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1 Einleitung



1.1 Anatomische Grundlagen der Mausniere

Die Niere stellt fiir Sdugetiere ein lebenswichtiges Ausscheidung- und Bilanzierungsorgan dar -
durch komplexe Filtrations-, Sekretions- und Resoprtionsvorginge ermdglich sie nicht nur die
Ausscheidung wasserloslicher Abfallprodukte des Stoffwechsels, sondern auch die feinste
Einstellung des Wasser-, Elektrolyt- und Séure-Basen-Haushalts. Dariiber hinaus spielt die Niere
eine wichtige Rolle als endokrines Organ und gewihrleistet dadurch u.a. die Einstellung des
arteriellen Blutdrucks (Klinke et al., 2005; Liillmann-Rauch, 2006). Zur Verdeutlichung, wie die
Niere dieser Funktion gerecht werden kann, soll zunichst ein Uberblick iiber ihre Anatomie und

Physiologie gegeben werden.

Die Niere liegt im Retroperitonealraum und ist von einer bindegewebigen Kapsel und einer
Fettgewebskapsel umgeben. Der Sinus renalis, eine Einbuchtung im Hilumbereich, ist mit
Fettgewebe ausgefiillt, in das Nierenkelche, Nierenbecken und Geféalle eingebettet sind (Liillmann-
Rauch, 2006; Welsch & Deller, 2010). Die menschliche Niere ist in 6-8 gleichartige Einheiten
gegliedert, die sich jeweils in Mark und Rinde unterteilen lassen (multipapillirer Bau duch pri- und
postnatales Zusammenwachsen mehrerer Nierenanlagen). Miuse und andere kleine Séuger besitzen
dagegen nur eine solche Einheit (unipapillirer Bau) (Liillmann-Rauch, 2006). Das Mark ist
pyramidenférmig und ragt mit seiner Spitze, der Papilla renalis, in einen Kelch des Nierenbeckens.
Die Oberfliche der Papillen enthiilt Offnungen der Nierenkanilchen, die den Endharn in die
Nierenkelche und anschlieBend ins Nierenbecken leiten. Die Rinde umgibt die Basis der
Markpyramiden und besitzt dariiber hinaus Auslédufer (Columnae renales), die sich zwischen den
Pyramiden bis zum Sinus renalis fortsetzen. Von jeder Pyramidenbasis dringen Markstrahlen ins
umgebende Rindengewebe ein. Das restliche, von Markstrahlen freie Rindengewebe wird als

Rindenlabyrinth bezeichnet (Junqueia et al., 2002; Liillmann-Rauch, 2006).

Das Nephron

Die anatomische und funktionelle Grundeinheit der Niere ist das Nephron, von denen es in der
menschlichen Niere ca. eine Million, in der Mausniere ca. zwolftausend gibt (Weisert, 1990;
Welsch & Deller, 2010). Es setzt sich aus einem Nierenkorperchen und einem Tubulussystem
zusammen, das ins Sammelrohrsystem miindet. Jedes Nierenkorperchen wird von einer afferenten
Arteriole gespeist, die sich in ein kapillares Gefa3knéduel (= Glomerulus) aufteilt. Dieser miindet
wiederum in eine efferente Arteriole, die das Nierenkdrperchen verlisst. Uber den Glomerulus
stiilpt sich becherférmig als blindes Ende des Tubulussystems die Bowman-Kapsel. Die innere
Kapselwand umgibt das Kapillarendothel der Glomeruli, wéhrend die &duBlere Kapselwand die

dullere Begrenzung des Glomerulus bildet. Dazwischen befindet sich der Kapselraum, in den der



Primérharn filtiriert wird (Abb. 1.4) Die sog. Podozyten der inneren Kapselwand bilden zusammen
mit dem Kapillarendothel und der dazwischenliegenden Basallamina eine dreischichtige
Filtrationsbarriere. Die fingerformigen Auslédufer der Podozyten umgeben die Kapillaren so dicht,
dass nur schlitzformige Zwischenrdume entstehen. Durch zusitzliches Hineinragen von
Glykoproteinen der Basallamina wird ein Ultrafilter gebildet, der fiir Proteine > 70 kDa komplett
undurchlissig ist (Liillmann-Rauch, 2006). Die Kapillaren des Glomerulus sind von
glattmuskeldhnlichen Mesangialzellen umgeben, die die Blutzufuhr zu bestimmten Kapillaren
durch Kontraktion beschranken konnen. Das ermdglicht eine gewisse Regulierung des Blutdruck im
Glomerulus und damit auch eine Steuerung der Filtration (Moyes & Schulte, 2008). An das
Nierenkdrperchen schlie3t sich das Tubulussystem an, das in einen Tubulus proximalis, intermedius
und distalis unterteilt wird. Der Tubulus proximalis besteht aus einem gewundenen (Pars contorta)
und einem geraden (Pars recta) Anteil. Als nichster Abschnitt folgt der Tubulus intermedius, der je
nach Lage des Nephrons entweder nur einen aufsteigenden oder aber einen aufsteigenden und einen
absteigenden Schenkel besitzt. Der aufsteigende Schenkel miindet im Tubulus distalis, der sich
wiederum in eine Pars recta und eine Pars contorta unterteilen lisst. Uber ein Verbindungsstiick
findet der distale Tubulus Ansschluss an das Sammelrohrsystem. Die Sammelrohre durchqueren
das gesamte Nierenparenchym und miinden an den Papillen ins Nierenbecken. Die gewundenen
Anteile von Tubulus proximalis und distalis befinen sich wie die Nierenkorperchen im
Rindenlabyrinth. Dort findet der {iberwiegende Teil der Resorptions- und Sekretionsvorgénge statt,
die zur Sekunddrharnbildung fiihren. Die geraden Anteile des Tubulussystems, auch als Henle-
Schleife bezeichnet, verlaufen gemeinsam mit den Sammelrohren gestreckt und parallel zueinander
in den Markpyramiden und ermdglichen zusammen mit den dazugehodrigen Gefdlen durch

Wasserresorption die Harnkonzentrierung nach dem Gegenstromprinzip (Liillmann-Rauch, 2006).

Je nach Lage innerhalb der Nierenrinde unterscheidet man juxtamedulldre und oberflachliche
Nephrone, deren Tubulussysteme unterschiedlich weit in das Mark hineinreichen. Die
unterschiedliche Lage und Strukturierung der Nephrone, die unterschliedliche Linge der Henle-
Schleifen und die Anordnung der Sammelrohre sind das Korrelat fiir die makroskopische
Erscheinung der Markstrahlen und die Unterteilung des Nierenmarks in eine Innen- und Auf3enzone

(Welsch & Deller, 2010). (s. Abb. 1.1)

Die GefaBBarchitektur der Niere

Die GefdBarchitektur der Niere ist einzigartig und essenziell fiir die Nierenfunktion. Eine
Besonderheit stellt dabei die starke Durchblutung der Nierenrinde dar, die der Filtratbildung und
somit den Regulations- und Ausscheidungsaufgaben der Niere dient. Wéhrend beide Nieren
zusammen beim Menschen nur ca. 1 % des Korpergewichts ausmachen, durchstromt sie etwa
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15-25 % des Herzzeitvolumens (Klinke et al., 2005). Eine weitere Besonderheit besteht darin, dass
das Blut zwei Kapillarbetten nacheinander durchlaufen muss. Das Kapillargebiet der Glomeruli ist
ein arterielles Portalsystem: Jeder Gefdflknéuel ist zwischen zwei Arteriolen eingeschaltet und weist
einen fiir Kapillaren ungew6hnlich hohen Druck auf (55 mmHg im Vergleich zu 25 mmHg in den

iiblichen Kapillaren) (Liillmann-Rauch, 2006). Dadurch wird eine effektive Filtration ermdglicht.

A. inter- peritubuléres
lobularis Kapillarnetz
Markstrahl

oberflachliches
Nephron

Abb. 1.1: Feinstruktur der Niere.

Links: Lage der Tubulussegmente in
Abhiéngigkeit von der Position des
Nephrons. Tubulussegmente: Pars
L iriter: contorta (gelb) und Pars recta (orange)

1;};;ﬂﬁ;’h lobularis des Tubulus proximalis, Tubulus
. intermedius (braun), Pars recta (hell-
griin) und Pars contorta (dunkelgriin)
juxta- des Tubulus distalis, Verbindungs-

medullédres .. .
Nephron stiick (lila), Sammelrohrsystem (hell-
blau). AStr. = AuBenstreifen, IStr =

A Innenstreifen.
Rechts: GefdBarchitektur. a = Vas
3uReres afferens. e = Vas efferens.

i (Abbildung  modifiziert  nach

Liillmann-Rauch, 2006)

Die Arteria renalis tritt im Bereich des Nierensinus in das Nierenparenchym ein und teilt sich in
mehrere Aa. interlobares auf, die in die Columnae renales eintreten und in den Aa. arcuatae
miinden. Diese bilden ein verzweigtes arterielles Netz, das sich an der Grenze zwischen Rinde und
Mark erstreckt und die Aa. interlobulares abgibt. Aus diesen entspringen in unregelméfBigen
Abstinden die afferenten Arteriolen, die die Glomeruli speisen. Das glomeruldre Kapillarbett
miindet in die efferenten Arteriolen, die zur Sicherstellung eines ausreichenden glomerulédren
Perfusionsdrucks einen kleineren Durchmesser als die afferenten Arteriolen besitzen. Die efferenten
Arteriolen, die aus oberflachlichen Glomeruli entspringen, verzweigen sich anschlieBend zu den

peritubulldren Kapillaren und versorgen die Tubuli der Nierenrinde. Die aus juxtaglomeruldren



Glomeruli stammenden efferenten Arteriolen geben dagegen die Aa. rectae ab, die zusammen mit
den Henle-Schleifen ins Nierenmark absteigen, um danach als Vv. rectae wieder in die Nierenrinde
aufzusteigen. Diese Vasa recta sind am Gegenstromprinzip der Harnkonzentrierung in der Henle-
Schleife beteiligt. Das aus den Vasa recta und den peritubuldren Kapillaren stammende vendse Blut
gelangt anschlieBend {iber die Vv. arcuatae und die V. interlobares in die V. renalis (Anderhuber &

Weiglein, 1992; Welsch & Deller, 2010).

1.2 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die Aufgabe des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) besteht in der Regulierung des
Blutdrucks und der Aufrechterhaltung des Wasser- und Salzhaushaltes im Korper (Davis &
Freeman, 1976; Wagner & Kurtz, 1998). Beim Unterschreiten einer kritischen Blutdruckschwelle
im Vas afferens, bei zu niedriger Natriumchlorid-Konzentration am distalen Tubulus oder nach
Aktivierung durch das sympathische Nervensystem setzen die juxtaglomeruldren Zellen Renin frei

und setzen dadurch die RAAS-Kaskade in Gang (Junqueira et al., 2002).

Angiotensinogen

— Renin ——p l

. Angiotensin |
negatives
Feedback
l 4—— ACE
Aldosteron Angiotensin Il N Sympathikus-
aktivierung
v
Durst ADH
v v v v
Natrium-/Wasserretention Vasokonstriktion

Blutdruck
Salz-/Wasserhaushalt

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Signalkaskade des RAAS. ACE = Angiotensin-converting Enzyme.
ADH = Antidiuretisches Hormon.



Das RAAS besteht aus der Aspartylprotease Renin, dem Glykoprotein Angiotensin und dem
Steroidhormon Aldosteron. Renin spaltet von Angiotensinogen, welches in der Leber gebildet und
ins Blutplasma sezerniert wird, das biologisch inaktive Dekapeptid Angiotensin I (ANG 1) ab.
Dieses wird anschlieBend durch das an der Oberfliche der Endothelzellen der Lunge befindliche
Angiotensin Converting Enzym (ACE) zum Oktapeptid Angiotensin II (ANG II) umgewandelt.
ANG II ist der eigentliche physiologische Effektor des RAAS (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008) und
erreicht seine Wirkung iiber ANGII-Rezeptoren (AT;- und AT,-Rezeptoren), die sich auf Zellen des
kardiovaskulédren, des endokrinen und des Endothelsystems befinden (Ardaillou, 1999; Grobecker,
1999; Levens et al., 1981; Unger et al., 1996). Uber den wesentlich stirker exprimierten AT;-
Rezeptor (de Gasparo et al., 2000) nimmt ANGII iiber unterschiedliche Wege Einfluss auf den
Blutdruck und den Wasser-Salz-Haushalt mit dem Ziel eines stabilen Kreislaufs und einer
ausreichenden glomueruldren Filtration. ANGII wirkt stark vasokonstriktorisch durch Erh6hung des
GefaBwiderstands, indem es zum einen an ANGII-Rezeptoren der GefiBwand bindet und zum
anderen im Hypothalamus das Kreislauf-Zentrum aktiviert. Dariiber hinaus I0st es im
Hypothalamus eine vermehrte ADH-Sekretion aus und fordert das Durstgefiihl und den Appetit auf
Salziges (Silbernagl & Despopoulos, 2007). In der Nebennierenrinde stimuliert ANGII in der Zona
glomerulosa die Bildung und Freisetzung des Mineralkortikoids Aldosteron, welches in der Niere
iiber eine vermehrte Einsparung von Natriumionen im Tausch gegen Kaliumionen die Salz- und
Wasserresorption fordert. Eine weitere Wirkung wird {iber die vermehrte Freisetzung von Adrenalin
aus dem Nebennierenmark erzielt, das iiber eine Vasokonstriktion ebenfalls eine Erhohung des
GefdBwiderstands und des Blutdruck bewirkt. Sowohl ANGII als auch Aldesteron hemmen die

Freisetzung von Renin aus den juxtaglomeruléren Zellen im Sinne eines negativen Feedbacks.

Die Funktionen des wesentlich schwécher exprimierten AT,-Rezeptors unterscheiden sich
maBgeblich von denen des AT;-Rezeptors. Obwohl iiber den Rezeptor bisher relativ wenig bekannt
ist, konnten Studien aus den letzten Jahren eine antiproliferative Wirkung auf Endothelzellen, einen
gewebeprotektiven Effekt auf neuronales Gewebe, Herz, Niere und weitere Organe sowie eine

antiinflammatorische Wirkung beschreiben (Steckelings, 2011).

Da Angiotensinogen und ACE unter physiologischen Bedingungen im Uberfluss vorhanden sind,
stellt die Reninkonzentration im Blut den limitierenden Faktor der RAAS-Kaskade dar (Kurtz,
1989; Mercure et al., 1998; Peters & Clausmeyer, 2002).

AuBlerhalb der Niere konnten in verschiedenen Organen lokale Renin-Angiotensin-Systeme
gefunden werden, u.a. in Augen, Herz, Gehirn und Reproduktionsorganen (Paul et al., 2006). Bis
auf die postulierte regulierende Funktion der Myozytenkontraktilitdt (Delbridge et al., 1995) ist

iiber diese lokalen Systeme noch wenig bekannt.



1.3 Reninsynthese in der juxtaglomeruliren Zelle

Das Reningen wurde bereits flir unterschiedliche Spezies analysiert und beschrieben. Bei Maus und
Ratte besteht es aus neun Exons und acht Introns, beim Menschen liegt ein weiteres Exon vor, das

drei zusitzliche Aminoséduren kodiert (Castrop et al., 2010; Dzau et al., 1988).

Auffallend ist die Existenz von zwei reninkodierenden Genen bei einem Teil der Mausepopulation:
Bei manchen Maiusen sind zwei Reningene, Ren-1D und Ren-2, zu finden, wihrend andere Mause
nur das Ren-1C-Gen besitzen. Die enge Verwandtschaft von Ren-1 und Ren-2 kdénnte dadurch
erklirbar sein, dass Ren-2 vor ca. drei Millionen Jahren durch Genduplikation aus Ren-1 entstanden

ist (Dickinson et al., 1984; Holm et al., 1984).

Die Reninsynthese beginnt mit der Bildung von Priprorenin (Barajas, 1979; Taugner et al., 1984),
das ins Lumen des endoplasmatischen Retikulums transportiert und dort durch die Abspaltung der

Prasequenz zum Vorlauferprotein Prorenin umgewandelt wird (Morris, 1992).

Dieses gelangt anschlieend zur weiteren Modifizierung in den Golgi-Apparat und wird einem von
zweil Sekretionswegen zugefiihrt: Es wird entweder als inaktive Form konstitutiv sezerniert oder fiir
die regulierte Exozytose durch Mannose-6-Phosphatreste glykosyliert (Faust et al., 1987) und unter
Beteiligung von Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren in lysosomale Kompartimente beférdert (Chao et
al., 1990). Dort erfolgt die Verpackung von Prorenin in Speichergranula, in denen durch
Abspaltung der Prosequenz das aktive Renin ensteht. Die anschlieBende Freisetzung von Renin
geschieht durch regulierte Exozytose und findet dabei schubweise, nach dem Alles-oder-nichts-

Prinzip, statt (Peti-Peterdi et al., 2004).

Endoplasmic Golgi apparatus Clear Constitutive pathway
reticulum " vesicles A

/7 Proconvertase N\

Nucleus = \ / h
el | >/ cathepsins \
e 0 u Active
N— \ 0 f—* \\ Prorenin Renin_ renin
mRNA = A
Pre-Pro-renin Glycosylation Proto Dense core vesicles
of Pro-renin granules
Pro-renin Tagging for Regulated pathway

regulated pathway

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Reninsynthese und —sekretion (Abbildung nach
Schweda et al., 2007)

10



Die Reninsynthese in der Niere findet in speziellen Zellen statt, die in der Tunica media der
afferenten Arteriolen in unmittelbarer Ndhe zum GefiaBBpol der Glomeruli liegen. Deren Lage fiihrte
zur Bezeichnung als ,,juxtaglomerulédre Zellen* (JG-Zellen) (Bader & Ganten, 2000). Bei den Zellen
handelt es sich um modifizierte glatte Muskelzellen, die aufgrund der zahlreichen
Reninspeichergranula eine epitheloide Form besitzen. Zusammen mit der Macula densa des distalen
Tubulus, dem extraglomeruldren Mesangium und den endothelialen Glattmuskelzellen bilden sie
den juxtaglomeruldren Apparat (Barajas, 1979; Taugner et al., 1984). In geringerem Ausmal} sind
granulierte JG-Zellen auch in der Wand der efferenten Arteriolen oder entlang der Mesangialzellen

lokalisiert (Keeton and Campbell, 1980).

granulierte Basal- distaler
JG-Zellen lamina  Tubulus

Artericla

afferens i

efferens
5‘;.:3:: — —~ .

extraglomemlérm

Mesangiumzellen .

_ Kapillarschlinge
7 des Glomerulus

| Y, partetales Blatt der
‘ p— . : A 1 Bowman-Kapsel

Podozyten i W ) f

(inneres Blatt der — / \ ' i

Bowman-Kapsel) i . .
>~ intraglomerulére
j Mesangiumzellen

Kapselraum

proximaler
Tubulus

Abb. 1.4: Schematische Darstellung eines Glomerulus. Der juxtaglomeruldre Apparat besteht aus den
granulierten JG-Zellen, der Macula densa, der afferenten und efferenten Arteriole und dem extra-
glomeruldren Mesangium (Abbildung modifiziert nach Welsch & Deller, 2010).

Die beschriebene Lokalisation der reninbildenden Zellen ist die Endlokalisation in der
ontogenetischen Entwicklung der Niere, wihrend der die Reninsynthese entlang des gesamten
priaglomeruldren Gefdflbaums stattfindet. Nach Beginn in den groBeren intrarenalen Arterien
schreitet der Expressionsort kontinuierlich in Richtung kleinerer Gefdlle fort, bis die endgiiltige
juxtaglomeruldre Lage erreicht ist (Minuth et al., 1981; Sauter et al., 2008). Obwohl diese in
adulten Individuen unter physiologischen Bedingungen konstant bleibt, kann sich die Anzahl der

reninbildenden  Zellen unter pathologischen  Umstinden &ndern. In  chronischen
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Salzmangelsituationen wird das RAAS dauerhaft aktiviert und es findet eine sogenannte retrograde
Rekrutierung der reninbildenden Zellen statt: die Reninsynthese findet dann dhnlich wie in fritheren
Entwicklungsstadien auch in den vorgeschalteten priaglomeruliren Gefdlen statt. Diese
Rekrutierung erfolgt nach einem diskontinuierlichen, bisher noch nicht vollstindig verstandenem
Muster (Casellas et al., 1994; Fuchs et al., 2002; Reddi et al., 1998). Gegensitzlich fiihrt eine
chronische Unterdriickung des RAAS, wie sie beispielsweise bei Diabetes mellitus vorkommt, zur

Umbildung von reninbildenden Zellen zu Glattmuskelzellen (Kurtz, 1989).

