3D

%
a-SMA
A.

Aa.
Abb.
Abk.
ACE
ADH
ANG
ANG II

dreidimensional

Prozent

a-Glattmuskelaktin (a-smooth muscle actin)
Arteria

Arteriae

Abbildung

Abkiirzung

Angiotensin Converting Enzyme
Antidiuretisches Hormon (=Vasopressin)
Angiotensin [

Angiotensin II

Angiotensin-II-Rezeptor, Subtyp 1
Angiotensin-II-Rezeptor, Subtyp 2
Anmerkung

Adenosintriphosphat

arbitrary unit (willkiirliche Einheit)
bovine serum albumine (bovines Serum-Albumin)
beziehungsweise

circa

(ionisiertes) Calzium

zyklisches Adenosinmonophosphat

copy desoxyribonucleic acid

zyklisches Guanosinmonophosphat

collecting duct (Sammelrohr)
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Sonstige Abkiirzungen

ch chicken

COX Cyclooxygenase

Cy2 Cyanin

Cy3 Indocarbocyanin

Cy3 Indodicarbocyanin

DAG Diacylglycerol

DEPC Diethylpyrocarbonat

dk donkey

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigséaure
eNOS endotheliale NO-Synthase

ET Endothelin

ET, Endothelin A

ETg Endothelin B

et al. et alii (und andere)

EtOH Ethanol

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GFR glomerulére Filtrationsrate

gt goat

H, Opidest zweifach entionisiertes Wasser
H,0, Wasserstoffperoxid

HS Pferdeserum (horse serum)

Ig Immunglobulin

IMCD Inner medullary collecting duct
i.p. intraperitoneal

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

JGA Juxtaglomerulédrer Apparat
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Sonstige Abkiirzungen

KCl
KH,PO,
KG

KO
L-NAME

NOS
PBS
PCR

PGE,
PGI,
PIP2
PKC
PTH
RAAS
rb
RBF
resp.
RGB
RNA

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Korpergewicht

Knockout
L-N¢-Nitroargininmethylester
Lowsalt (Niedrigsalzdiét)

Macula Densa

messenger ribonucleic acid

mouse

Stickstoff

Natrium

Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat

nicht signifikant

Normalsalt (Normalsalzdiét)
NO-Synthase

phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reacti-
on)

Prostaglandin E,

Prostaglandin I
Phosphatidyl-Inositolbisphosphat
Proteinkinase C

Parathormon (engl. parathyroid hormon)
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
rabbit

renaler Blutfluss

respektive

Rot-Griin-Blau

Ribonukleinsaure
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Sonstige Abkiirzungen

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

SEM standard error of the mean (Standardfehler des Mit-
telwerts)ﬂ

SI Systéme international d’unités (Internationales Ein-
heitensystem)

S. u. siehe unten

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat

i. N. iiber Nacht

V. Vena

Vv. Venae

VEGF vascular endothelial growth factor

vgl. vergleiche

WT Wildtyp

z. B. zum Beispiel

2Der Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts ist gegeben als

U(X) = ﬁv

wobei o die Standardabweichung einer einzelnen Messung und n die Anzahl der Stichproben

bezeichnet.
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