1.4 Regulation der Reninsynthese und —sekretion

1.4.1 Faktoren der physiologischen Regulation

Die Salzaufnahme des Korpers stellt einen zentralen physiologischen Regulator der Reninsynthese
und -sekretion dar. Von besonderer Bedeutung ist dabei der enge Kontakt zwischen den
reninbildenden JG-Zellen und der Macula densa des distalen Tubulus, die aus spezialisierten
Endothelzellen besteht. Diese fungieren als sensorisches Element, indem sie die Natriumchlorid-
Konzentration im distalen Tubulus messen (Schnermann, 1998; Vander, 1967). Niedrige NaCl-
Konzentrationen stimulieren das RAAS, hohe Konzentration hemmen es dagegen. Der genaue
Einflussmechanismus der Macula densa auf die Reninbildung ist noch nicht ausreichend erforscht,
postuliert wird jedoch ein Zusammenspiel verschiedener lokaler Mediatoren. Die Macula densa
beeinflusst dariiber hinaus druch tubuloglomerulidres Feedback den GefdBwiderstand in den
afferenten und efferenten Arteriolen, was der kapazititsbedingten Natriurese entgegenwirkt und zur

Natriumhomoostase im Korper beitragt (Castrop et al., 2004).

Als weiterer Faktor beeinflusst der Blutdruck die Reninfreisetzung. Ein systemischer
Blutdruckabfall fiihrt zum Absinken des renalen Perfusionsdrucks und zur Stimulierung der
Reninsynthese und -sekretion. Durch die Aktivierung des RAAS und die Bildung von ANGII
nimmt der GefaBBwiderstand zu und der Blutdruck steigt. Gegensitzlich haben hohe Blutdruckwerte
durch ein negatives Feedback eine Minderung der Reninsekretion zur Folge (Skinner et
al., 1964). Die Vermittlung dieses Feedbacks erfolgt iiber einen wahrscheinlich in der Niere
lokalisierten Barorezeptor (Scholz et al., 1994). Auch wenn der genaue Mechanismus noch nicht
ginzlich verstanden ist, wird vermutet, dass es bei Druckanstieg in der afferenten Arteriole zu einer
Erhohung der intrazelluliren Calcium-Konzentration in den GefdaBmuskelzellen des JGA kommt,
was wiederum {iber eine kontraktionsbedingte Anderung der Wandspannung eine Minderung der

Reninsekretion bewirkt (Bader & Ganten 2000; Carey et al., 1997).
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Auch das sympathische Nervensystem ist malgeblich an der Regulation der Reninsekretion
beteiligt. In der Niere werden neben afferenten und efferenten Arteiolen auch der proximale und
distale Tubulus, die Henle-Schleife und die JG-Zellen sympathisch innerviert (Barajas et al., 1992;
DiBona, 2000). Wéhrend vaskuldre Effekte iiber a;- und B,-Rezeptoren erreicht werden, besitzen
die reninbildenden Zellen B;-Rezeptoren (Boivin et al., 2001; Hackenthal et al., 1990). Diese
werden durch die systemisch zirkulierenden oder lokal sezernierten Katecholamine stimuliert und
aktivieren ihrerseits die Adenylatzyklase. Die daraus resultierende cAMP-Erhohung steigert die
Reninsekretion (Holmer et al., 1997; Kurtz, 1997). Interessant ist die Beobachtung, dass nur
reninhaltige Zellen des JGA sympathisch angeregt werden konnen, nicht jedoch rekrutierte,

rdumlich vom JGA getrennte reninpositive Zellen (Wagner et al., 1999).

Die Wirkungen von ANGII und Aldesteron als weitere Regulatoren der Reninsekretion wurden
bereits in Kapitel 1.2 beschrieben. Darliber hinaus sind lokale Faktoren bekannt, die in
unmittelbarer Ndhe der JG-Zellen synthestisiert werden und neben den oben genannten klassischen
Regulationsfaktoren ebenfalls einen signifikanten Effekt auf die Reninsynthese und -sekretion
haben. Wiahrend endotheliale Autacoide wie Prostaglandin E,, Prostazyklin oder Stickstoffmonoxid
(NO) die Synthese antreiben, iiben beispielsweise Endotheline einen hemmenden Einfluss aus

(Wagner et al., 1998).

1.4.2 Faktoren der Regulation auf zellulirer Ebene

Als zentraler intrazelluldrer Stimulator fiir die Reninfreisetzung konnte der cAMP-Signalweg
identifiziert werden (Klar et al., 2002; Pan et al., 2001). Seine Aktivierung erfolgt unter anderem
durch Katecholamine, die Prostaglandine E, und I, (=Prostazyklin) und CGRP (Calcitonin-gene-
related peptide), die an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren binden (Kurtz, 1989). Nach Bindung des
Liganden an den Rezeptor dissoziiert vom stimulierenden G-Protein Gg die Untereinheit Gs-a,
welche die Adenylatzyklase aktiviert. Diese wandelt ihrerseits ATP zu cAMP um und der daraus
resultierende cAMP-Ansteig fithrt schlieBlich zur Steigerung der Renintranskription und
-translation. Dieser Effekt kommt durch die cAMP-abhingige Aktivierung der Proteinkinase A
zustande - ein Phidnomen, das fiir viele andere Zellen des Korpers bekannt und bereits gut
untersucht ist (Lalli et al., 1994). Die Proteinkinase A phosphoryliert den Transkriptionsfaktor
CREB (cAMP response element-binding protein), der an das cAMP response element, eine
Promotorregion des Reningens, binden kann und schlieBlich durch Transaktivierung die
Renintranskription steigert (Klar et al., 2002; Pan et al., 2001). Dariiber hinaus verhindert cAMP die
Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikum und reduziert die Calciumpermeabilitit

der Zellmembran, was einen positiven Effekt auf die Reninsekretion hat (DellaBruna et al., 1993).
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Eine andere Theorie geht von einer Proteinkinase A-gesteuerten Aktivierung von Protonenpumen in
der Membran von Reninspeichervesikeln aus, die dadurch zur Entleerung gebracht werden (King &
Fray, 1994). Die zentrale Rolle des cAMP-Wegs beziiglich Reninsynthese und —freisetzung konnte
durch Untersuchungen mit Gs-a-Knockout-Méusen bestétigt werden (Chen et al., 2007; Neubauer et
al., 2009). Limitierend wirken auf den cAMP-Weg Phsophodiesterasen, die cAMP zu AMP abbauen
(Chiu & Reid, 1996; Chiu et al., 1999).

cGMP

o ©

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der intrazelluldren Signalwege, die die Reninfreisetzung beeinflussen.
ACS5/6 = Adenylatzyklase 5/6. AMP = Adenosinmonophosphat. ANP = Atriales Natriuretisches Peptid. ATP
= Adenosintriphosphat. Ca2+ = Calcium. cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat. cGKII = ¢cGMP-
dependent protein kinase type II. cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat. DAG = Diacylglycerol.
GC-A = Guanylatzyklase A. GP = Glykoprotein. IP3 = Inositoltriphosphat. NO = Stickstoffmonoxid. sGC =
16sliche (soluble) Guanylatzyklase. GTP = Guanosintriphosphat. PDE3a = Phosphodiesterase 3a. PIP2
= Phosphatidyl-Inositolbisphosphat. PKA = Proteinkinase A. PKC = Proteinkinase C. PLC =
Phospholipid C. (Abbildung nach Castrop et al., 2009)

Im Gegensatz zum cAMP-Signalweg fungiert die intrazelluldre Calcium-Konzentration in den JG-
Zellen als Inhibitor des Reninexpression und -freisetzung (Fuchs et al., 2003). In dieser Hinsicht
unterscheiden sich die reninbildenden Zellen von allen anderen sekretorischen Zellen im Korper, in
denen eine intrazelluldre Calciumerhéhung in der Regel die Exozytose iniziiert (Cohen et al., 1997),
was als "Calcium-Paradoxon" bezeichnet wird (Persson, 2003; Schweda and Kurtz, 2004). Ein
moglicher und derzeit diskutierter Erkldrungsansatz liegt in der Féhigkeit von Calcium, die
Adenylatzyklasen AC5 und AC6 zu hemmen (Griinberger et al., 2006; Ortiz-Capisano et al., 2007;
Schweda et al., 2007). Beide Enzyme wurden in den JG-Zellen auf mRNA-Ebene nachgewiesen
(Griinberger et al., 2006; Ortiz-Capisano et al., 2007). AuBlerdem konnte in primiren JG-
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Zellkulturen gezeigt werden, dass der intrazelluldre Calcium-Anstieg nach Gabe von ANGII oder
Endothelin eine Senkung des cAMP-Levels und der Reninsekretion zur Folge hat. Es wird
vermutet, dass diese Querverbindung zwischen Calcium und dem cAMP-Signalweg zur Erklarung
des Calcium-Paradoxons beitragen konnte, es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen zur Funktion

von AC5 und AC6 in vivo (Castrop et al., 2010).

Die dritte Signalkaskade, der cGMP-Weg, kann auf das RAAS sowohl stimulierend als auch
inhibierend wirken. Die Mediatoren Stickstoffmonoxid (NO) und ANP konnen zytosolische oder
membrangebundene Guanylatzyklasen aktivieren, die GTP zu cGMP umwandeln. Einerseits hemmt
cGMP die Phosphodiesterase-3 (PDE-3), verhindert damit den cAMP-Abbau und iibt dadurch einen
stimulierende Einfluss auf das RAAS aus (Friis et al., 2002; Reid & Chiu, 1995). Andererseits
aktiviert cGMP die Proteinkinase II. Diese ist mit Reninspeichergranula assoziiert und hemmt die
Reninfreisetzung (Gambaryan et al., 1996; Wagner et al., 1998). Welcher der beiden Wege
eingeschlagen wird, konnte von der c¢cGMP-Konzentration abhdngen: Wihrend bei niedriger
Konzentration der hemmende Einfluss zu iiberwiegen scheint, riickt bei hohen Konzentrationen der

aktivierende Effekt in den Vordergrund (Kurtz & Wagner, 1998).

Abgesehen von diesen drei klassischen Signalkaskaden haben in den letzten Jahren vermehrt neue
Erkenntnisse lber Gap Junctions und micro-mRNA an Aufmerksamkeit gewonnen, die
vielversprechend beziiglich eines umfassenderen Verstindnisses der komplexen Regulation des

Reninsystems scheinen (Sequeira Lopez & Gomez, 2010).

1.4.3 Interzelluliire Kommunikation mittels Gap Junctions

Gap Junctions sind Zell-Zell-Verbindungen, die benachbarte Zellen miteinander elektrisch und
metabolisch koppeln. Die Zellen des gesamten JGA mit Ausnahme der Macula densa sind durch
derartige Kontakte miteinander verbunden und stellen somit ein funktionelles Synzytium dar (Hees
& Sinowatz, 2000). Die Baueinheit der Gap Junctions sind die integralen Membranproteine
Connexine, von denen bei der Maus bisher 20 und beim Menschen 21 Subtypen bekannt sind. Die
Bezeichnung erfolgt dabei entsprechend des Molekulargewichts, z.B. kennzeichnet Cx40 ein
Connexin mit der Masse 40kDa (Sohl & Willecke, 2004). Sechs gleiche oder unterschiedliche
Connexine sind rohrenféormig zu einem Halbkanal (Connexon) zusammengelagert, der mit dem
Connexon der benachbarten Zelle den kompletten Kanal (Gap Junction) bildet (Karp, 2005). Dieser
ermOglicht einen direkten Durchgang von anorganischen Ionen (Na?*, Ca®") und kleinen
wasserloslichen Molekiilen (z.B. cAMP) und besitzt je nach Zusammensetzung der Connexine eine
unterschiedlich ausgepragte Leitfdhigkeit, die dariiber hinaus durch komplexe Mechanismen

reguliert wird (Hanner et al., 2010; Wolfle et al., 2007). In der Niere dominiert die Expression von
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Cx40, dessen Rolle fiir das RAAS in mehreren Studien untersucht wurde. Studien mit Cx40-
defizienten Miusen zeigen, dass in diesen Tieren die Positionierung und Rekrutierung von
reninbildneden Zellen gestort ist. Wihrend die Lokalisation reninbildender Zellen in der fetalen
Niere unauffillig ist, findet die Reninbildung im adulten Organismus nicht nur an der typischen
juxtaglomeruldren Position, sondern auch im juxta- und periglomeruldren Interstitium statt. Dariiber
hinaus erfolgt nach Stimulation des RAAS keine retrograde Rekrutierung reninbildender Zellen

entlang afferenter Arteriolen (Kurtz et al., 2007).

1.5 Die Superfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen

Die Aldo-Keto-Reduktasen sind eine grofe Superfamilie von NADPH-abhingigen Oxido-
reduktasen, die die Reduktion von aromatischen und aliphatischen Aldehyden und Ketonen in die
korrespondierenden Alkohole katalysieren. Als Substrat dienen sowohl endogene Stoffe wie
Monosaccharide, Lipide, Prostaglandine und Steroidhormone als auch Xenobiotika. Entsprechend
dieses Substratspektrums erflillen Aldo-Keto-Reduktasen unterschiedliche Aufgaben in
Stoffwechsel, Biosynthese und Detoxifikation.

Als erster beschrieb der belgische Physiologe und Biochemiker Henry-Géri Hers die Entdeckung
des Enzyms Aldose-Reduktase (Hers, 1956). Im Verlauf der folgenden Jahrzehnte wurden Studien
iiber eine Vielzahl anderer Enzyme verdffentlicht, die in Bezug auf Aminosdurensequenz,
Substratspezifitit und genomische Organisation groBe Ahnlichkeiten untereinander und mit der
Aldose-Reduktase aufweisen. Heute wird die Gesamtheit dieser Enzyme zur groen Superfamilie
der Aldo-Keto-Reduktasen (AKR) zusammengefasst. Aufgrund von iiberlappenden Substrat- und
Coenzymspezifititen, die zu Verwechslungen zwischen diesen Enzymen fithren konnten, wurde ein
einheitliches Nomenklatursystem fiir die AKR-Superfamilie eingefiihrt. Das System basiert auf
strukturellen und genetischen Eigenschaften der Proteine und ist unter www.med.upenn.edu/akr
einsehbar (Hyndman et al., 2002). Die Einteilung erfolgt anhand der Aminoséurensequenz, wobei
innerhalb einer Subfamilie mehr als 60 % Ubereinstimmung besteht und Mitglieder einer Familie
weniger als 40 % Ubereinstimmung mit anderen Familien aufweisen. Zur Bezeichnung der
Mitglieder werden an die allgemeine Bezeichnung AKR drei weitere Zeichen angehingt - eine Zahl
fiir die Familie, ein Buchstabe fiir die Subfamilie und eine weitere Zahl fiir das konkrete Enzym. So
ist beispielsweise AKR1BI1, die menschliche Aldose-Reduktase, ein Enzym aus der Familie 1 und
Subfamilie B der Aldo-Keto-Reduktasen. Aktuell umfasst die Enzymfamilie {iber 150 Mitglieder in

15 Familien und 50 Subfamilien.
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Die Enzymfamilie der Aldo-Keto-Reduktasen besitzt ein ubiquitires Verbreitungmuster: Einige
ihrer Mitglieder werden nicht nur Vertebraten, sondern auch in Pflanzen, Protozoen, Pilzen,
Eubakterien und Archebakterien exprimiert (Jez et al., 1997). Deswegen liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass es sich um eine Genfamilie handelt, die bereits sehr friith in der Evolutionsgeschichte

aufgekommen ist (Seery et al., 1998).

Die Aldo-Ketoreduktasen der Siugetiere sind in drei Familien vertreten: AKR1, AKR6, AKR7. Am
intensivsten untersucht sind bisher die Eigenschaften und Funktionen der am lidngsten bekannten
Aldo-Keto-Reduktase AKR1B1, der menschlichen Aldose-Reduktase. Es ist das erste Enzym des
Polyol-Reaktionswegs und reduziert neben anderen Zuckerverbindungen vor allem Glukose zu
Sorbitol. Dieses wird wird mit einer Reihe von Komplikationen bei Diabetes mellitus, wie
Nephropathie, Neuropathie und Katarakt in Verbindung gebracht (Kinoshita & Nishimura 1988;
Oates & Mylari, 1999). Mehrere Aldose-Reduktase-Inhibitoren als moglicher Ansatz zur Therapie
von diabetischen Komplikationen sind in den letzten Jahren Gegenstand diverser Studien gewesen,
mit Epalrestat steht sogar bereits ein erster Vertreter der Gruppe kommerziell zur Verfiigung
(Grewal et al., 2015). Dariiber hinaus wird der Aldose-Reduktase eine wichtige Rolle bei der

Osmoregulation und der Homdoostase divalenter Kationen zugeschrieben (Aida et al., 2000).

Weitere Vertreter der AKR-Superfamilie spielen u.a. eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der
Steroidhormone, der Biosynthese von Neurosteroiden und Gallensduren, im Stoffwechsel der
konjugierten Steroide und der synthetischen therapeutischen Steroide sowie als Strukturproteine in

Kaliumkanélen (Rizner & Penning, 2014).

1.6 Die Aldo-Keto-Reduktase AKR1B7

AKRIB7 wurde erstmalig von Taragnat et al. (1986) beschrieben. Aufgrund des gehéduften
Vorkommens im Vas deferens der Maus erhielt das Glykoprotein zunédchst die Bezeichnung
,Mouse Vas Deferens Protein.” (MVDP). Spéter wurde das Protein auch in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde und in weiteren Organen — u.a. Darm, Auge, Genitalorgane — lokalisiert
(Aigueperse et al., 1999; Brockstedt et al., 2000; Lau et al., 1995). Wihrend das Protein im Vas
deferens androgenabhédngig und mausspezifisch exprimiert wird (Martinez et al., 2001; Taragnat et
al., 1988), ist das Vorkommen in der Nebennierenrinde ACTH-abhingig und wird auch bei anderen
Nagern beobachtet (Aigueperse et al., 1999; Lau et al., 1995; Lefrancois-Martinez et al., 1999;
Martinez et al., 2001).

Funktionell wurde AKR1B7 eine Rolle in der zelluldren Detoxifikation zugesprochen: das Enzym

besitzt eine hohe Spezifitdt fiir Isocaproaldehyd und 4-Hydroxynonenal (4-HNE) (Lefrangois-
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Martinez et al., 1999), zwei hochtoxische Substanzen (Dianzani et al., 1999; Pizzimenti et al.,
2002). Da Isocaproaldehyd als Nebenprodukt wihrend der Steroidogenese entsteht
(Constantopoulos et al., 1966) und das Expressionsmuster von AKR1B7 in der Nebenniere und im
Ovar den Bildungsorten von Steroidhormonen wie Glukokortikoiden, Andorgenen und Progestin
entspricht, wurde vermutet, dass die Rolle von AKR1B7 in diesen Organen in der Detoxifikation
von Isocaproaldehyd besteht. Das hochtoxische 4-HNE entsteht durch Peroxidation von mehrfach
ungesattigten Fettsduren (Comporti, 1998; Yi et al., 1997). Da diese in auffallend hohen Mengen in
der Membran von Spermatozoen vorkommen (Aitken, 1994), wurde postuliert, dass die ausgeprigte
Expression von AKR1B7 im Vas deferens einen Schutzmechanismus gegen 4-HNE darstellt und
somit die Spermienvitalitit sichert. FEin Finfluss von AKRI1B7-Defizienz auf die
Reproduktionsfahigkeit von Méusen konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden (Baumann et al.,

2007).

Dariiber hinaus ist AKR1B7 an der Prostaglandinsynthese beteiligt, indem es die Vorstufe
Prostaglandin H, zu Prostaglandin F, umwandelt (Kabututu et al., 2009). Dieses spielt unter
anderem eine Rolle bei der Kontraktion der Uterus-, Bronchial- und Gefdalmuskulatur, bei der
Regulierung des intraokuldren Drucks, der renaler Filtration und des ovariellen Zyklus. Zudem
konnte kiirzlich gezeigt werden, dass AKRIB7 eine prostaglandin-vermittelte antiadipogene

Wirkung besitzt (Pastel et al., 2015; Volat et al., 2012).

In der Niere erlangte das Enzym dadurch Aufmerksamkeit, dass Brunskill et al. 2011 ein hohes
Expressionslevel von AKR1B7 in den reninbildenden Zellen von Maiusen entdeckten. Auf der
Suche nach einem unabhingigen Marker fiir reninexprimierende Zellen verglichen sie das
Genexpressionsprofil von reninbildenden Zellen mit dem Profil anderer Zelltypen in der Niere. Die
Untersuchung erfolgte dabei zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten der Niere und unter
verschiedenen Bedingungen - sowohl unter physiologischen Normalbedingungen als auch nach
Stimulation des RAAS und der damit verbundenen Rekrutierung von reninbildenden Zellen durch
eine Niedrigsalzdidt. Auffallend war dabei die Expression von AKRI1B7, die in allen
Entwicklungsstufen selektiv mit dem Reninexpressionsmuster iibereinstimmte - mit dem Beginn in
den groBeren intrarenalen Arterien bei neugeborenen Méusen und der endgiiltigen Lokalisation in
den JG-Zellen bei adulten Nieren. Auch unter Behandlung mit dem ACE-Hemmer Captopril folgte
AKRI1B7 der retrograden Rekrutierung der reninbildenden Zellen. Zur Klarung der Frage nach der
Unabhéngigkeit von AKR1B7 und Renin untersuchten Brunskill et al. auBerdem Renlc-Knockout-
Miuse. In deren Nieren war die AKRI1B7-Expression in denjenigen Zellen festzustellen, die
normalerweise Renin exprimieren wiirden, was dafiir spricht, dass Renin keinen Einfluss auf die

Expression von AKR1B7 in der Niere besitzt (Brunskill et al., 2011).

18



1.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die Entdeckung von Brunskill et al. filhrte zu der Frage, welche Rolle AKRIB7 in den
reninbildenden Zellen des JGA spielen konnte. Ein Einfluss von Renin auf die Expression von
AKR1B7 konnte bereits weitgehend ausgeschlossen werden, der umgekehrte Einfluss von AKR1B7
auf die Reninexpression und -sekretion und den Blutdruck wurde jedoch noch nicht untersucht.
Einerseits konnte man im Falle einer gegenseitigen Unabhéngigkeit beider Proteine bei strenger
Koexpression tatséchlich von der Entdeckung eines neuen, von Renin unabhéngigen Markers flir
reninbildende Zellen sprechen. Die Abwesenheit eines solchen verldsslichen und unabhingigen
Markers erschwerte bisher die Forschung an den reninbildenden Zellen, da bei Manipulationen, die
die Reninexpression beeinflussen, die Identifizierung dieser Zellen nicht sicher mdglich war
(Brunskill et al., 2011). Andererseits wurde auch die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass AKR
die Reninexpression und —sekretion beeinflusst. Ein solcher Zusammenhang schien nicht
unwahrscheinlich, nachdem eine mdgliche Verbindung zwischen den beiden Enzymen unter
Vermittlung von Prostaglandinen bestehen kénnte: Zum einen wurde in anderen Geweben die
Funktion von AKR1B7 als PGF-Synthase gesichert (Kabututu et al., 2009; Lambert-Langlais et al.,
2009) und zum anderen wird vermutet, dass Prostaglandine an der Reninsynthese und -sekretion
beteiligt sind (Hackenthal et al., 1980; Schwertschlag et al., 1980; Yu et al., 2009). Abgesehen von
der Frage nach der Unabhéngigkeit beider Proteine waren weitere Untersuchungen zur
Koexpression von AKR1B7 und Renin erforderlich. Die Koexpression wiahrend der Entwicklung,
unter physiologischen Bedingungen und bei Stimulation des RAAS durch ACE-Hemmung wurde
zwar bereits 2011 von Brunskill et al. untersucht. Dariiber hinaus ist es jedoch relevant, die
Expression beider Proteine unter weiteren Bedingungen zu analysieren, die zu einer vermehrten,

verminderten oder morphologisch abweichenden Reninexpression fiihren.

Um der Kldrung dieser Fragen ndher zu kommen, wurden in dieser Arbeit zwei Schwerpunkte
gesetzt: Zum einen wurde die Koexpression von Renin und AKRI1B7 nach verschiedenen
Manipulationen des RAAS untersucht, zum anderen wurde der Einfluss von AKR1B7 auf das

RAAS und die renale GefaBarchitektur analysiert.

Zur Analyse des Expressionsmusters wurden zum einen Diéttiere und zum anderen Versuchstiere
mit unterschiedlichen genetischen Defekten verwendet. Bei den Diéttieren wurde zwischen drei
Gruppen unterschieden: Normalsalz [NS]-, Hochsalz [HS]-, und Niedrigsalz [LS]-didtgruppe. Eine
hohe Salzzufuhr hemmt das RAAS und vermindert die Anzahl reninbildender Zellen, wahrend eine
zu niedrige Salzzufuhr zu einer Stimulierung des RAAS unter Beteiligung einer retrograden
Rekrutierung fiihrt. Die Miduse aus der Niedrigsalz-Diédtgruppe wurden dabei zusétzlich fiir sieben

Tage mit dem ACE-Hemmer Enalapril behandelt, um die Reninbildung noch stérker anzuregen.
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Zur  Koexpressions-Analyse ~ wurden zudem  zwei  Knockout-Modelle  verwendet:
Aldosteronsynthase-(AS)-Knockout und Connexin 40-(Cx40)-Knockout. Bei Aldosteronsynthase-
defizienten Tieren kommt es — dhnlich wie bei Niedrigsalzdidt und ACE-Hemmung — zu einer
ausgepragten Zunahme reninbildender Zellen durch retrograde Rekrutierung (Makhanova et al.,
2006). Dieser Effekt kommt dadurch zustande, dass erstens das Aldosteron-vermittelte negative
Feedback auf die Reninbildung wegfillt und dass zweitens die durch Aldosteronmangel verursache
Minderung der renalen Natrium- und Fliissigkeitsretention indirekt {iber einen Natriummangel und
eine Minderung des Blutdrucks zur Stimulierung des RAAS fiihrt. Ein Connexin40-Knockout fiihrt
zu einem anderen Phdnomen: Durch die Stérung der interzelluldren Kommunikation innerhalb des
JGA ist die retrograde Rekrutierung von reninbildenden Zellen gestort und reninpositive Zellen sind

neben der typischen juxtaglomeruldren Position auch in ektoper Lage zu finden (Kurtz et al., 2007).

Von den Nieren der genannten Mause wurden histologische Schnitte angefertigt und in diesen
Schnitten Glattmuskelaktin (als Marker fiir die GefdBwand), Renin und AKRI1B7 mit Hilfe
immunfluoreszierender Antikorper markiert. Auf diese Weise war eine mikroskopisch-histologische
Untersuchung des Koexpressionsmusters fiir Renin und AKR1B7 innerhalb und auBlerhalb der
GefiaBwand moglich. Von ausgewihlten Nieren, fiir die besonders aussagekriftige Ergebnisse
erwartet wurden (AS-Knockout, Cx40-Knockout und als Referenz Wildtyp unter Normalkost)
wurden auflerdem mit Hilfe von ebenfalls Immunfluoreszenz-markierten histologischen
Serienschnitten sowie des Computerprogramms Amira dreidimensionale Rekonstruktionen des
jeweiligen Gefdallbaums angefertigt. Durch die Darstellung der Lokalisation und Konzentration von
Renin und AKRIB7 im dreidimensionalen Raum boten diese Rekonstruktionen eine zusitzliche
Analysemoglichkeit in Bezug auf die Verteilung der reninbildenden Zellen und das

Koexpressionsmuster der beiden Proteine in der Niere.

Der zweite Versuchsteil beschiftigte sich mit dem Einfluss von AKR1B7 auf die Reninexpression
und —sekretion sowie auf den Blutdruck der Méuse. Zu diesem Zweck wurden AKR1B7-Knockout-
Maiuse mit Wildtyp-Méusen verglichen, und zwar ebenfalls innerhalb der bereits beschriebenen drei
Didtgruppen. Durch die Beriicksichtigung der Didt sollten differenzierte Aussagen in Bezug auf die
Auswirkungen der AKR1B7-Defizienz bei RAAS-Stimulation und —inhibition ermdglicht werden.
Bestimmt wurden in den jeweiligen Mausgruppen der Renin-mRNA-Gehalt der Nieren, die
Plasmareninkonzentration und der systolische Blutdruck. AuBerdem wurden auch fiir diese
Maustypen histologische Schnitte der Niere angefertigt, um das Reninexpressionsmuster von

Wildtyp- und AKR1B7-Maéusen in allen Diédtgruppen qualitativ vergleichen zu kénnen.
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Dariiber hinaus wurde fiir die AKR-Knockout-Maus ein dreidimensionales Modell des GefaBbaums
angefertigt. Durch den Vergleich mit dem GefdBbaum der Wildtyp-Maus sollten Aussagen dariiber
getroffen werden, ob AKR1B7 fiir die physiologische Architektur der Nierengefaf3e entbehrlich ist.
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2 Material und Methoden



2.1 Material

2.1.1 Geriite

Geriite Hersteller
Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Blutdruckmessger:it Blood Pressure Measuring Monitor, 9001-series;

TSE Systems, Bad Homburg

Computer Precision 690, Dell, Frankfurt am Main
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Filtersets

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

Filter set 43, Zeiss, Jena

Cy2-Filter:
Anregung450-490 nm

Emission 500-550 nm

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena

CyS5-Filter:
Anregung 625-655 nm

Emission 665-715 nm

Filter set 50, Zeiss, Jena

Fluoreszenzlampe X-Cite 120, EXFO Life Sciences

Industrial Division, Mississauga, Canada

Grafikkarte Quadro FX 4500, NVIDIA, Wurselen
Homogenisator Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen
Inkubationsschrank Modell B6200, Heraeus, Hanau

Kiihl- und Gefrierschrinke Santo Kiihlschrank, AEG, Niirnberg

Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr,
Ochsenhausen
Ultra-low-freezer -85 °C, New Brunswick

Scientific
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Kamera AxioCam MRm, Zeiss, Jena
Magnetriihrer MR 80, Heidolph, Schwabach
Mikroskope Axiostar 1122-100, Zeiss, Jena
Axiovert 200M, Zeiss, Jena
Mikrotom Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar

MilliQ Plus PF Reinwasseranlage

Millipore, Schwalbach

PCR-Geriite Thermocycler, OmniGene, MWG, Ebersberg
Primus 96, Peqlab, Erlangen
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim
pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson, Middleton, USA
Scantisch motorisierter Marzhausertisch (MAC 5000
Controller),
Ludl Electronic Products, Miinchen
Schiittler SM25, Edmund Biihler, Hechtingen
Spannungsquellen LKB ECPS 3000/150, Pharmacia, Ratingen
LKB GPS 200/400, Pharmacia, Ratingen
Multidrive XL, Pharmacia, Ratingen
UV-Leuchttisch Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt
UV-Spektrometer Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Freiburg
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H UniEquip, Martinsried
Vortexgeriite Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York
USA REAXI1, Heidolph, Schwabach
Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GieBBen
Feinwaage P-1210, Mettler, Giellen
Feinwaage W13, Mettler, Gieflen
Wirmeblocke Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg
Wiirmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar
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Wirmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach
Wirmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/1
Wasserbider Modell W13, Haake, Karlsruhe
1083, GFL, Burgwedel
Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Auslaufpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt, Niimbrecht

Deckglaschen

Labonord, Monchengladbach

Filter

Schleicher & Schuell, Dassel

Gewebe-Einbettkassetten

Labonord, Mdnchengladbach

Glaswaren Roth, Karlsruhe
Schott, Mainz
Handschuhe Hartmann, Heidenheim

Light Cycler 480 Multiwell Platten 96

Roche, Mannheim

Liquid Blocker

Labonord, Ménchengladbach

Objekttrager, Superfrost Plus

Menzel-Gléser, Braunschweig

Parafilm

American National Can, Greenwich, USA

Préaparatekésten

Roth, Karlsruhe

Reagiergetfifle Falcon 15 ml, 50 ml

Sarstedt, Niimbrecht

Silikonkautschuk GieB3formen

Roth, Karlsruhe

Skalpellklingen

Feather, Koln
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2.1.3 Chemikalien

Produkt Hersteller
Agarose Biozym, Oldendorf
Chloroform Merck, Darmstadt

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Fluka, Neu-Ulm

DNA Liéngenstandard: 100 bp DNA
Ladder

New England, Biolabs, Frankfurt am Main

Enalapril

Sigma, Deisenhofen

Essigsdure 100 %

Merck, Darmstadt

Ethanol p.a.

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Sigma, Deisenhofen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Darmstadt

First Strand Buffer, 5x

Invitrogen, Karlsruhe

Glycergel Mounting Medium

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

Glycerin 87 %

Merck, Darmstadt

GoTaq DNA Polymerase, 5 U/ul

Promega, Mannheim

GoTaq Reaction Buffer Green, 5x bzw.

Colorless, 5x

Promega, Mannheim

H,0, 30 %

Merck, Darmstadt

HCI IN

Merck, Darmstadt

Heparin Liquemin®25000 5 ml Ampullen (5000
LE./ml)

Roche, Mannheim

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Isotone NaCl-Losung 0,9 %

B. Braun, Melsungen

KzHPO4 X3 H2O

Merck, Darmstadt

KH,POy4 Merck, Darmstadt
Ketamin CP-Pharma, Burgdorf
Methanol Merck, Darmstadt
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M-MLYV Reverse Transcriptase, 200 U/l

Invitrogen, Karlsruhe

Na,HPO,; x 2 H,O Merck, Darmstadt
NaOH 1IN Merck, Darmstadt
NaCl Merck, Darmstadt

Nuclease freies Wasser

GibcoBRL, Eggenstein

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

Promega, Mannheim

Paraformaldehyd

Sigma, Deisenhofen

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

Promega, Freiburg

Paraplast-Plus Paraffin

Sherwood, St. Louis, USA

Pferdeserum (Horse Serum)

Sigma, Deisenhofen

Phenol

Merck, Darmstadt

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, Deisenhofen

Saccharose Sigma, Deisenhofen
Sevofluran SEVOrane Abbott, Wiesbaden
SYBR® Green PCR Kit Roche, Mannheim

TRIzol®-Reagenz

GibcoBRL, Eggenstein

Xylazinx

Ratiopharm, Ulm

Xylol

Merck, Darmstadt

2.1.4 Primer

Die Primer fur die quantitative PCR und Genotypisierung wurden von der Firma Biomers.net in

gewlinschter Nukleotidabfolge synthetisiert und gefriergetrocknet geliefert. Durch Zugabe von

nukleasefreiem Wasser wurde eine Konzentration von 100 pmol/ul erreicht.
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2.1.5 Antikorper

Priméarantikorper Klonalitat Hersteller Verdiinnung
chicken anti-Renin-IgG  polyklonal Davids Biotech, Regensburg 1:400
mouse anti- polyklonal Immunotech., Marseille, Frankreich  1:200

Glattmuskelaktin-IgG

goat anti-AKR1B7-IgG  polyklonal Santa Cruz Biotechnology, Santa 1:100
Cruz, Kalifornien, USA

Sekundirantikorper Konjugation Hersteller Verdiinnung

donkey anti-chicken-IgY Cy2 (Histologie) Dianova, Hamburg  1:400
TRITC (3D-Rekonstruktionen)

donkey anti-mouse-IgG  Cy5 (Histologie) Dianova, Hamburg  1:400
Cy2 (3D-Rekonstruktionen)

donkey anti-goat-1gG TRITC (Histologie) Dianova, Hamburg  1:400
Cy5 (3D-Rekonstruktionen)

2.1.6 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte die Herstellung sémtlicher Puffer und Losungen mit

H,O bidest. als Losungsmittel.

2.1.6.1 Immunhistochemie

Fixierlosung (Methyl-Carnoy-Losung)
Methanol 60 %
Chloroform 30 %
Eisessig 10 %

Fixierlosung fiir Perfusion

PBS

Paraformaldehyd 3%
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PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer

NaCl 136 mM
KCl 2,7 mM
Na,HPO4 x 2 H,O 10,1 mM
KH2P04 1,8 mM
PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

K2HP04 X3 Hzo 10 mM
NaCl 140 mM
KH,PO,4 10 mM
Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA 1 %
Blockierlosung

PBS-Otto-Puffer

BSA 1 %

HS 10 %
2.1.6.2 Molekularbiologie

Agarosegel

TBE

Agarose 2%
NaOH fiir gDNA-Extraktion

NaOH 25 mM
Ethidiumbromid

Ethidiumbromid 50 mg/ml
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10x TBE (Tris-Borat-EDTA) Puffer

Tris Base 09M

Borsaure 09M

EDTA 20 mM
DEPC-H20

DEPC in H,O 1/1000 V
schiitteln, tiber Nacht gedftnet unter dem Abzug
stehen lassen, dann autoklavieren

2.1.7 Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2003 erstellt. Zur Literaturrecherche diente PubMed
von NCBI - The National Center for Biotechnology Information. Die Mikroskopie erfolgte mit
AxioVision 4.7 von Zeiss.

Die Serienbilder wurden mit Adobe Photoshop CS4 und Image)J (Wayne Rasband, NIH, USA)
bearbeitet. Die 3D-Rekonstruktionen wurden mit Amira 5.4.2 visualization software (Mercury

Computer Systems, Inc., USA) realisiert. Die Graphen wurden mit GraphPad Prism 5 erstellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Fiir die durchgefiihrte Untersuchung zur Anatomie und Physiologie der Mausnieren wurden 8-12

Wochen alte, adulte méannliche Méuse verschiedener Tierstimme verwendet:

Tierstamm Genetischer Hintergrund | Herkunft

C57/Bl6 C57/Bl6 Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland

AKR1B7-Knockout | C57/Bl6 F. Theuring, Charité—Universitdtsmedizin
Berlin

Aldosteronsynthase- | 129Sv O. Smithies, University of North Carolina,

Knockout Chapel Hill, NC

Connexin40- C57/Bl6 K. Willecke, Universitidt Bonn

Knockout
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Bei den im Nachfolgenden als Wildtyp (WT) bezeichneten Méusen handelt es sich um C57/Bl6-
Mause.

Zur Stimulation, bzw. zur Suppression des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems wurde ein Teil
der Versuchstiere 10 Tage bis zum Versuchsende mit Niedrigsalzfutter (0,02 % NaCl, Ssniff, Soest;
[LS]) bzw. mit Hochsalzfutter (4 % NaCl, Ssniff, Soest; [HS]) erndhrt. Die mit Niedrigsalzfutter
erndhrten Tiere wurden wihrend der letzten 7 Tage zusétzlich mit dem ACE-Hemmer Enalapril
(10mg/kg/d, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri; [LS/E]) behandelt. Die restlichen Versuchstiere
erhielten Standardfutter (0,4 % NaCl, Ssniff, Soest; [NS]).

Alle Versuchstiere wurden gemial3 dem ,,ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research" behandelt. Es wurde stets auf fliir Méiuse optimale
Haltungsparameter geachtet (Temperatur 23 °C + 2 °C, relative Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %,
Hell-Dunkelintervall 12 h, Futter und Wasser ad libitum).

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Fixierung des Nierengewebes

Retrograde arterielle Perfusion

Die Fixierung des Gewebes soll autokatalytische Vorginge verhindern, die Erhaltung der
Zellstruktur in einem moglichst natiirlichen Zustand ermdglichen und eine Hértung des Materials
und damit eine bessere Schneidbarkeit bewirken. Dazu erfolgte eine retrograde arterielle Perfusion
mit 3 % Paraformaldehyd in PBS. Die Mé&use wurden zundchst mit einer
Wirkstoffkombination aus Ketamin und Xylazin (80 mg/kg KG i.p.) andsthesiert. Nach Eroffnung
des Abdomens und Darstellung der Bauchaorta wurde diese unterhalb des Abganges der
Arteriae renales abgeklemmt, so dass die Versorgung der Nieren im Blutkreislauf nicht
beeintrichtigt wurde. Kurz unterhalb der Klemme wurde der Perfusionskatheter eingefiihrt und dort
fixiert. Zum Druckausgleich erfolgte das Offnen der unteren Vena cava. Zur Druckentlastung und
zum Ablaufen der Perfusionslosung wurde die untere Vena cava durch einen kleinen Schnitt
erdffnet. Nach Entfernen der oberen Klemme wurden iliber den Katheter 10 ml isotone NaCl-
Losung und 10 LE. Heparin retrograd perfundiert. Im Falle einer erfolgreichen Perfusion kam es zu
einer raschen Entfairbung der Abdominalorgane. AnschlieBend wurde das Gewebe durch Perfusion
mit frisch angesetztem 4 % Paraformaldehyd in PBS mit konstantem Fluss von 40 ml/3 min fixiert.
Die entnommenen, perfundierten Nieren wurden bis zur Paraffineinbettung in 70 % Methanol bei 4

°C aufbewabhrt.
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2.2.2.2 Einbettung in Paraffin
Zur Vorbereitung der Einbettung in Paraffin wurde das Nierengewebe in Gewebe-Einwegkassetten

durch eine Alkoholreihe aufsteigender Konzentration schrittweise dehydriert:

e 2x 30 min 70 % Methanol (RT)

e 2x 30 min 80 % Methanol (RT)

e 2x 30 min 90 % Methanol (RT)

e 2x30min 100 % Methanol (RT)

e 2x30min 100 % Isopropanol (RT)

e 1x30min 100 % Isopropanol (45 °C)

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

Nach Abschluss dieser Behandlung wurden die Nieren zweimal fiir mindestens 24 h in 60 °C
warmes fliissiges Paraffin eingelegt. Nachdem das Gewebe durch diese Behandlung vollstindig mit
fliissigem Paraftin durchtriankt war, erfolgte anschlieBend die Einbettung der Préparate in mit 60 °C
warmem Paraffin gefiillte Silikon-Kautschuk-Einbettformen sowie die Abkiihlung und Aushartung
bei 4 °C iiber Nacht.

2.2.2.3 Anfertigung von Paraffinschnitten und Entparaffinierung

Zur Herstellung von Paraffinschnitten wurden die eingebetteten Préparate mittels eines erhitzten
Spatels an der Unterseite leicht geschmolzen, zurechtgeformt und auf einen Holzblock geklebt. Mit
Hilfe eines Rotationsmikrotoms wurden Sum dicke Serienschnitte angefertigt und anschlieBend in
einem 40 °C warmen Wasserbad gestreckt. Nach dem Aufziehen auf super frost Objekttrager
wurden die Schnitte im Warmeschrank bei 40 °C iiber Nacht getrocknet.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte fiir die anschlieBenden Farbungen durch eine umgekehrte

Alkoholreihe nach folgendem Schema entparaffiniert:

e 2x 10 min 100 % Xylol (RT)

e 2 x5 min 100 % Isopropanol (RT)
e 1 x5 min 96 % Isopropanol (RT)
e 1 x5 min 80 % Isopropanol (RT)
e 1 x5 min 70 % Isopropanol (RT)
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2.2.2.4 Immunhistochemische Fiarbung

Die Immunhistochemie ermdglicht den Nachweis und die Identifikation antigener Strukturen in

Zellen

und Geweben mit Hilfe von Antikorpern, die an Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme,

Goldpartikel oder Isotope gekoppelt sind. Bei der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung bindet

im ersten Schritt ein primérer, unkonjugierter AntikOrper an sein spezifisches Antigen im

Gewebeschnitt. Im zweiten Schritt werden die Schnitte mit einem sekundéren Antikrper inkubiert,

der sich gegen den Fc-Teil des priméren Antikorpers richtet und an einen fluoreszierenden Marker

gekoppelt ist. Durch Anregung des Fluorophors mit Licht passender Wellenldnge konnen die

Antigen-Antikorper-Komplexe sichtbar gemacht werden.

Das folgende Protokoll bietet einen Uberblick iiber die immunhistochemischen Abliufe im

Anschluss an die Entparaffinierung:

Tag 1:

3 x 5 min Waschen der Préparate in PBS-Puffer auf dem Schiittler

Herstellung der Stammlosung: PBS/1 % BSA (filtriert und komplett in Losung)
Herstellung der Blockierlosung: 10 % HS in PBS/1 % BSA (Vortex-Anwendung)
Schnitte mit Liquid-Blocker-Markierstift umranden, Blockierlosung auftragen und 20
min bei RT und auf dem Schiittler blockieren (zur Abschwichung unspezifischer
Bindungen)

Absaugen der Blockierlosungen und Uberschichtung mit priméren Antikdrpern
(Verdiinnung in Blockierlésung, Vortex-Anwendung)

Inkubation der priméren Antikorper tiber Nacht bei 4 °C in einer geschlossenen,

feuchten Kammer

3 x 5 min Waschen der Schnitte in PBS/1 % BSA auf dem Schiittler

Inkubation der sekundédren Antikorper fiir 2 h bei RT im Dunkeln (Verdiinnung in PBS/1 %
BSA,Vortex-Anwendung, Zentrifugieren)

3 x 5 min Waschen der Préparate in PBS im Dunkeln auf dem Schiittler

Eindeckeln mit Dako Glycergel Mounting Medium, Trocknen, Reinigen, in Priparatmappe

uberfiihren und im Kiihlschrank aufbewahren
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2.2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion

2.2.3.1 Mikroskopie und Digitalisierung

Zur 3D-Rekonstruktion wurden Paraffinserienschnitte von adulten Nieren angefertigt und, wie oben
beschrieben, gegen Renin, Glattmuskelaktin und AKRIB7 immunfluoreszent gefarbt. Fiir die
Rekonstruktion eines GefaBBbaums wurden jeweils etwa 100 Schnitte von S5pum Dicke verwendet.
Die Mikroskopie und die Digitalisierung der Schnitte erfolgten mit Hilfe eines Axiovert 200M
Mikroskops mit motorisierter Objektauflage, einer Schwarz-wei3-CCD-Kamera (AxioCam MRm)
und der Software AxioVision LE Rel.4.5. von Zeiss. Aufgrund der unterschiedlichen Fluorophore
fiir Renin, Glattmuskelaktin und AKR1B7 wurde die Wellenlidnge der einstrahlenden Lichts mit
Hilfe verschiedener Fluoreszenzfilter variiert und das jeweils emittierte Licht im entsprechenden
Spektralbereich aufgenommen (TRITC: Anregung bei 533-558 nm, Emission bei 570-640 nm; Cy2:
Anregung bei 450-490 nm, Emission bei 500-550 nm; Cy5: Anregung bei 625-655 nm, Emission

bei 665-715 nm). Die Einzelbilder wurden mit 100facher VergroBerung aufgenommen.

AxioVisionLE Rel.4.5
Nach der Auswahl der Kanalfarben (hellblau fiir Aktin, griin fiir Renin, rot fiir AKR1B7) sowie der

Einstellung der optimalen Belichtungszeit fiir jeden Kanal wurde zunichst ein Ubersichtsbild aller
Schnitte auf dem Objekttrager erzeugt. Aufgrund der GroBe der adulten Nieren erfolgte wurden die
Nierenausschnittbilder quadrantenweise aufgenommen, d.h. anhand von vier Einzelbildern, mit
15%iger Uberlappung, die zu einem Gesamtbild zusammengefiigt wurden. Im Anschluss wurden
UberlappungsunregelmiBigkeiten durch die Funktion Stitching anhand des Referenzkanals Aktin
ausgeglichen. Zur Konvertierung der Kachelbilder wurde ein Helligkeitsausgleich durchgefiihrt
sowie das jeweilige Overlay-Bild benannt und im Rot-Griin-Blau (RGB)-Farbraum im zvi-Format
gespeichert. Fiir die weitere Bearbeitung der Daten wurden diese in 8 Bit konvertiert. Zur
Vermeidung eines Qualititsverlusts wurde das Grafikformat TIFF verwendet:

e Bild 6ffnen

e Datei > Exportieren = * tif

e Stapelverarbeitung zur Konvertierung aller Serienbilder

2.2.3.2 Datenaufarbeitung mittels ImageJ

Bildstapelgenerierung

Da die GroBe der einzelnen Overlay-Aufnahmen durch das individuelle Stitching variierte, fiir die
weitere Datenaufarbeitung mit dem Rekonstruktionsprogramm Amira aber Bilder gleicher Grof3e
verwendet werden missen, wurden die RGB-Bilder zunidchst auf eine einheitliche Grofie

zugeschnitten. Dazu wurden die Bilder mit Hilfe der Graphiksoftware ImageJ zu einem Bildstapel
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(Stack) zusammengefasst:
e alle Serienbilder 6ffnen
e PLUGINS
e STACKS
e STACK BUILDER
Dabei wurde durch Anfiigen schwarzer Ridnder an die kleineren Bilder eines Bildstapels fiir alle

Nierenschnitte einer Serie exakt die gleiche Bildgrofe erreicht und der gesamte Bildstapel dann als

IMAGE SEQUENCE gespeichert.

Abb. 2.1: Bildstapelgenerierung (Abbildung nach Machura et al., 2009)

2.2.3.3 Dreidimensionale Rekonstruktion mit Amira

Zur weiteren Bearbeitung wurden die Daten in die Amira 5.4.2 Visualization Software auf eine
Graphik-Workstation importiert. Fiir eine korrekte Skalierung der Daten musste zundchst die
Pixelgrofe in pm beriicksichtigt werden. Dieser Wert ist Objektiv- und Kamera-abhédngig und
betrigt bei der Verwendung des 10x Objektives 1x1 um. Bezogen auf die maximalen Abmessungen
des Bildstapels (Ladnge x und Breite y), die Gesamtzahl der Schnitte und die jeweilige Schnittdicke
(z = 5 pum) wurde die BOUNDINGBOX definiert, die die maximalen Abmessungen des
Datensatzes in jeder Ebene beschreibt. Da fortan mit dreidimensionalen Daten gearbeitet wurde,
wurde der Begrff Pixel durch den Begriff Voxel abgelost, der der Geometrie des Raumes

entsprechend eine quaderformige Zelle darstellt. Ein Voxel hatte in dieser Arbeit somit 1x1x5 pm.

Farbkanaltrennung

Im nichsten Schritt wurde der RGB-Datensatz wieder in seine einzelnen monochromen Kanéle
aufgetrennt. Dies ist notwendig, damit die Rekonstruktionssoftware die Fluoreszenzmarkierungen
an Hand der Grauwerte der Pixel von jedem aufgenommenen Bild erkennen kann und um spiter

eine getrennte Datensegmentierung zu ermoglichen:
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e COMPUTE

e CHANNEL WORKS

e INPUT 1 CHANNEL 1 — speichern als Aktin-Stapel

e INPUT 1 CHANNEL 2 — speichern als Renin-Stapel

e INPUT 1 CHANNEL 3 — speichern als AKR1B7-Stapel

griiner Kanal
Glattmuskelaktin-

/ Immunfluoreszenz

blauer Kanal
AKR1B7-
Immunfluoreszenz
Renin-
Immunfluoreszenz

Abb. 2.2: Farbkanaltrennung (Abbildung modifiziert nach Machura et al., 2009)

Alignierung

Da die digitalisierten Bilder zwar auf die gleichen Grofe gebracht wurden, die histologischen
Serienschnitte auf den Objekttragern jedoch unterschiedlich angeordnet waren, mussten der Aktin-,
Renin- und AKR1B7-Stapel aligniert, d.h. zur Deckung gebracht werden. Das geschah iiber
Rotations- und Verschiebungsbewegungen, wobei jeweils zwei aufeinanderfolgende Schnitte des
Bildstapels so exakt wie moglich aufeinander projeziert wurden. Angewandt auf alle Schnitte
entsteht hierdurch eine vollstindig ausgerichtete Niere. Da der Aktin-Kanal aufgrund zahlreicher
und zusammenhéngender Immunreaktionen des Aktins eine besseres Alignierung ermdglicht,
orientierte man sich am Aktin-Bildstapel. Die Renin- und AKR1B7-Daten wurden dann unter
Referenz des bereits alignierten Aktin-Stapels ebenfalls auf die selben Positionen gedreht:

e COMPUTE

e ALIGN SLICES

e EDIT
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e Automatische Alignierung und manuelle Feinabstimmung

e RESAMPLE

Datensegmentierung

Bei der Datensegmentierung werden diejenigen Strukturen, die zur Rekonstruktion des Geféd3baums
verwendet werden, markiert. Bei diesem sogenannten Labeln wird den relevanten Strukturen
(Aktin, Renin, AKR1B7, Glomerulus, Nierenkapsel) jeweils ein definiertes Material zugeordnet.
Aus der Gesamtheit der Markierungen fiir ein Material kann anschlieBend eine
Oberflachenberechnung durchgefiihrt werden und die den verschiedenen Strukturen zugerodneten —
farblich voneinander abgegerenzten — Oberflichen zu einem dreidimensionalen Bild
zusammengefiigt werden.

Fiir das Labeln der Immunreaktionen bietet das Programm verschiedene Hilfswerkzeuge, die die
Segmentierungsarbeit etwas erleichtern. Da die Fluoreszenzfarbung aber niemals vollkommen
konstant ist und in jedem Fall mit Artefakten einhergeht, ist eine manuelle Korrektur essentiell. Eine
Ubersicht der wichtigsten Tools:

e BRUSH: Fluoreszenzsignale werden im Freihandmodus umfahren.

e MAGIC WAND: Hierbei nutzt man die unterschiedliche Verteilung der Grauwerte (0 =
schwarz bis 255 = wei}). Durch Festlegen einer Grauwert-Schwelle kdnnen
Immunuoreszenzsignale mit einem Mausklick markiert werden.

e FILL HOLES: Locher in Materialien werden aufgefiillt.

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

e SMOOTH LABELS: Die Rénder der Materialien werden gegléttet.

e THRESHOLD: Ermoglicht dhnlich wie MAGIC WAND eine Markierung aller Voxel in
einem festgelegten Grauwertbereich. Der Unterschied liegt darin, dass die Funktion
THRESHOLD auf einen ganzen Schnitt wirkt, wihren MAGIC WAND nur den mit dem
ausgewihlten Voxel verbundenen Bereich markiert.

e INTERPOLATE: Eine fehlende Struktur wird durch Markierung auf dem Schnitt vor und
nach dem Fehler durch eine Interpolation berechnet und erginzt.

e WRAP: Durch Markierung von Anfang, Mitte und Ende einer Zielstruktur werden die

Zwischenschnitte so ergédnzt, dass sich im 3D-Bild eine kugelige Struktur ergibt.

Die einzelnen Segmentierungsfunktionen konnen sowohl auf alle Bilder (ALL SLICES) als auch
nur auf das aktuelle Bild (CURRENT SLICE ) angewandt werden.
Die Aktin-, Renin- und AKR1B7-Labels wurden anhand der Fluoreszenzsignale der einzelnen

Kanile bearbeitet, wobei die Aktin-Daten die Markierungen fiir den spéteren GefalBbaum lieferten.
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Die Strukturen der Kapsel und der Glomeruli konnten aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz erkannt und

markiert werden.

Oberflachengenerierung

Die erstellten Label-Dateien bieten die Grundlage fiir die Berechnung der 3D-Modelle. Aus jedem
Material wurde eine separate Oberfldche generiert und raumlich dargestellt:

e SURFACE GEN

e Anhédngen von SURFACEVIEW zur Darstellung der Oberflache
Die einzelnen Oberflichen konnten dann auf vielfdltige Weise unter PROPERTIES bearbeitet
werden, wie z.B.:

e SURFACE-EDITOR: Entfernung iiberfliissiger Ausschnitte

e SIMPLIFIER: Reduktion der Polygonzahl und somit der Datenmenge

e PARAMETER-EDITOR: Anderung der Farbe oder Skalierung der Obefliche
Dariiber hinaus kann die Oberfldche geglittet werden:

e COMPUTE

e SMOOTH SURFACE
Das aus mehreren Oberflichen zusammengesetzte Modell konnte rotiert und raumlich analysiert
werden. Die Darstellungsform konnte unter SURFACE VIEW fiir jede einzelne Oberfldche z.B. in
transparent gedndert werden. Mit Hilfe weiterer Tools konnten Strecken und Winkel sowohl zwei-
als auch dreidimensional gemessen und die Volumina und Fléchen der einzelnen Modelle bestimmt

werden.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden
2.2.4.1 Isolierung von Total-RNA aus Nieren

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem TRIzol ®-Reagenz nach dem dazugehorigen Protokoll des
Herstellers. Die Methode basiert auf dem Guanidinium-Phenol-Chloroform-Protokoll von
Chomczynski und Sacchi (1987). Das TRIzol ®-Reagenz ist eine einphasige Losung mit Phenol
und Guanidinisothiocyanat. Mit Hilfe von Chloroform wird das Homogenisat in drei Phasen
aufgetrennt. Die RNA wird dann mit Isopropanol aus der wissrigen Phase gefillt. Bei sdmtlichen
Vorgidngen wurden zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNase Latexhandschuhe getragen
und RNase-freie Einmalartikel und Gerite verwendet. Glaswaren wurden durch dreistiindiges
Erhitzen auf 180 °C RNase-frei gemacht. Benotigte Puffer und Losungen wurden mit
Diethylenpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser angesetzt. Alle Vorgidnge wurden auf Eis
durchgefiihrt.
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Kurzprotokoll zur RNA-Isolation mit TRIzol ®-Reagenz

1 ml TRIzol ®-Reagenz fiir % adulte Mausniere in Sarstedt-Tubes auf Eis vorlegen

Nieren direkt aus fliissigem Stickstoff in das Rohrchen iiberfiihren und ca. 30 s

homogenisieren

Mix in 2 ml-Eppendorf-Tubes iiberfiihren, 5 min bei RT stehen lassen (Denaturierung

der Proteine)

1/5 Vol. (fiir 2 adulte Niere also 200 pl) Chloroform zugeben, schiitteln (keine Vortex-

Anwendung)
20 min bei 4 °C mit 12000 rpm zentrifugieren

ca. 500 pl wissrigen Uberstand in 1,5 ml Eppendorf-Tube iiberfiihren, dabei auf keinen

Fall Interphase (mit hydrophilen Proteinen) mitnehmen

waéssrige Phase 1:1 (500 ul) mit Isopropanol mischen und kriftig schiitteln
10 min bei RT RNA ausfillen

10 min bei 4 °C bei 12000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

Pellet in 1 ml 75 % Ethanol aufnehmen

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

Pellet 10 min bei RT trocknen und je nach GréBe in 50-300 pul RNase-freiem Wasser

16sen

max. 2 min bei 65 °C im Schiittler resuspendieren, bei -80 °C lagern

Quantifizierung der RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mittels eines Photometers im Wellenlédngenbereich

von 260 nm und 280 nm bestimmt. Aus dem Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm und 280

nm wurde die Qualitdt der isolierten RNA ermittelt. Fiir die Versuche wurde nur RNA mit einem

Quotienten zwischen 1,5 und 2,0 verwendet.
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2.2.4.2 Reverse Transkription (¢cDNA-Synthese)

Die reverse Transkription (RT) erméglicht die Ubersetzung der RNA in copy DNA (cDNA). In
dieser Form sind die urspriinglich auf der RNA enthaltenen Informationen stabiler konserviert. Als
Primer wurden Oligo(dT);s-Ketten verwendet, da auf diese Weise hauptsdachlich mRNA mit polyA-

Schwanz transkribiert wird.

10pul | Ansatz

I pg | Gesamt-RNA

1 ul | Oligo(dT);s-Primer (0,5 pg/ul)

add | DEPC-H,O

Dieses Reaktionsgemischt (10 pl) wurde fiir 5 min auf 65 °C erhitzt und danach sofort auf Eis
gestellt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des folgenden Ansatzes:

12 pl | Mix

1 ul | M-MLYV Reverse Transkriptase (100 U)

4 ul | dNTPs (2,5 mM)

4 ul | Pufter (5 x first strand buffer)

3 ul | DEPC-H,0

Die cDNA-Synthese erfolgte anschlieBend 1 h bei 37 °C. Um zum Schluss die Reverse
Transkriptase zu inaktivieren, wurde der Reaktionsansatz fiir 2min auf 94 °C erhitzt. Fiir die
quantitative PCR wurde die entstandene cDNA mit 20 pl nukleasefreiem Wasser verdiinnt und bei -

20 °C gelagert.

2.2.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time PCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion wurde mit dem Lightcycler 480® SYBR Green
Master PCR Kit von Roche an einem Roche Lightcycler 480® durchgefiihrt. Bei dieser Methode
wird die DNA-Menge nach jedem PCR-Zyklus photometrisch bestimmt. Dies ermdglicht, den
exponentiellen Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real time) zu verfolgen. Die enstandene
Produktmenge wird dabei indirekt iiber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
bestimmt, der mit hoher Affinitdt in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA bindet und in dieser
gebundenen Form ca. 1000-fach stirker fluoresziert als in freier Form. Die dabei nachgewiesene

Signalintensitét ist proportional zur enstandenen DNA-Menge.
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Reaktionsansatz:

10,0 pl | Reaktionsansatz

5,0 ul | Lightcycler 480® SYBR Green Master

0,5 ul | sense Primer (10 pmol/ul)

0,5 ul | antisense Primer (10 pmol/ul)

3,0 ul | dd H,0

1,0 ul | cDNA

Amplifizierungsprotokoll:

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

Nach jedem Zyklus erfolgte die Fluoreszenzmessung. Nach Ablauf des Amplifikationsprotokolls
wurde das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA analysiert. Dazu wurde die DNA langsam (0,1
°C/s) von 60 °C auf 95 °C erhitzt und dabei die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als
Housekeeper diente GAPDH. Der Renin-mRNA Gehalt pro Niere wurde berechnet aus der

Gesamtausbeute an extrahierter RN A und des Renin-mRNA Levels.

2.2.4.4 Genotypisierung

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

e Abschneiden von 2 mm Mausschwanz und in ein 0,5 ml PCR-Cup {iberfiihren,
100 pl 125 mM NaOH hinzufiigen

e Inkubation bei 96 °C fiir 1h im Thermo cycler

e Gut vortexen um den Schwanz aufzuldsen und Zugabe von 10 pl Tris HCL, pH 8

e 6 min zentrifugieren bei 10.000 rpm

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

In dieser Arbeit lag der Fokus auf dem Nachweis der Banden fiir AKR1B7. Die Genotypisierung

erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz und Amplifizierungsprotokoll.
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Reaktionsansatz:

20 pl | PCR-Reaktionsansatz

1 ul | sense Primer (10 pmol/ul)

1 ul | antisense Primer (10 pmol/pl)

2,5 ul | dNTPs (2,5 mM)

4 ul | Puffer (GoTaq buffer green)

0,3 ul | GoTaq

9,2 ul | dd H,0

2 ul | gDNA

Amplifizierungsprotokoll:

Zyklen | Temperatur | Dauer | Phase
1 94 °C 3min | Aktivierung
94 °C 30s Denaturierung
33 64 °C I min | Annealing
72 °C I min | Elongaion
1 72 °C Smin | Elongation
1 8°C 0 Store

Die PCR-Ansidtze wurden dann auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte nach der GréBe durch horizontale Gelelektrophorese bei 120 V.

2.2.5 Plasmareninbestimmung

Zur Bestimmung der Plasmareninkonzentration wurde die von Renin katalysierte Bildung von
Angiotensin I (ANGI) aus Angiotensinogen betrachtet. Dazu wurden die zu untersuchenden
Plasmaproben zusammen mit Reninsubstrat (Angiotensinogen aus dem Plasma von beidseitig
nephrektomierten Ratten) inkubiert. Die Menge an entstandenem ANGI war proportional zum
Reningehalt der jeweiligen Probe und wurde mit Hilfe eines Radioimmunoassay-Kits (RIA) der

Firma DiaSorin mit den vom Hersteller bereitgestellten Reagenzien und Standards bestimmt.

Fiir die Probengewinnung wurde den Méusen nach der jeweiligen Diét Blut aus der Schwanzvene
entnommen und in ein mit EDTA beschichtetes 75 pl-Hadmatokritrohrchen iiberfiihrt. Nach

einseitigem Verschluss des Rohrchens mit Hilfe des Hématokrit-Versiegelungskits wurde das
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Plasma durch Zentrifugation (12000 rpm, 4 min) separiert, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt
und bis zur Durchfiihrung des RIA bei -80 °C aufbewahrt.

Die anschlieBende Messung der Plasmareninkonzentration erfolgte nach folgendem Protokoll:
e Verdiinnung der Plasmaprobe 1:10 bis 1:2000, je nach erwarteter Reninmenge

e Verdiinnung von Reninsubstrat 1:5 mit Maleatpuffer

Herstellung des Reaktionsansatzes:

102 pl | Reaktionsansatz

50 pl | Verdiinnte Plasmaprobe

50 ul | Mix aus 4 Teilen verdiinntem Reninsubstrat
und 5 Teilen RIA-Reaktionspuffer
2 pl | Enzyminhibitor (PMSF)

e Inkubation einer Hélfte des Reaktionsansatzes (51 pul) bei 37 °C, der anderen Halfte bei 4 °C
fiir 90 min

e Uberfilhrung von jeweils 45 pl inkubiertem Reaktionsansatz und 500 pl Tracer in Kit-
Rohrchen

e Inkubation der Rohrchen zusammen mit 5 Standardproben (Kit) 3-24 h bei RT

Wihrend der Inkubationszeit bindet ANGI proportional zur vorhandenen Konzentration an die anti-
ANGI-Antikorper, mit denen die Innenseite der Kit-Rohrchen beschichtet ist. An die iibrigen

Bindestellen, die nicht mit ANGI-Molekiilen besetzt sind, binden die radioaktiven Tracermolekiile.

Nach der Inkubationsphase wurde die Fliissigkeit aus den Proben abgesaugt, die Radioaktivitit der
Rohrchen gemessen und anhand einer aus den Standardwerden berechneten Standardkurve die
ANGI-Konzentration berechnet. Die tatsdchliche ANGI-Konzentration wurde durch Substraktion

des Warm- und Kaltwertes einer Probe bestimmt.

2.2.6 Blutdruckmessung

Vor der Blutdruckmessung wurden die Méuse fiir 10 min in eine bereits aufgewidrmte Kammer
gesetzt. Anschliefend wurden sie in eine Haltevorrichtung gebracht, an die sie zur Vermeidung
stressbedingter, falsch-hoher Blutdruckwerte bereits Tage im Voraus gewohnt wurden. Die Messung
erfolgte am aus der Haltevorrichtung herausragenden Mausschwanz. Etwa an der Schwanzmitte
wurde eine Blutdruckmanschette angelegt und weiter distal eine zweite Manschette, in die ein
photoelektrischer Pulsdetektor integriert ist. AnschlieBend erfolgte die Messung des systolischen

Blutdrucks, welcher auf dem Monitor aufgezeichnet wurde.
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2.2.7 Statistische Methoden

Bei der statistischen Auswertung der Plasmareninkonzentration, der Renin-mRNA, des systolischen
Blutdrucks sowie der Liange und des Durchmessers der afferenten Arteriolen wurden die
Unterschiede zwischen den Subgruppen mittels ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen analysiert. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf 5 % (P < 0,05) festgelegt. Die Werte fiir
GefaBlange, GefaBBdurchmesser und systolischen Blutdruck werden im Folgenden als Mittelwert +

Standardabweichung angegeben.
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3.1 Qualitative Analyse des AKR1B7- und Reninexpressionsmusters

Im folgenden Kapitel werden die Erkenntnisse vorgestellt, die mittels der histologisch-
mikroskopischen Untersuchungen und der dreidimensionalen Rekonstruktionen der Serienschnitte
iber die Verteilung von AKRIB7 und Renin in der Niere gewonnen wurden. Das
Expressionsmuster von AKR1B7 und Renin bei der Wildtyp-Maus unter verschiedenen Diéten, der
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus sowie der Connexin40-Knockout-Maus soll Aussagen iiber
das Ausmaf} der Kolokalisation beider Proteine liefern. Anschlieend erfolgt die Betrachtung von
Renin in der AKR1B7-Knockout-Maus, die in Zusammenschau mit anderen Versuchsteilen eine
Beurteilung des Einflusses von AKR1B7 auf die Reninexpression und —freisetzung ermdoglichen

soll.

Die histologisch-mikroskopischen Schnitte erlauben detaillierte Aussagen iiber die Verteilung
beider Proteine. Im Folgenden werden zu jeder Niere zunichst eine Ubersichtsaufnahme und
anschliefend mehrere Detailaufnahmen gezeigt. Diese werden in einer festgelegten Reihenfolge
prasentiert, wobei zum einen ein gematchtes Bild der drei Fluoreszenzsignale gezeigt wird und zum

anderen eine getrennte Darstellung der Kanéle fiir Aktin, Renin und ggf. AKR1B7 erfolgt.

Von den Nieren ausgewdihlter, besonders aussagekréftiger Maustypen wurden neben histologischen
Schnitten auch dreidimensionale Rekonstruktionen erstellt. Der rekonstruierte Abschnitt wurde
dabei jeweils so gewihlt, dass ein arcuater Seitenast mit mehreren Aa. interlobulares und afferenten
Arteriolen zu sehen ist. Die efferenten Arteriolen wurden nur bei einem Teil der Glomeruli

exemplarisch dargestellt.
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3.1.1 Die Wildtyp-Maus

3.1.1.1 Die Wildtyp-Maus unter Normalsalzdiit [NS]: dreidimensionale und histologische
Betrachtung

Der GefdBbaum der unstimulierten Wildtyp-Maus zeigt die physiologische Menge und Lokalisation
von Renin und AKR1B7 in der Mausniere bei normaler Salzzufuhr (0,4 % NaCl) und soll als

Referenz fiir die weiteren Rekonstruktionen dienen (Abb. 3.1., 3.2.).

Die Immunreaktionen von Renin sind hier an der typischen juxtaglomeruldren Position am Ende der
jeweiligen afferenten Arteriole sichtbar. Die Reninexpression findet dabei ausnahmslos an jedem
Glomerulus statt. In der Wand der Interlobulararterien, der arcuaten Seitenédste und der efferenten

Arteriolen ist dagegen kein Renin zu finden.

Die Expression von AKR1B7 zeigt das selbe Verteilungsmuster. AKR1B7-positive Bereiche zeigen
sich ebenfalls an der juxtaglomeruldren Position jeder afferenten Arteriole und fehlen in anderen
vaskuldren und extravaskuldren Strukturen. Lokalisation und Menge von Renin und AKRIB7
erscheinen vergleichbar. Bei hochgradiger Uberlappung der Immunreaktionen von Renin und

AKRI1B7 kann man hier von einer Kolokalisation beider Proteine sprechen.
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Abbildung 3.1: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin) und
AKRI1B7- (rot) Immunreaktivitdt im reprasentativen GefdaBBbaumabschnitt einer Wildtyp-Maus [NS] mit
Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).
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B AKR1B7

[b]

Abbildung 3.2: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitdt im
reprisentativen Gefdallbaumabschnitt einer Wildtyp-Maus [NS] mit Darstellung der Glomeruli und der
Nierenkapsel (gelb). Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitit von [a] Renin- (griin) bzw. [b] AKR1B7
(rot).

|1001.|rn|
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Die Detailansicht verdeutlicht die Kolokalisation von Renin und AKR1B7 an der juxtaglomeruldren

Position von drei afferenten Arteriolen (Abb. 3.3).

a _
[] o Glomerulus

Abbildung 3.3: [Detailansicht] 3D-
Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa)
Immunreaktivitit =~ mehrerer  afferenter
Arteriolen einer Wildtyp-Maus [NS] mit
Glomeruli (gelb) und einer efferenten
Arteriole. Zusitzliche Darstellung der
Immunreaktivitit von [a] Renin und
AKRI1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur
AKRI1B7 (rot).

afferente
Arteriole

I Renin Il AKR1B7

efferente
Arteriole
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Auch anhand der histologischen Betrachtung lésst sich eine weitgehende Kolokalisation von Renin
und AKRIB7 an der juxtaglomeruldren Position in der Wand der afferenten Arteriolen sowie die
Abwesenheit beider Proteine in anderen vaskuldren und extravaskuldren Strukturen nachweisen.
Abb. 3.4 zeigt exemplarisch drei Glomeruli mit dazugehorigen afferenten Arteriolen, in deren Wand
sich die Koexpression von Renin und AKR1B7 in Form gelb erscheinender Bereiche &uflert.
Bereiche mit scheinbar alleiniger Expression von Renin (griines Signal) bzw. AKR1B7 (rote
Bereiche) sind zum Teil durch die Schnittfiilhrung in den Paraffinpréparaten bedingt. Zum Teil
entsteht jedoch trotz des Vergleichs von benachbarten Schnitten der Eindruck kleinerer
Unstimmigkeiten in Bezug auf die genaue Lokalisation beider Proteine, hdufig in Form von
schwachen, punkt- bis streifenformigen AKR1B7-Signalen in der Wand kleiner Nierengefil3e.

Diese Unstimmigkeiten bilden jedoch nur einen geringen Anteil der Imnmunfluoreszenz-Signale.

Abbildung 3.4: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [NS].
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau), Renin (griln) und AKRI1B7 (rot). Weille Pfeile:
Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKRIB7 (gelb). G = Glomerulus. 200fache
Vergroflerung.
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Die Detailaufnahme (Abb. 3.5) zeigt neben der kombinierten auch die getrennte Darstellung der
einzelnen Immunfluoreszenzsignale. Hier sind die Renin und AKR1B7-Signale in vergleichbarer
Quantitdt an der selben Position in der Wand der afferenten Arteriole am glomeruléren GefiaB3pol
erkennbar. Bei Betrachtung des isolierten AKR1B7-Signals zeigt sich dariiber hinaus ein diinner
Saum, der sich entlang der GefdBwand fortsetzt, sich jedoch deutlich schwicher présentiert als das

kréftige, sich mit Renin tiberlappende Signal an der juxtaglomeruldren Position.

Abbildung 3.5: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [NS]. [a]
Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin) und
AKRI1B7 (rot). Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
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3.1.1.2 Die Wildtyp-Maus nach 10d Hochsalzdi:it: histologische Betrachtung

Die histologische Betrachtung der Reninverteilung der Wildtyp-Maus nach Hochsalzdidt zeigt
diskrete Verdnderungen im Vergleich zur Wildtyp-Maus unter Normalkost. Hier zeigt sich die
Renin- und AKRI1B7-Expression ebenfalls an der juxtaglomeruldren Position jeder afferenten
Arteriole, die Gesamtmenge beider Proteine erscheint jedoch leicht vermindert. In allen anderen
Gefdlltypen (arcuate Haupt- und Seitendste, Interlobulararterien, efferente Arteriolen) und
extravaskuldren Strukturen ist keine Renin- oder AKR1B7-Expression festzustellen. Der in Abb.
3.6 gewihlte repésentative histologische Ausschnitt zeigt neben verschiedenen GefdaB3strukturen
zwei Glomeruli mit begleitender Kolokalisation von Renin und AKR1B7. Dariiber hinaus finden
sich - dhnlich wie bei der Wildtyp-Maus unter Normalkost - schwiéchere punkt- bzw.
streifenformige AKR1B7-Signale in der Wand kleinerer und groBerer Gefél3e.

Abbildung 3.6: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [HS].
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). Weille Pfeile: Kolokalisation
der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). G = Glomerulus. 200fache VergroBerung.
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Die Detailaufnahme (Abb. 3.7) zeigt eine sehr gute Uberlappung der Immunfluoreszenzsignale von
Renin und AKRIB7 an der juxtaglomeruldren Position zweier afferenter Arteriolen bei im

Vergleich zur Wildtyp-Maus unter Normalkost leicht verringerter Gesamtmenge beider Proteine.

Abbildung 3.7: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfiarbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [HS]. [a]
Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin) und
AKRIB7 (rot). Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
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3.1.1.3 Die Wildtyp-Maus nach 10d Niedrigsalzdiit und 7d Enalapril: histologische
Betrachtung

Nach Niedrigsalzdidt und Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril zeigen sich bei der Renin-
und AKR1B7-Verteilung deutliche Anderungen im Vergleich zu Miusen mit Normalkost. Diese
sind den Anderungen unter Hochsalzdiit entgegengesetzt und duBern sich in erster Linie in einer
ausgeprigten Zunahme der Renin- und AKR1B7-Signale. Renin ist hier nicht mehr ausschlieBlich
an der juxtaglomeruldren Position lokalisiert, sondern im Rahmen einer retrograden Rekrutierung
durch die Stimulation des RAAS auch in Abschnitten der afferenten Arteriole, die weiter vom
GefiaBpol des Glomerulus entfernt sind. Die Rekrutierung erreicht dabei allerdings nicht die
Abzweigung von der Interlobulararterie. Eine vergleichbare Zunahme des Signals ist auch in Bezug
auf AKR1B7 festzustellen, das auch bei diesem Maustyp eine Kolokalisation mit dem Reninsignal
zeigt. Die Zunahme der Renin- und AKR1B7-Expression erscheint bei diesem Maustyp insgesamt
stiarker ausgeprigt als die Abnahme der Renin- und AKR1B7-Expression in der Wildtyp-Maus nach

Hochsalzdiit. Andere vaskulire oder extravaskulare Strukturen sind frei von Renin und AKR1B7.

Abbildung 3.8: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [LS/E].
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). Weile Pfeile: Kolokalisation
der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). G = Glomerulus. 200fache VergroBerung.
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Die Detailaufnahme (Abb. 3.9) verdeutlicht die Kolokalisation von Renin und AKRI1B7 bei
ausgeprégter retrograder Rekrutierung beider Proteine. Dariliber hinaus ist — wie bereits fiir die
Wildtyp-Maus nach Normalkost und Hochsalzdiét beschrieben — ein schwicheres AKR1B7-Signal
ohne begleitendes Reninsignal in der Wand der zweiten, oben angeschnittenen afferenten Arteriole

zu finden.

Renin

Abbildung 3.9: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus [LS/E].
[a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin)
und AKR1B7 (rot). Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
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3.1.2 Die Aldosteronsynthase-Knockout-Maus: dreidimensionale und

histologische Betrachtung

Bei Betrachtung des 3D-rekonstruierten Gefdfbaums der Aldosteronsynthase-Knockout-Maus
fallen massive Verdnderungen in Bezug auf die renale GefaBarchitektur sowie die Quantitdt und
Lokalisation von Renin und AKRI1B7 ins Auge. Die Gefille erscheinen auf den ersten Blick
deutlich verdickt und verkiirzt, auBerdem unterliegen sowohl die Gefille als auch die Glomeruli
deutlichen Kaliberschwankungen. Die Reninexpression ist im Rahmen einer retrograden
Rekrutierung reninbildender Zellen entlang der GefaBwand massiv gesteigert und erreicht neben
weiter von den Glomeruli entfernten Abschnitten der afferenten Arteriolen auch die Wand von
Interlobulararterien und sogar einzelne Bereiche des arcuaten Seitenastes. An der efferenten
Arteriole sowie extravaskuldr ist kein Reninsignal zu finden. Die AKRI1B7-Expression ist in
dhnlichem Ausmal} gesteigert und findet sich ebenfalls nicht nur in der Wand afferenter Arteriolen,
sondern auch in der Wand interlobuldrer Arterien und arcuater Seitendste. Sowohl Renin als auch
AKRIB7 zeigen in Bezug auf die retrograde Rekrutierung ein diskontinuierliches Muster:
Zwischen Renin- und AKR1B7-positiven Bereichen finden sich gelegentlich Bereiche ohne Renin-

bzw. AKR1B7-Signal (Abb. 3.10 und 3.11).

efferente Nierenkapsel

Arteriole Lx_

afferente
Arteriole
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B AKR1B7

100pm

Abbildung 3.10: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin) und
AKRI1B7- (rot) Immunreaktivitit im reprisentativen GefédBbaumabschnitt einer Aldosterosynthase-
Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).
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Abbildung 3.11: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitit im
reprasentativen Gefdllbaumabschnitt einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Darstellung der
Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb). Zusétzliche Darstellung der Immunreaktivitit von [a] Renin- (griin)
bzw. [b] AKR1B7 (rot).
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Dartiber hinaus weisen die Verteilungsmuster der Renin- und AKR1B7-Immunfluoreszenz leichte
Unterscheide auf: Wihrend beide Proteine an den meisten Glomeruli und GefdBabschnitten
weitgehend kolokalisiert erscheinen, existieren zum einen Reninsignale ohne begleitendes
AKRI1B7-Signal und zum anderen Bereiche mit AKR1B7-Signal ohne begleitendes Reninsignal.
Diese Situationen werden anhand dreier unterschiedlicher Detailansichten verdeutlicht (Abb. 3.12-

3.14).

Abb. 3.12 zeigt drei aus einer Interlobulararterie entspringende afferente Arteriolen sowie die
dazugehorigen Glomeri. In allen gezeigten GefdBabschnitten finden sich im Rahmen der
retrograden Rekrutierung starke Immunfluoreszenzsignale von Renin und AKR1B7, die sich bis auf
wenige Ausnahmen iiberlappen, sodass man hier von einer Kolokalisation beider Proteine sprechen
kann. Eine solche Koexpression ist bei etwa zwei Drittel aller Glomeruli bzw. afferenter Arteriolen

zu finden.

[a] == Abbildung 3.12: [Detailansicht] 3D-
Rekonstruktion der  Glattmuskelaktin-
(rosa) Immunreaktivitiat mehrerer afferenter
Arteriolen  einer  Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus mit Glomeruli (gelb).
Zusédtzliche Darstellung der Immun-
reaktivitdt von [a] Renin und AKR1B7, [b]
nur Renin (griin) und [c] nur AKRIB7
(rot). Weitgehende Kolokalisation von
Renin und AKR1B7.
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An den restlichen Glomeruli bzw. afferenten Arteriolen ist die Reninmenge deutlich hoher als die
AKRI1B7-Menge. Abb. 3.13 zeigt ein Beispiel flir zwei solche Arteriolen. Wéhrend die beiden
Proteine in der Wand der Interlobulararterie sowie der vom Glomerulus weiter entfernten
Abschnitte der afferenten Arteriole kolokalisiert sind, ist die Reninmenge direkt an
juxtaglomeruldrer Position der afferenten Arteriolen im Vergleich zu AKR1B7-Menge deutlich

gesteigert. Gleichzeitig sind beim AKR1B7-Signal deutliche Liicken erkennbar.

[a] = Abbildung 3.13: [Detailansicht] 3D-
Rekonstruktion der  Glattmuskelaktin-
(rosa) Immunreaktivitdat mehrerer afferenter
Arteriolen  einer  Aldosteronsynthase-
| Knockout-Maus mit Glomeruli (gelb) und
: einer efferenten Arteriole. Zusitzliche
8| Darstellung der Immunreaktivitit von [a]
Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin)
und [c] nur AKRIB7 (rot). Starke Renin-
4 Expression an juxtaglomeruldrer Position
der Glomeruli mit lediglich schwacher
begleitender AKR1B7-Expression.
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Eine andere Situation ist in Abb. 3.14 dargestellt: Hier sind sowohl rein AKR1B7- als auch rein
reninpositive Bereiche zu sehen, wobei das AKRI1B7-Signal deutlich dominiert. Die AKR1B7-
Expression findet sich ohne begleitende Reninexpression in der Wand der Interlobulararterie sowie
mit lediglich geringer iiberlappender Reninexpression in der Wand einer afferenten Arteriole.
Ahnliche Bereiche finden sich dariiber hinaus in der Wand des arcuaten Seitenastes. Ein anderer
Abschnitt der Interlobulararterie zeigt in der Abbildung umgekehrt ein Reninsignal ohne
begleitendes AKR1B7-Signal.

Abbildung 3.14: [Detailansicht] 3D-
Rekonstruktion  der  Glattmuskelaktin-
(rosa) Immunreaktivitit mehrerer afferenter
Arteriolen  einer  Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus mit Glomeruli (gelb) und
einer efferenten Arteriole. Zusétzliche
Darstellung der Immunreaktivitdt von [a]
Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin)
und [c] nur AKRI1B7 (rot). Alleinige
Expression von AKR1B7 in der Wand einer
Interlobulararterie.
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Die mikroskopisch-histologische Betrachtung bestdtigt die anhand der dreidimensionalen
Rekonstruktion gewonnenen Erkenntnisse {iber die Renin- und AKR1B7-Verteilung. Auch hier ist
eine starke Zunahme der Renin- und AKRIB7-Menge durch die retrograde Rekrutierung
reninbildender Zellen zu sehen sowie eine iiberwiegende, aber nicht immer vorzufindende
Kolokalisation beider Proteine. Neben der typischen juxtaglomeruldren Position sind innerhalb der
afferenten Arteriolen grofle zusammenhingende Bereiche zu sehen, die Renin exprimieren.
RegelmiBig sind reninpositive Bereiche auch in der Wand von Interlobulararterien erkennbar.
Insgesamt ist das Ausmal der retrograden Rekrutierung und somit die Anzahl reninbildender Zellen
auch im Vergleich zur Wildtyp[LS/E]-Maus deutlich erhoht. Die Expression von AKR1B7 zeigt ein
dhnliches Muster, das sich hdufig mit dem Reninverteilungsmuster iiberlappt. In Abb. 3.15 ist
sowohl eine Koexpression von Renin und AKR1B7 in der Wand afferenter Arteriolen sowie
groferer Gefdllen zu sehen (weille Pfeile), als auch ein alleiniges Vorkommen von AKR1B7 in der

Wand groBerer Gefidle (rote Pfeile).

Abbildung 3.15: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). Weille
Pfeile: Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKRI1B7 (gelb). Rote Pfeile: Alleinige
Expression von AKR1B7 in der Wand einer Interlobulararterie. G = Glomerulus. 200fache Vergréferung.
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Die histologischen Detailansichten zeigen &hnlich den dreidimensionalen Detailansichten drei
unterschiedliche, représentative Ausschnitte mit charakterisitscher Renin- und AKR1B7-Verteilung
innerhalb der Aldosteronsynthase-Knockout-Maus. In Abb. 3.16 ist die hdufigste Variante zu sehen
— die Kolokalisation von Renin und AKR1B7 entlang der afferenten Arteriole mit Ubergreifen auf

die Interlobulararterie.

Renin

Abbildung 3.16: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau),
Renin (griin) und AKR1B7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Weitgehende
Kolokalisation von Renin und AKR1B7 in der Wand der Interlobulararterie und der afferenten Arteriole. G =
Glomerulus. 400fache VergroBerung.
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In Abb. 3.17 ist ein Glomerulus mit stark erhohter Reninexpression in der Wand der dazugehorigen
afferenten Arteriole ohne relevante begleitende AKR1B7-Expression zu sehen. AKR1B7 kann dabei
auch in der mikroskopischen Betrachtung der benachbarten histologischen Schnitte nicht detektiert
werden. An manchen Stellen scheinen reninbildende Zellen mehrschichtig angeordnet zu sein und

nicht nur innerhalb der Arteriolenwand, sondern auch ihr au3en angelagert zu liegen.

Renin

Abbildung 3.17: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau),
Renin (griin) und AKR1B7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Deutliche
Expression von Renin an der juxtaglomeruldren Position einer afferenten Arteriole mit lediglich minimaler
begleitender AKR1B7-Expression. G = Glomerulus. 400fache Vergrofierung.
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Abb. 3.18 zeigt schlieBlich ein Mischbild, in dem sowohl eine weitgehende Kolokalisation von
Renin und AKRI1B7 in juxtaglomeruldrer Position der afferenten Arteriole zu erkennen ist, als auch

das alleinige Vorkommen von AKR1B7 in der Wand einer Interlobulararterie.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Renin- und AKR1B7-Signale zu einem grof3en Teil
eine Kolokalisation an der typischen juxtaglomeruldren Position sowie in anderen GefaBBabschnitten
im Rahmen einer ausgeprigten retrograden Rekrutierung zeigen. Teilweise ist nur Renin ohne
begleitendes AKR1B7 zu finden, was vor allem die juxtaglomeruldre Position afferenter Arteriolen
betrifft. Umgekehrt ist zum Teil nur AKR1B7 ohne belgleitendes Renin zu sehen, was iiberwiegend
die Wand groBerer Gefélle betrifft.

Abbildung 3.18: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau),
Renin (griin) und AKR1B7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. In der Wand
der afferenten Arteriole weitgehende Kolokalisation von Renin und AKRI1B7, in der Wand der
Interlobulararterie alleinige AKR1B7-Expression ohne begleitende Reninexpression. G = Glomerulus.
400fache Vergroflerung.
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3.1.3 Die Connexin40-Knockout-Maus: dreidimensionale und histologische

Betrachtung

Das renale Renin- und AKR1B7-Expressionsmuster bei der Cx40-Knockout-Maus wird in den
Abb. 3.19 und 3.20 mit Hilfe eines 3D-rekonstruierten Gefa3baumabschnitts dargestellt. Bei auf
den ersten Blick unauffilliger GefaBarchitektur lasst sich ein deutlich heterogenes und von der
Wildtyp-Maus abweichendes Reninexpressionsmuster vorfinden. Die Gesamtmenge an Renin
erscheint dabei etwas vermindert. Neben Glomeruli mit annéhrend normaler bis verminderter
Reninexpression an juxtaglomeruldrer Position der afferenten Arteriole sind zum Teil auch
komplett reninfreie afferente Arteriolen sowie ektop lokalisierte Reninansammlungen zu erkennen.
Diese ektope Lage betrifft efferente Arteriolen und perivaskuldres Gewebe im Bereich von
Glomeruli, am ehesten das zwischen afferenter und efferenter Arteriole liegende extraglomerulére
Mesangium. An anderen Stellen des Interstitiums, in Interlobulararterien und arcuatem Seitenast ist

kein Renin zu erkennen.
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Abbildung 3.19: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin) und
AKR1B7- (rot) Immunreaktivitdt im reprasentativen GefaBbaumabschnitt einer Connexin40-Knockout-Maus
mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).
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Abbildung 3.20: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitit im
reprisentativen Gefdflbaumabschnitt einer Connexin40-Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und
der Nierenkapsel (gelb). Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitdt von [a] Renin- (griin) bzw. [b]
AKR1B7 (rot).
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Das Immunfluoreszenzsignal von AKRI1B7 zeigt ein davon leicht abweichendes Muster. Das
Protein lésst sich hiufig in juxtaglomeruldrer Position afferenter Arteriolen nachweisen und kommt
dort entweder mit Renin kolokalsiert vor oder zeigt eine von Renin abweichende (meist etwas
erhohte) Menge und Lokalisation innerhalb der Wand der afferenten Arteriole. Mitunter l4sst es
sich dort ganz ohne begleitendes Renin nachweisen. Insgesamt liegt bei etwa einem Drittel der
untersuchten Glomeruli eine weitreichende Kolokalisation von Renin und AKR1B7 vor. Bei einem
weiteren Drittel sind deutliche Unterschiede in Menge und Lokalisation beider Proteine innerhalb
der Wand der afferenten Arteriole vorzufinden. Die meisten der restlichen Glomeruli zeigen
unterschiedlich grole AKR1B7-Ansammlungen ohne begleitende Reninexpression. An einigen

wenigen Glomeruli fehlen beide Proteine komplett.

[a] = / Abbildung 3.21: [Detailansicht] 3D-
Nierenkapsel | Rekonstruktion —der  Glattmuskelaktin-
(rosa) Immunreaktivitit mehrerer afferenter
Arteriolen einer Connexin40-Knockout-
Maus mit Glomeruli (gelb) und efferenten
Glomerulus Arteriolen. Zusitzliche Darstellung der
Immunreaktivitit von [a] Renin und
AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur
AKRIB7 (rot). Glomeruli mit
weitgehender Kolokalisation von Renin
und AKRI1B7. Am links dargestellten
Glomerulus findet sich eine ektope
Expression von Renin.
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Die Heterogenitdt der Renin- und AKR1B7-Verteilung in der Niere der Cx40-Knockout-Maus wird
anhand zweier Detailansichten verdeutlicht. Abb. 3.21 zeigt drei benachbarte Glomeruli, innerhalb
derer zwar die AKR1B7-Menge hoher als die Reninmenge ausfillt, die aber nichtsdestotrotz einen
relativ hohen Grad an Kolokalisation beider Proteine aufweisen. An einem der Glomeruli ist Renin
dariiber hinaus in der Wand der efferenten Arteriole sowie periglomeruldr zwischen afferenter und

efferenter Arteriole nachweisbar, was einer ektopen Lage entspricht.

An den drei Glomeruli aus Abb. 3.22 ist dagegen iiberhaupt keine Kolokalisation von Renin und
AKRIB7 festzustellen. An zwei der Glomeruli sind physiologisch lokalisierte AKRI1B7-
Ansammlungen sowie ektop lokalisierte Reninansammlungen im Bereich der efferenten Arteriole
sowie des extraglomeruldren Mesangiums erkennbar. Am dritten Glomerulus ist ebenfalls AKR1B7

in typischer juxtaglomeruldrer erkennbar, hier jedoch komplett ohne begleitende reninpositive

Bereiche.
[a] = £\ efferente Abbildung 3.22: [Detailansicht] 3D-
f-;f"" Arteriole p—. Rekonstruktion der  Glattmuskelaktin-
b ( (rosa) Immunreaktivitidt mehrerer afferenter
Glomerulus \ A

Arteriolen  einer  Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus mit Glomeruli (gelb) und
efferenten Arteriolen. Zusétzliche
Darstellung der Immunreaktivitdt von [a]
Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin)
und [c] nur AKR1B7 (rot). Heterogenes
Expressionsmuster von  Renin  und
AKR1B7 mit teils ektopem Vorkommen
von Renin und alleinigem Vorkommen von
AKRI1B7 in der Wand der afferenten
Arteriole.
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Ein dhnlich heterogenes Bild ergibt sich bei der mikroskopisch-histologischen Betrachtung. Abb.
3.23 présentiert einen typischen Ausschnitt mit mehreren Glomeruli. Der rote Pfeil markiert einen
Glomerulus mit physiologisch lokalisiertem AKR1B7-Immunfluoreszenzsignal und eindeutig ektop
liegenden, ausgepréigten Reninansammlungen. Der weille Pfeil kennzeichnet einen Glomerulus mit
erkennbarer Kolokalisation von Renin und AKRI1B7 und der gelbe Pfeil einen Glomerulus mit
AKR1B7-Signal, jedoch ohne erkennbares dazugehoriges Reninsignal. Ein solches konnte an

diesem Glomerulus auch bei Betrachtung der benachbarten Schnitte nicht detektiert werden.

Abbildung 3.23: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-Knockout-
Maus. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKRIB7 (rot). Weiller Pfeil:
Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). Roter Pfeil: Ektope Reninexpression
im periglomeruldren Mesangium sowie der Wand der efferenten Arteriole. Gelber Pfeil: Alleinige AKR1B7-
Expression ohne begleitende Reninexpression. G = Glomerulus. 200fache Vergréfierung.
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Zwei Detailaufnahmen (Abb. 3.24 und 2.25) verdeutlichen mittels getrennter Kanaldarstellung die
Variabilitit der Renin- und AKR1B7-Expression innerhalb der Cx40-Knockout-Maus. Abb. 3.24
zeigt einen Glomerulus mit partieller Kolokalisation von Renin und AKR1B7 bei im Vergleich zur
Reninmenge deutlich erhohter AKR1B7-Menge. Beim in Abb. 3.25 dargestellten Glomerulus sind
Renin und AKRI1B7 an der typischen juxtaglomeruliren Position der afferenten Arteriole
weitgehend kolokalisiert. Es ist jedoch ein weiteres Reninsignal zu sehen, das im Bereich des

extraglomeruldren Mesangiums zwischen afferenter und efferenten Arteriole lokalisiert ist.

Renin

Abbildung 3.24: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-Knockout-
Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin
(griin) und AKRIB7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Particlle
Kolokalisation von Renin und AKRI1B7 an der juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriole bei im
Vergleich zur Reninmenge deutlich hoherer AKR1B7-Menge. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.
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Abbildung 3.25: [Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-Knockout-
Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin
(griin) und AKRIB7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Weitgehende
Kolokalisation von Renin und AKRIB7 an der juxtaglomeruldren Position der afferentren Arteriole und
alleiniges Vorkommen von Renin zwischen afferenter und efferenter Arteriole. G = Glomerulus. 400fache
Vergroferung.

Insgesamt legen die Beobschtungen nahe, dass AKR1B7 an der juxtaglomeruldren Position fast
jeder Arteriole lokalisiert ist und dort im Falle von gleichzeitig vorhandenem Renin eine mehr oder
weniger stark ausgeprigte Kolokalisation mit Renin zeigt. Ektop loaklisierte Reninansammlungen

sind dagegen ausnahmslos ohne begleitendes AKR1B7 zu finden.
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3.1.4 Die AKR1B7-Knockout-Maus

3.1.4.1 Die AKR1B7-Knockout-Maus unter Normalsalzdiit [NS]: dreidimensionale und

histologische Betrachtung

Beim Vergleich der GefaBBbdume der AKR1B7-Knockout-Maus unter Normalkost und der Wildtyp-
Maus unter Normalkost ergeben sich in Bezug auf Menge und Lokalisation von Renin keine
relevanten Unterschiede. An jedem Glomerulus sind in typischer juxtaglomeruldrer Position

reninpositive Zellen zu finden. Im arcuaten Seitenast, den Interlobulararterien und den efferenten

Arteriolen ist keine Reninexpression nachweisbar (Abb. 3.26 und 3.27).

= —

Nierenkapsel

efferente
i § Arteriocle
E.‘\ ‘59 ,
\) Wi | 1)
7
fi s A’ e
VAL f o
-
! l 1 T~ afferente
Q LA Arteriole
=
5
A. interlobularis = |1 o X
*‘ '.’b 'J A
U 4 n
¥
s A of
A3 A - 4
S e
| -r—g‘q
L
.{'J.

[ Renin ¢
B
{ : _,/I"'j“-’
100pum —

Y Glomerulus
A

arcuater Seitenast

Abbildung 3.26: [Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) und Renin- (griin)
Immunreaktivitit im reprisentativen Gefidlbaumabschnitt einer AKRI1B7-Knockout-Maus [NS] mit

Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).
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Abbildung 3.27: [Detailansicht] 3D-
Rekonstruktion der  Glattmuskelaktin-
(rosa) und Renin- (griin) Immunreaktivitéit
mehrerer afferenter  Arteriolen  einer
AKR1B7-Knockout-Maus [NS] mit
Glomeruli (gelb) und einer efferenten
Arteriole.

. \) [ Renin
- //

- efferente
Arteriole

Diese Erkenntnisse bestdtigen sich in der mikroskopisch-histologischen Untersuchung. Jede
afferente  Arteriole zeigt in unmittelbarer Néhe des glomeruldren GefdBpols ein
Immunfluoreszenzsignal von Renin, wihrend die restlichen Strukturen innnerhalb und aufBerhalb

der Gefdle reninfrei sind (Abb. 3.28).

Abbildung 3.28: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKR1B7-Knockout-Maus
[NS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und Renin (griin). Weile Pfeile: Lokalisation der
Immunreaktionen von Renin an der juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus.
200fache VergroBBerung.
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In den Detailaufnahmen sind die kuboiden reninbildenden JG-Zellen zu erkennen, die in der Wand
der afferenten Arteriole lokalisiert sind, eine regelrechte Morphologie besitzen sowie ein

begleitendes Glattmuskelaktin-Immunfluoreszenzsignal aufweisen (Abb. 3.29).

Abbildung 3.29: [Detailansicht]
Immunfluoreszenzfarbung am Paraffin-
schnitt einer AKRI1B7-Knockout-Maus
[NS]. [a] Kombinierte Darstellung der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d]
Getrennte  Darstellung der einzelnen
Immunreaktionen. G = Glomerulus.
400fache Vergroflerung.
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3.1.4.2 Die AKR1B7-Knockout-Maus nach 10d Hochsalzdi:it: histologische Betrachtung

In den mikroskopisch-histologischen Aufnahmen der AKR1B7-Knockout-Maus unter Hochsalzdiét
sind im Vergleich zur Wildtyp-Maus unter Hochsalzdidt keine wesentlichen Unterschiede
hinsichtlich der Reninexpression festzustellen. Wie auch bei der Wildtyp-Maus bewirkt hier die
Suppression des RAAS durch die vermehrte Salzzufuhr eine Minderung der Reninmenge bei
unverdnderter Reninlokalisation. Die reninpositiven Bereiche sind unter Hochsalzdidt deutlich
kleiner als unter Normalkost und ausschlielich an der juxtaglomeruldren Position, nicht jedoch in

anderen vaskuldren oder extravaskularen Strukturen zu sehen.

Abbildung 3.30: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer AKR 1B7-Knockout-Maus
[HS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und Renin (griin). Weille Pfeile: Lokalisation der
Immunreaktionen von Renin an der juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus.
200fache Vergroflerung.
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Die nachfolgenden Detailaufnahmen zeigen einen reninpositiven Bereich am glomeruldren
Gefilpol. Die Morphologie der reninbildenden Zellen in der Wand der afferenten Arteriole ist
unverdndert und stellt sich kuboid dar. Es ist eine Koexpression von Glattmuskelaktin und Renin

festzustellen (Abb. 3.31).

Renin .
Abbildung 3.31: [Detailansicht]
Immunfluoreszenzfarbung am Paraffin-
schnitt einer AKRI1B7-Knockout-Maus
[HS]. [a] Kombinierte Darstellung der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d]
Getrennte  Darstellung der einzelnen
Immunreaktionen. G =  Glomerulus.
400fache Vergréfierung.
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3.1.4.3 Die AKR1B7-Knockout-Maus nach 10d Niedrigsalzdiit und 7d Enalapril:
histologische Betrachtung

Die mikroskopischen Aufnahmen der AKRI1B7-Knockout-Maus nach Niedrigsalzdidt und
Behandlung mit Enalapril demonstrieren die Verdnderungen der Reninexpression nach Stimulation
des RAAS bei diesem Maustyp. Analog zur Wildtyp[LS/E]-Maus zeigt die AKR1B7-Knockout-
Maus eine kontinuierliche retrograde Rekrutierung reninbildender Zellen entlang der Wand der
afferenten Arteriole. Das Ausmall der Rekrutierung ist mit dem der Wildtyp[LS/E]-Maus
vergleichbar — trotz vermehrter Anzahl der reninpositiven Zellen enthilt jeweils nur ein kleiner
Abschnitt einer afferenten Arteriole Renin. Andere GefaB3abschnitte (arcuate Haupt- und Seitenéste,

Interlobulararterien, efferente Arteriolen) imponieren reninfrei (Abb. 3.32).

Abbildung 3.32: [Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKR1B7-Knockout-Maus
[LS/E]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und Renin (griin). Weille Pfeile: Lokalisation der
Immunreaktionen von Renin an der juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus.
200fache VergroBerung.
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In der histologischen Detailansicht préasentiert sich eine Kolokalisation von Glattmuskelaktin und
Renin in den rekrutierten Zellen iiber einen langen Abschnitt einer afferenten Arteriole. Das
Ausmal der Rekrutierung entspricht in etwa dem Ausmal der Renin- und AKR1B7-Zunahme in der

Wildtyp-Maus unter Niedrigsalzdidt und Enalapril (Abb. 3.33).

Renin

Abbildung 3.33: [Detailansicht]
Immunfluoreszenzfarbung am Paraffin-
schnitt einer AKRI1B7-Knockout-Maus
[LS/E]. [a] Kombinierte Darstellung der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d]
Getrennte  Darstellung der einzelnen
Immunreaktionen. G =  Glomerulus.
400fache Vergroferung.
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3.2 Dreidimensionale Betrachtung der GefiBarchitektur

3.2.1 Die Wildtyp-Maus unter Normalsalzdiit [NS]

In Abb. 3.34 ist ein GefaBBbaumabschnitt einer unstimulierten Wildtyp-Maus dargestellt, der als
Referenz fiir die nachfolgende Analyse des Gefdllbaums der AKR1B7-Knockout-Maus dienen soll.
Zu sehen ist ein arcuater Seitenast mit Interlobulararterien und daraus hervorgehenden afferenten

Arteriolen. Exemplarisch sind auch einige efferente Arteriolen dargestellt.

Dieser GefaBBbaum stellt den physiologischen Normalzustand der GefaBarchitektur in der Niere dar.

Die Geféle sind gleichméaBig geformt und schlank.

Um den optischen Eindruck der GefaBmorphologie zu objektivieren, wurden die Gefdlle mit Hilfe
des 3D-Rekonstruktionsprogramms Amira ausgemessen. Daflir wurden die Léinge und der
Durchmesser der kortikalen afferenten Arteriolen erfasst. Dabei ergab sich fiir die afferenten
Arteriolen der Wildtyp-Maus eine durchschnittliche Lange von 95,23 um und ein durchscnittlicher

Durchmesser von 19,75 um.
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Abbildung 3.34: [Gesamtansicht]: 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin-Immunreaktivitdt im
reprasentativen GefaBbaumabschnitt einer Wildtyp-Maus [NS].

79



3.2.2 Die AKR1B7-Knockout-Maus unter Normalsalzdiat [NS]

Der in Abb. 3.31 dargestellte GefaBBbaumabschnitt einer AKR1B7-Knockout-Maus scheint auf den

ersten Blick eine regelrechte Morphologie zu besitzen. Der Verlauf der Gefdf3e und deren schlanke,

gleichméfige Form erscheinen unauffillig und dhneln denen der Wildtyp-Maus.
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Abbildung 3.35:

[Gesamtansicht]:

3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin-Immunreaktivitit im

reprasentativen GefafBbaumabschnitt einer AKR1B7-Knockout-Maus [NS].
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Die Vermessung der kortikalen afferenten Arteriolen ergibt bei der AKR1B7-Knockout-Maus eine
mittlere Lénge von 83,50 um und einen mittleren Durchmesser von 17,77 pm. Der Vergleich der
Messwerte von AKR1B7-Knockout- und Wildtyp-Maus ist in Abb. 3.36 dargestellt. Dabei ergibt

sich hinsichtlich beider Parameter kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen.
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Abbildung 3.36: Graphische Gegeniiberstellung [a] der mittleren Lénge und [b] des mittleren Durchmessers
afferenter Arteriolen der Wildtyp- und der AKR 1B7-Knockout-Maus.
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3.3 Quantitative Analyse der Reninexpression

Fiir die quantitative Analyse der Reninexpression erfolgte ein Vergleich des Renin-mRNA-Levels
der Wildtyp- und der AKR1B7-Knockout-Miuse jeweils fiir drei Didtgruppen ([NS], [HS], [LS/E]).
In Abb. 3.37 ist fiir die insgesamt 6 Mausgruppen der Quotient aus Renin-mRNA und GAPDH-
mRNA dargestellt, wobei dieser Quotient fiir die Wildtyp[NS]-Maus auf den Wert 1 normiert ist. In
keiner der drei Didtgruppen ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp- und
den AKR1B7-Knockout-Mausen. Wihrend die Unterdriickung des RAAS mittels Hochsalzdidt bei
beiden Maustypen lediglich eine diskrete Minderung der Renin-mRNA-Konzentration bewirkt,
zeigt sich bei Stimulation des RAAS mittels Niedrigsalzdidt und Enalapril-Behandlung beim
Wildtyp ein 7-facher und beim AKR1B7-Knockout ein 6,6-facher und somit jeweils signifikanter

Anstieg der Reninexpression im Vergleich zur Normalkost.
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Abbildung 3.37: Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Level der Wildtyp- und der AKR1B7-Knockout-
Maus, jeweils fiir [NS], [HS] und [LS/E]; Normierung des [NS]Wildtyp-Werts auf 1. Untersuchung von 4 bis
8 Maiusen pro Gruppe. * Signifikanter Unterschied zu [NS]Wildtyp. § Signifikanter Unterschied zu
[NS]JAKR1B7-/-.
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3.4 Plasmareninmesssung

Die Ergebnisse der Plasmareninbestimmung sind in Abb. 3.38 dargestellt. Analog zu den
Ergebnissen der mRNA-Messung sind die Plasmareninkonzentrationen fiir die Wildtyp- und die
AKR1B7-Knockout-Méuse in jeweils 3 Didtgruppen ([NS], [HS], [LS/E]) angegeben, hier jedoch
ohne Normierung in der Originaleinheit [ngang/h*ml]. In keiner der Didtgruppen kann ein
signifikanter Unterschied der Plasmareninkonzentration zwischen den zwei Genotypen festgestellt
werden. Ahnlich wie bei der Reninexpression bewirkt eine Hochsalzdiit sowohl bei der Wildtyp-
als auch bei der AKRI1B7-Knockout-Maus eine nur gering ausgepridgte Minderung der
Plasmareninkonzentration, wiahrend diese nach Niedrigsalzdidt und Enalapril-Behandlung
signifikant um ein Vielfaches gesteigert ist (34-fach beim Wildtyp 43-fach beim AKRIB7-
Knockout).
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Abbildung 3.38: Graphische Darstellung der Plasmarenin-Konzentration der Wildtyp- und der AKR1B7-
Knockout-Maus, jeweils fiir [NS], [HS] und [LS/E]. Untersuchung von 5 bis 12 Méausen pro Gruppe. *
Signifikanter Unterschied zu [NS]Wildtyp. § Signifikanter Unterschied zu [NS]JAKR1B7-/-.
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3.5 Blutdruckmessung

Die Ergebnisse der Blutdruckmessung sind in Abb. 3.39 dargestellt. Zu sehen ist der systolische
Blutdruck der Wildtyp- sowie der AKR1B7-Méuse. Dieser betrdgt im Durchschnitt 127 + 2 mmHg
fir Wildtyp-Méduse und 124 + 3 mmHg fir AKR1B7-Knockout-Méuse. Ein Vergleich beider

Gruppen liefert keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Genotypen.
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Abbildung 3.39: Graphische Darstellung der sytolischen Blutdruckwerte der Wildtyp- und der AKR1B7-
Knockout-Maus. Untersuchung von 6 Méusen pro Genotyp.
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4 Diskussion



4.1 Die Kolokalisation von Renin und AKR1B7

Die Analyse der Kolokalisation von Renin und AKR1B7 in der Mausniere erfolgte durch eine

mikroskopisch-histologische sowie dreidimensionale Betrachtung der Expression beider Proteine.
Verglichen wurden dabei Wildtyp-Miuse unter drei unterschiedlichen Diédtbedingungen (unter
Normalkost, nach Hochsalzdidt sowie nach Niedrigsalzdidt und Enalapril-Gabe) sowie zwei
Maustypen mit genetischen Defekten (Aldosteronsynthase-Knockout-Maus, Connexin40-
Knockout-Maus), bei denen ebenfalls eine verdnderte Menge und Lokalisation reninbildender
Zellen zu erwarten ist. Eine vergleichende Ubersicht iiber die Renin- und AKR1B7-Verteilung in
diesen Maustypen ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Bei allen Wildtyp-Mausen wurde insgesamt eine hochgradige Kolokalisation von Renin und
AKRI1B7 gefunden. Menge und Lokalisation von AKRI1B7 stimmen in der Mausniere im
physiologischen Normalzustand mit der Menge und Lokalisation von Renin iiberein. Bei Anderung
der Salzzufuhr verdndert sich die Expression von AKRIB7 analog zur Reninexpression. Die
beschriebenen AKR1B7-Signale, die in der Wand kleiner oder groer Gefdlle ohne begleitendes
Reninsignal auftreten und sich als feine Punkte oder diinne Streifen darstellen, sind nach
mehrfacher Betrachtung von zu unterschiedlichen Zeitpunkten gefdrbten Paraffinschnitten am
ehesten als Artefakt zu werten. Dafiir sprechen ihre Morphologie sowie die Lokalisation und
UnregelméaBigkeit ihres Vorkommens. Solche Artefakte konnten beispielsweise durch die Fixierung
des Nieregewebes, durch teilweise unspezifische Bindung von Antikdrpern bei der
immunhistochemischen Féarbung oder durch eine Kombination aus beiden Faktoren entstanden sein.
Da die immunhistochemische Farbung von AKR1B7 mit Hilfe von anti-AKR1B7-Antikorpern
ausschlieBlich nach Fixierung des Gewebes mittels Bouin-Losung qualitativ auswertbare
Ergebnisse lieferte, war es nicht moglich, eine eventuell fixierungsbedingte Artefaktquelle durch
den Vergleich von unterschiedlich fixierten, immunfluoreszenzmarkierten Schnitten zu iiberpriifen.
Es ist zwar nicht auszuschlieBen, dass die genannten Signale keine Artefakte darstellen, sondern
tatsdchlich zusitzliche AKR1B7-Vorkommen in der Wand von Nierengefdflen markieren. Aufgrund
von Morphologie, Lokalisation, UnregelmiBigkeit und schwacher Intensitit dieser Signale erscheint
das allerdings unwahrscheinlich.

Bei der Aldosteron-Knockout-Maus imponiert die Kolokalisation von Renin und AKR1B7 weniger
streng als bei den Wildtyp-Méusen. Obwohl beim Grofteil der afferenten Arteriolen und groferer
Gefidlle sowohl in typischer juxgtaglomerulirer Position als auch in den rekrutierten Bereichen eine
sehr gute Uberlappung von Renin und AKRIB7 zu sehen ist, finden sich zum Teil groBere
Abweichungen. Am héufigsten sind diese in Form alleiniger Reninansammlungen im
juxtaglomeruldren Bereich der afferenten Arteriole oder in Form alleiniger AKRI1B7-

Ansammlungen in der Wand groBerer Gefdlle zu sehen. Auch diese Unstimmigkeiten konnten
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sowohl technisch bedingt als auch auf tatsdchliche Unterschiede zwischen der Renin- und der
AKRI1B7-Expression zuriickzufiihren sein. Dabei erscheinen die hier vorkommenden, isolierten
Renin- oder AKR1B7-Signale aufgrund ihrer deutlichen Stirke und Klarheit sowie aufgrund ihres
regelmifBigen Vorkommens eher nicht wie Artefakte.

In der Niere der Connexin40-Knockout-Maus erscheint das Ausmal} der Kolokalisation von Renin
und AKR1B7 noch etwas geringer. Zusammenfassend zeigt sich bei sehr inhomogenem Mischbild
eine  AKRIB7-Expression an fast jedem Glomerulus in juxtaglomeruldrer Position mit
koloklaisierter oder fehlender Reninexpression. Gleichzeitig finden sich an manchen Glomeruli
ektope Reninansammlungen ohne begleitedne AKR 1B7-Expression. Bereiche mit alleiniger Renin-
oder AKR1B7-Expression zeigen - dhnlich wie bei der Aldosteronsynthase-Knockout-Maus - eine
leichte Diskrepanz zwischen Renin- und AKR1B7-Expression. Insgesamt ergibt sich der Eindruck,
als befande sich AKR1B7 iiberall dort, wo unter physiologischen Bedingungen die Reninsynthese
zu erwarten ware. Renin dagegen scheint zum Teil an physiologischer Position lokalisiert zu sein,
zum Teil an ektoper Position zu liegen und zum Teil komplett zu fehlen.

Diese Ergebnisse zur Kolokalisation von Renin und AKR1B7 bei verschiedenen Maustypen lassen
sich unter gewissen Einschrankungen mit Ergebnissen anderer Studien vergleichen. So untersuchten
zum einen Brunskill et al. (2011) und zum anderen Lin et al. (2015) die Kolokalisation der beiden
Proteine in der Mausniere. In beiden Studien wurde die Koexpression von Renin und AKR1B7 bei
der adulten Wildtyp-Maus sowie wihrend der embryonalen Nierenentwicklung mit Hilfe
immunhistochemischer Farbungen analysiert. Brunskill et al. untersuchten zusétzlich die Wildtyp-
Maus unter Captoprilgabe, Lin et al. die Wildtyp-Maus nach Hochsalzdiét, nach Niedrigsalzdiit und
Captoprilgabe, die Aldosteronsynthase-Knokout-Maus sowie eine Maus mit Deletion von Dicer,
einem micro-RNA-prozessierenden Enzym. Die Ergebnisse zu den wildtypischen Diéttieren sowie
den Tieren unter (zusdtzlicher) Captoprilgabe dhneln sehr den Ergebnissen dieser Arbeit. Auch dort
ist jeweils eine hochgrade Kolokalisation von Renin und AKR1B7 unter allen Didtbedingungen
sowie unter medikamentoser Manipulation beschrieben. Auch bei der Aldosteronsynthase-
Knockout-Maus ist von einer hochgradigen Kolokalisation beider Proteine die Rede, wobei fiir
AKRIB7 im Vergleich zu Renin von einer geringeren Zunahme der Intensitdt gesprochen wird.
Isoliert vorkommende Renin- oder AKR1B7-Signale werden nicht beschrieben, wobei Unterschiede
auf die Verwendung anderer Methoden in diesen beiden Studien zuriickzufiihren sein konnten.
Mitunter konnen abweichende Fixiermethoden, die Verwendung von Versuchstieren mit anderem
genetischem Hintergrund sowie abweichende immunhistochemische Methoden (Peroxidase-
Reaktion statt Immunfluoreszenz) zu leicht abweichenden Ergebnissen beim gleichen Maustyp
filhren. Hinsichtlich der Expression von AKR1B7 wihrend der embryonalen Entwicklung der

Mausniere, in deren Verlauf die Reninexpression ausgehend von der Wand groferer Gefille

87



langsam in Richtung der typischen juxtaglomeruldren Position fortschreitet, wird ebenfalls von
einer hochgradigen Kolokalisation mit der Reninexpression berichtet. Selbiges gilt fiir die
Expression von AKR1B7 bei der Dicer-Deletion, die zu einer deutlichen Abnahme reninbildender

Zellen an der juxtaglomeruldren Position afferenter Arteriolen fiihrt.

WT [NS]

WT [HS] Cx40-/-

Abb. 4.1: Immunfluoreszenzfiarbung am Paraffinschnitt jeweils einer Wildtyp-Maus (WT) unter Normalkost
[NS], nach Hochsalzdiat [HS] sowie nach Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe [LS/E], einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus  (AS-/-) und einer Connexind0-Knockout-Maus  (Cx40-/-).
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau), Renin (griin) und AKRIB7 (rot). Kolokalisation von
Renin und AKRI1B7 (gelb), von Glattmuskelaktin und AKR1B7 (rosa). G = Glomerulus. 400fache
Vergroflerung.
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Trotz der Unterschiede beim Vergleich der Ergebnisse aus dieser und den oben genannten Studien
lassen sich alle Erkenntnisse gut miteinander in Einklang bringen, wenn man AKRIB7 als
durchschnittlich guten Marker fiir reninbildende Zellen betrachtet. Fiir Wildtyp-Méduse unter
verschiedenen Erndhrungsbedingungen sowie wéahrend der Nierenentwicklung lédsst sich insgesamt
eine hochgradige Kolokalisation und somit eine sehr gute Tauglichkeit von AKR1B7 als Marker fiir
reninbildende Zellen der Mausniere feststellen. Bei Mausen mit genetischen Defekten ist die renale
Kolokalisation von Renin und AKR1B7 etwas weniger zuverldssig, sodass die Verwendung von
AKRI1B7 als Marker fiir reninbildende Zellen bei diesen Maustypen mit Vorsicht erfolgen sollte.

Eine Ursache fiir die beschriebene Diskrepanz ldsst sich nur schwer ausmachen, nachdem die
Funktion von AKR1B7 nach wie vor nicht vollstindig erfasst ist. Moglicherweise kdnnen weitere
Erkenntnisse {liber die Rolle von AKR1B7 in der Mausniere in Zukunft neue Erklarungsansitze fiir

dieses Phanomen liefern.

4.2 Die Folgen von AKR1B7-Defizienz

Die Untersuchung der Folgen von AKR1B7-Defizienz erfolgte mittels qualitativer und quantitativer

Methoden. Zu den qualitativen Methoden gehorte der mikroskopisch-histologische Vergleich der
Reninexpression bei  Wildtyp- und AKRI1B7-Knockout-Médusen wunter verschiedenen
Didtbedingungen sowie die dreidimensionale Analyse der renalen GefaBarchitektur und der
Reninexpression bei jeweils einer Wildtyp[NS]- und AKRI1B7-Knockout[NS]-Maus. Eine
vergleichende Ubersicht iiber die Ergebnisse dieser qualitativen Untersuchungen ist in Abb. 4.2
dargestellt.

Beim mikroskopisch-histologischen Vergleich der Diittiere beider Genotypen konnte in keiner der
Diétgruppen ein wesentlicher Unterschied hinsichtlich der Reninexpression festgestellt werden.
Unter Normalkost sind sowohl Menge als auch Lokalisation von Renin sind zwischen AKR1B7-
Knockout-Maus und Wildtyp-Maus vergleichbar. Nach Niedrigsalzdidt und Enalapril-Gabe nimmt
die Reninexpression bei beiden Genotypen durch die retrograde Rekrutierung reninbildender Zellen
in dhnlichem Ausmall zu, bei Hochsalzdidt ist die Reninmenge und —lokalisation bei beiden
Genotypen dhnlich stark vermindert. Auch in der Analyse der Reninexpression sowie der renalen
GefidBarchitektur mittels 3D-rekonstruierter GefaBbdume konnten zwischen Wildtyp[NS]- und
AKR1B7-Knockout[NS]-Maus keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden.

Zu den quantitativen Methoden gehorte die Bestimmung des Renin-mRNA-Gehalts der Mausnieren
sowie des Plasmareninspiegels von Wildtyp- und AKRI1B7-Knockout-Mdusen in jeweils drei

Diétgruppen. Innerhalb der einzelnen Didtgruppen lieB3 sich in keiner der beiden Untersuchungen
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ein Unterschied zwischen den beiden Genotypen feststellen. Dariiber hinaus erfolgte die
Bestimmung des systolischen Blutdrucks und die Messung der Linge und des Durchmessers
afferenter Arteriolen bei Wildtyp- und AKR1B7-Knockout-Méusen unter Normalkost, wobei der
jeweilige Vergleich zwischen den Genotypen auch hier keine signifikanten Unterschiede lieferte.
Ein limitierender Faktor dieser Studie war mit 4 bis 12 Méusen pro Gruppe die relativ geringe
Anzahl der untersuchten Tiere. Aulerdem ist zu bedenken, dass auch die Messgenauigkeit der
einzelnen Untersuchungen Grenzen hat. Vor allem die Ergebnisse der Blutdruckmessung bei
Mausen besitzen auf Grund der Agitiertheit der Tiere durch Larm, mechanische Manipulation oder
Temperaturschwankungen ein hohes Fehlerpotenzial. Durch Adaptation der Méuse an die
Umgebung und den Messvorgang wurde jedoch versucht, diesem Storfaktor entgegenzuwirken.

Die Analyse der unterschiedlichen Aspekte der AKR1B7-Defizienz legt nach Zusammenschau aller
Befunde dennoch nahe, dass AKRI1B7 keinen Einfluss auf das RAAS und die renale
GefédBarchitektur besitzt.

Dariiber hinaus untersuchten Machura et al. im Jahr 2013 die Reninsekretionsrate von isoliert
perfundierten Nieren wildtypischer und AKR1B7-defizienter Mause in Abhingigkeit mehrerer
Regulatoren des RAAS. Es wurde jeweils die Reninsekretionsrate bei Perfusion mit Isoproterenol,
bei zuséitzlicher Gabe unterschiedlicher ANGII-Mengen sowie bei verschiedenen Perfusionsdriicken
gemessen und dadurch die Ansprechbarkeit der Reninsekretion auf diese Faktoren gepriift. Dabei
konnte zwischen den Nieren von Wildtyp- und AKRI1B7-Knockout-Miusen bei keiner der
Manipulationen ein Unterschied hinsichtlich der Reninsekretion festgestellt werden, was
gleichermallen auf die Unabhingigkeit des RAAS von AKR1B7 hindeutet.

Machura et al. (2013) untersuchten auBlerdem, ob andere Enzyme der Subgruppe AKRIB bei
Abwesenheit von AKR1B7 dessen Rolle iibernehmen und dadurch die Unabhdngigkeit der
Reninsynthese von AKRIB7 vortduschen konnten. Sie verglichen dafiir die AKRIB3-, die
AKRIBS8- und die AKR1B16-mRNA-Menge (neben dem AKRI1B7-Gen drei weitere Gene der
AKR1B-Subgruppe, die bisher in der Mausniere gefunden werden konnten) in Nieren von Wildtyp-
und AKR1B7-Knockout-Miusen. Dabei konnten sie fiir keines der drei Gene eine signifikant
verdnderte mRNA-Menge bei AKR1B7-Defizienz feststellen.
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Abb. 4.2: Gegeniiberstellung der GefaBarchitektur sowie der Reninexpression bei der Wildtypmaus (WT)
und bei der AKR1B7-Knockout-Maus (AKR1B7-/-). Oben: 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa)
Immunreaktivitét, in der DetailvergroBerung zusétzliche Darstellung der Renin (griin-) Immunreaktivitét.
Unten: Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt jeweils einer Wildtyp- bzw. AKR1B7-Knockout-Maus
unter Normalkost [NS], nach Hochsalzdidt [HS] sowie nach Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe [LS/E].
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau), Renin (griin) und AKRIB7 (rot). Kolokalisation von
Renin und AKRIB7 (gelb), von Glattmuskelaktin und AKR1B7 (rosa). G = Glomerulus. 400fache
Vergroflerung.
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Komplementédr zu den Untersuchungen dieser Studie und zu den Experimenten von Machura et al.
(2013) untersuchten Brunskill et al. (2011) und Lin et al. (2015) umgekehrt den Einfluss von Renin
auf die Expression von AKR1B7. In beiden Studien wurde mittels immunhistochemischer Farbung
und histologischer Betrachtung die Expression von AKR1B7 in Nieren von Méusen mit Renlc-
Knockout analysiert. Dabei konnte in beiden Analysen trotz Abwesenheit des Renin-Gens eine
AKRI1B7-Expression in denjenigen Zellen festgestellt werden, in denen unter physiologischen
Bedingungen die Expression von Renin zu erwarten wére. Lin et al. untersuchten dariiber hinaus die
AKRIB7-Expression in Nieren nach kompletter Ablation reninbildender Zellen mittels
Diphtherietoxin A. In diesen Nieren konnte kein AKR1B7 nachgewiesen werden, was fiir eine hohe

Spezifitdt von AKR1B7 fiir reninbildende Zellen spricht.

Die Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und der Arbeiten von Machura, Brunskill und Lin

zeigt, dass sich AKR1B7 und Renin nicht direkt gegenseitig beeinflussen.

4.3 Fazit und Ausblick
Die Untersuchungen dieser Arbeit und der Studien von Machua et al. (2013), Brunskill et al. (2011)

und Lin et al. (2015) fithren insgesamt zum Ergebnis, dass AKR1B7 im Durchschnitt einen guten
und spezifischen Marker fiir reninbildende Zellen darstellt und dass sich Renin und AKR1B7 in
Bezug auf ihre Expression und Sekretion nicht gegenseitig beeinflussen. Diese Entdeckungen
fiihren zwangsldufig zur Frage, welche Rolle AKR1B7 in den reninbildenden Zellen spielen konnte.
Bisher wurden mehrere unterschiedliche Vermutungen geduBert. Eine funktionelle Verbindung
beider Proteine iiber die Prostaglandinsynthese stellte eine Moglichkeit dar. Durch bisherige
Erkenntnisse iiber die Fihigkeit von Prostaglandinen, die Reninsynthese und —sekretion zu
stimulieren sowie das Wissen iber die PGF;,-Synthase-Aktivitit von mehreren Aldo-Keto-
Reduktasen einschlieBlich AKR1B7 war eine solche Vermutung naheliegend. Durch den Nachweis
der Unabhingigkeit der Reninsynthese von AKR1B7 wurde ein solcher Zusammenhang jedoch
unwahrscheinlich und wére nur bei gleichzeitiger kompensatorischer Erhohung der Expression
anderer Enzyme mit PGF,,-Aktivitdt denkbar. Eine andere Mdglichkeit, tiber die auch von Lin et al.
(2015) spekuliert wurde, wire eine protektive Rolle von AKR1B7 bei oxidativem Stress. Eine
solche Funktion erfiillt AKR1B7 in der Nebenniere der Maus. Dort reduziert es Isocaproaldehyd,
das als Nebenprodukt bei der Steroidhormonsynthese entsteht und mit oxidativem Stress assoziiert
wird, zu weniger schiddlichen Formen. Da endokrine Zellen im Allgemeinen aufgrund deren
gesteigerter Proteinsynthese anfillig flir oxidativen Stress sind (Lin et al, 2015), erschien eine

solche Moglichkeit auch fiir die reninbildenden — und somit ebenfalls endokrin aktiven - Zellen
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nicht unwahrscheinlich, auch wenn bislang wenig liber den oxidativen Stress in reninbildenden
Zellen bekannt ist. Eine solche Funktion wiirde aber wiederum eine gewisse Abhingigkeit des
Renins von AKR1B7 bedeuten, die durch diese Studie weitgehend ausgeschlossen werden konnte.
Wenn man wiederum von der gegenseitigen Unabhéngigkeit von Renin und AKR1B7 ausgeht, liegt
es nahe, dass beide Proteine als Teil eines iibergeordnetes genetischen Systems, das den Phénotyp
reninbildender Zellen determiniert, gemeinsam reguliert werden. Auch wenn bisher wenig Studien
zu dieser Frage exisiteren, konnten bereits zwei Faktoren gefunden werden, die an der Koregulation
von Renin und AKR1B7 beteiligt sind. So konnten zum einen Lin et al. 2015 sowohl in vitro als
auch in vivo eine Koregulation von Renin und AKR1B7 durch cAMP feststellen. Zum anderen
zeigten Castellanos-Rivera et al. 2015, dass die Deletion von RBP-J, dem Haupteffektor des Notch-
Signalwegs, zu einer starken Abnahme renin- und AKR1B7-positiver Zellen fiihrt und somit auch
an deren Koregulation beteiligt zu sein scheint.

Um Aussagen dariiber treffen zu konnen, welche weiteren Faktoren zur Regulation von Renin und
AKRI1B?7 beitragen und um mehr iiber die Rolle von AKR1B7 in den reninbildenden Zellen der
Niere bzw. den Grund der Kolokalisation von Renin und AKR1B7 zu erfahren, bedarf es weiterer

Untersuchungen.
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5 Zusammenfassung



Nach der Entdeckung eines hohen Expressionslevels der Aldo-Keto-Reduktase AKRI1B7 in den
reninbildenden Zellen der Mausniere kamen mitunter die Fragen auf, welche Rolle das Enzym in
diesen Zellen spielen konnte und inwieweit AKRIB7 und Renin einer wechselseitigen
Abhéngigkeit unterliegen. Desweiteren war von zentralem Interesse, ob AKR1B7 als Marker fiir
reninbildende Zellen fungieren konnte. Im Rahmen dieser Arbeit sollte beleuchtet werden,
inwieweit sich Renin- und AKR1B7-Expression entsprechen und welchen Einfluss AKR1B7 auf
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ausiibt.

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Ausmal3 der Kolokalisation von Renin und AKRI1B7 in der
Mausniere untersucht. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen und
dreidimensionaler Rekonstruktionen von renalen Gefabdumen die Expressionsmuster der beiden
Proteine in Nieren unterschiedlicher Maustypen miteinander verglichen. Dabei wurden einerseits
adulte, unbehandelte Wildtyp-Méuse untersucht und andererseits Mause, bei denen aufgrund einer
modifizierten Salzzufuhr oder aufgrund genetischer Defekten die renale Reninexpression ein vom
physiologischen Zustand abweichendes Muster zeigt. Dabei konnte bei Wildtyp-Mausen unter allen
Didtarten eine weitgehende Kolokalisation von Renn und AKR1B7 festgestellt werden. Bei Méusen
mit genetischen Defekten présentierte sich zwar kein identisches, aber dennoch hochgradig
iiberlappendes Expressionsmuster von Renin und AKR1B7.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der Untersuchung eines mdglichen Einflusses von
AKRI1B7 auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Hierzu wurden AKR1B7-Knockout-
Maiuse geziichtet und hinsichtlich der qualitativen und quantitativen Reninexpression, der
Reninsynthese, der renalen GefdBarchitektur sowie des systolischen Blutdrucks miteinander
verglichen. In keiner der durchgefiihrten Untersuchungen konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen Wildtyp- und AKR1B7-Knockout-Méusen festgestellt werden.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Aldo-Keto-Reduktase AKR1B7 im Durchschnitt
einen gut geeigneten Marker fiir die reninbildenden Zellen der Mausniere darstellt, ohne die
Reninsynthese und —sekretion zu beeinflussen. Welche Rolle das Enzym in diesen Zellen spielt und
inwiefern Renin und AKR1B7 Bestandteile eines iibergeordneten Regulationssystems des RAAS

darstellen, muss im Rahmen weiterer Studien geklart werden.
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7.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1:

Feinstruktur der Niere. Links: Lage der Tubulussegmente in Abhéngigkeit von der
Position des Nephrons. Tubulussegmente: Pars contorta (gelb) und Pars recta
(orange) des Tubulus proximalis, Tubulus intermedius (braun), Pars recta (hell-
griin) und Pars contorta (dunkelgriin) des Tubulus distalis, Verbindungs-stiick
(lila), Sammelrohrsystem (hell-blau). AStr. = AuBenstreifen, IStr = Innenstreifen.
Rechts: GefaBarchitektur. a = Vas afferens. e = Vas efferens. (Abbildung
modifiziert nach Liillmann-Rauch, 2006)

Abb. 1.2:

Schematische Darstellung der Signalkaskade des RAAS. ACE = Angiotensin-
converting Enzyme. ADH = Antidiuretisches Hormon.

Abb. 1.3:

Schematische Darstellung der Reninsynthese und —sekretion (Abbildung nach
Schweda et al., 2007)

Abb. 1.4:

Schematische Darstellung eines Glomerulus. Der juxtaglomeruldre Apparat
besteht aus den granulierten JG-Zellen, der Macula densa, der afferenten und
efferenten Arteriole und dem extra-glomeruliren Mesangium. (Abbildung
modifiziert nach Welsch & Deller, 2010)

Abb. 1.5:

Schematische Darstellung der intrazelluldren Signalwege, die die Reninfreisetzung
beeinflussen. AC5/6 = Adenylatzyklase 5/6. AMP = Adenosinmonophosphat. ANP
= Atriales Natriuretisches Peptid. ATP = Adenosintriphosphat. Ca2+ = Calcium.
cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat. ¢cGKII = cGMP-dependent protein
kinase type II. ¢cGMP = cyclisches Guanosinmonophosphat. DAG =
Diacylglycerol. GC-A = Guanylatzyklase A. GP = Glykoprotein. IP3 =
Inositoltriphosphat. NO = Stickstoffmonoxid. sGC = 16sliche (soluble)
Guanylatzyklase. GTP = Guanosintriphosphat. PDE3a = Phosphodiesterase 3a.
PIP2 = Phosphatidyl-Inositolbisphosphat. PKA = Proteinkinase A. PKC =
Proteinkinase C. PLC = Phospholipid C. (Abbildung nach Castrop et al., 2009)

Abb. 2.1:

Bildstapelgenerierung (Abbildung nach Machura et al., 2009)

Abb. 2.2:

Farbkanaltrennung (Abbildung modifiziert nach Machura et al., 2009)

Abb. 3.1:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin)
und AKRIB7- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Gefél3baumabschnitt
einer Wildtyp-Maus [NS] mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel

(gelb).

Abb. 3.2:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa)
Immunreaktivitit im reprasentativen GefaBBbaumabschnitt einer Wildtyp-Maus
[NS] mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb). Zusétzliche
Darstellung der Immunreaktivitét von [a] Renin- (griin) bzw. [b] AKR1B7 (rot).

Abb. 3.3:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Wildtyp-Maus [NS] mit Glomeruli (gelb) und
einer efferenten Arteriole. Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitit von [a]
Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur AKR1B7 (rot).
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Abb. 3.4:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[NS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau), Renin (griin) und
AKRI1B7 (rot). Weille Pfeile: Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und
AKRI1B7 (gelb). G = Glomerulus. 200fache Vergroferung,

Abb. 3.5:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[NS]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau), Renin (griin) und AKRI1B7 (rot). Kolokalisation der
Immunreaktionen von Renin und AKRI1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte Darstellung
der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb. 3.6:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[HS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKR1B7
(rot). WeiBe Pfeile: Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7
(gelb). G = Glomerulus. 200fache VergroBerung.

Abb. 3.7:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[HS]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau), Renin (griin) und AKRIB7 (rot). Kolokalisation der
Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte Darstellung
der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb. 3.8:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[LS/E]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und AKR1B7
(rot). WeiBle Pfeile: Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und AKR1B7
(gelb). G = Glomerulus. 200fache Vergroflerung.

Abb. 3.9:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Wildtyp-Maus
[LS/E]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(aSMA, hellblau), Renin (griin) und AKRIB7 (rot). Kolokalisation der
Immunreaktionen von Renin und AKR1B7 (gelb). [b]-[d] Getrennte Darstellung
der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb. 3.10:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin)
und AKRIB7- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Geféllbaumabschnitt
einer Aldosterosynthase-Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und der
Nierenkapsel (gelb).

Abb. 3.11:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa)
Immunreaktivitét im reprisentativen Gefaflbaumabschnitt einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und der
Nierenkapsel (gelb). Zusétzliche Darstellung der Immunreaktivitiat von [a] Renin-
(griin) bzw. [b] AKR1B7 (rot).

Abb. 3.12:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Glo-
meruli (gelb). Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitdt von [a] Renin und
AKRI1B7, [b] nur Renin (grin) und [c] nur AKR1B7 (rot). Weitgehende
Kolokalisation von Renin und AKR1B7.
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Abb.

3.13:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Glo-
meruli (gelb) und einer efferenten Arteriole. Zusétzliche Darstellung der
Immunreaktivitdt von [a] Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur
AKRIB7 (rot). Starke Renin-Expression an juxtaglomeruldrer Position der
Glomeruli mit lediglich schwacher begleitender AKR 1B7-Expression.

Abb.

3.14:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Glo-
meruli (gelb) und einer efferenten Arteriole. Zusétzliche Darstellung der
Immunreaktivitidt von [a] Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur
AKRIB7 (rot). Alleinige Expression von AKRI1B7 in der Wand einer
Interlobulararterie.

Abb.

3.15:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(rot), Renin (grin) und AKRIB7 (rot). Weille Pfeile: Kolokalisation der
Immunreaktionen von Renin und AKRI1B7 (gelb). Rote Pfeile: Alleinige
Expression von AKR1B7 in der Wand einer Interlobulararterie. G = Glomerulus.
200fache VergroBerung.

Abb.

3.16:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraftinschnitt einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus.  [a] Kombinierte  Darstellung  der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin («SMA, hellblau), Renin (griin) und
AKRIB7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen.
Weitgehende Kolokalisation von Renin und AKRIB7 in der Wand der
Interlobulararterie und der afferenten Arteriole. G = Glomerulus. 400fache
Vergroferung.

Abb.

3.17:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraftinschnitt einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus.  [a] Kombinierte  Darstellung  der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin («SMA, hellblau), Renin (griin) und
AKRIB7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen.
Deutliche Expression von Renin an der juxtaglomeruldren Position einer
afferenten Arteriole mit lediglich minimaler begleitender AKR 1B7-Expression. G
= Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb.

3.18:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer
Aldosteronsynthase-Knockout-Maus.  [a] ~Kombinierte  Darstellung  der
Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin) und
AKRI1B7 (rot). [b]-[d] Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. In
der Wand der afferenten Arteriole weitgehende Kolokalisation von Renin und
AKR1B7, in der Wand der Interlobulararterie alleinige AKR1B7-Expression ohne
begleitende Reninexpression. G = Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb.

3.19:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa), Renin- (griin)
und AKRIB7- (rot) Immunreaktivitit im représentativen Gefdl3baumabschnitt
einer Connexin40-Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und der
Nierenkapsel (gelb).
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Abb.

3.20:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa)
Immunreaktivitit im reprasentativen Gefallbaumabschnitt einer Connexin40-
Knockout-Maus mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).
Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitit von [a] Renin- (griin) bzw. [b]
AKRI1B7 (rot).

Abb.

3.21:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Connexin40-Knockout-Maus mit Glomeruli
(gelb) und efferenten Arteriolen. Zusitzliche Darstellung der Immunreaktivitit
von [a] Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur AKR1B7 (rot).
Glomeruli mit weitgehender Kolokalisation von Renin und AKR1B7. Am links
dargestellten Glomerulus findet sich eine ektope Expression von Renin.

Abb.

3.22:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitét
mehrerer afferenter Arteriolen einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus mit Glo-
meruli (gelb) und efferenten Arteriolen. Zusédtzliche Darstellung der
Immunreaktivitdt von [a] Renin und AKR1B7, [b] nur Renin (griin) und [c] nur
AKRI1B7 (rot). Heterogenes Expressionsmuster von Renin und AKR1B7 mit teils
ektopem Vorkommen von Renin sowie alleinigem Vorkommen von AKRIB7 in
der Wand der afferenten Arteriole.

Abb.

3.23:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-
Knockout-Maus. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (rot), Renin (griin) und
AKR1B7 (rot). Weiller Pfeil: Kolokalisation der Immunreaktionen von Renin und
AKRI1B7 (gelb). Roter Pfeil: Ektope Reninexpression im periglomeruldren
Mesangium sowie der Wand der efferenten Arteriole. Gelber Pfeil: Alleinige
AKR1B7-Expression ohne begleitende Reninexpression. G = Glomerulus.
200fache Vergroflerung.

Abb.

3.24:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfiarbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-
Knockout-Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). [b]-[d]
Getrennte Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Partielle Kolokalisation
von Renin und AKRI1B7 an der juxtaglomeruliren Position der afferenten
Arteriole bei im Vergleich zur Reninmenge deutlich hoherer AKR1B7-Menge. G =
Glomerulus. 400fache Vergroferung.

Abb.

3.25:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer Connexin40-
Knockout-Maus. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). [b]-[d]
Getrennte  Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. Weitgehende
Kolokalisation von Renin und AKR1B7 an der juxtaglomeruldren Position der
afferentren Arteriole und alleiniges Vorkommen von Renin zwischen afferenter
und efferenter Arteriole. G = Glomerulus. 400fache Vergrofierung.

Abb.

3.26:

[Gesamtansicht] 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) und Renin-
(griin) Immunreaktivitdt im représentativen Geféfbaumabschnitt einer AKR1B7-
Knockout-Maus [NS] mit Darstellung der Glomeruli und der Nierenkapsel (gelb).

Abb.

3.27:

[Detailansicht] 3D- Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) und Renin-
(griin) Immunreaktivitdt mehrerer afferenter Arteriolen einer AKR1B7-Knockout-
Maus [NS] mit Glomeruli (gelb) und einer efferenten Arteriole.
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Abb.

3.28:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKRI1B7-
Knockout-Maus [NS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und
Renin (griin). Weile Pfeile: Lokalisation der Immunreaktionen von Renin an der
juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 200fache
Vergroflerung.

Abb.

3.29:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer AKR1B7-
Knockout-Maus [NS]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache
Vergroferung.

Abb.

3.30:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKRI1B7-
Knockout-Maus [HS]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und
Renin (griin). Weille Pfeile: Lokalisation der Immunreaktionen von Renin an der
juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 200fache
Vergroferung.

Abb.

3.31:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKR1B7-
Knockout-Maus [HS]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache
Vergroflerung.

Abb.

3.32:

[Ubersicht] Immunfluoreszenzfirbung am Paraffinschnitt einer AKRI1B7-
Knockout-Maus [LS/E]. Immunreaktionen von Glattmuskelaktin (hellblau) und
Renin (griin). Weile Pfeile: Lokalisation der Immunreaktionen von Renin an der
juxtaglomeruldren Position der afferenten Arteriolen. G = Glomerulus. 200fache
Vergroflerung.

Abb.

3.33:

[Detailansicht] Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt einer AKR1B7-
Knockout-Maus [LS/E]. [a] Kombinierte Darstellung der Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (aSMA, hellblau) und Renin (griin). [b]-[d] Getrennte
Darstellung der einzelnen Immunreaktionen. G = Glomerulus. 400fache
Vergroferung.

Abb.

3.34:

[Gesamtansicht]: 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin-Immunreaktivitdt im
reprasentativen GefaBbaumabschnitt einer Wildtyp-Maus [NS].

Abb.

3.35:

[Gesamtansicht]: 3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin-Immunreaktivitit im
reprasentativen GefafBbaumabschnitt einer AKR1B7-Knockout-Maus [NS].

Abb.

3.36:

Graphische Gegeniiberstellung der [a] mittleren Lénge und [b] des mittleren
Durchmessers afferenter Arteriolen der Wildtyp- und der AKRI1B7-Knockout-
Maus.

Abb.

3.37:

Graphische Darstellung der Renin-mRNA-Level der Wildtyp- und der AKR1B7-
Knockout-Maus, jeweils fiir [NS], [HS] und [LS/E]; Normierung des
[NS]Wildtyp-Werts auf 1. Untersuchung von 4 bis 8 Maiusen pro Gruppe. *
Signifikanter Unterschied zu [NS]Wildtyp. § Signifikanter Unterschied zu
[NSJAKR1B7-/-.
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Abb. 3.38:

Graphische Darstellung der Plasmarenin-Konzentration der Wildtyp- und der
AKR1B7-Knockout-Maus, jeweils fiir [NS], [HS] und [LS/Ena]. Untersuchung
von 5 bis 12 Méusen pro Gruppe. * Signifikanter Unterschied zu [NS]Wildtyp. §
Signifikanter Unterschied zu [NS]JAKR1B7-/-.

Abb. 3.39:

Graphische Darstellung der sytolischen Blutdruckwerte der Wildtyp- und der
AKR1B7-Knockout-Maus. Untersuchung von 6 Méusen pro Genotyp.

Abb. 4.1:

Immunfluoreszenzfiarbung am Paraffinschnitt jeweils einer Wildtyp-Maus (WT)
unter Normalkost [NS], nach Hochsalzdidt [HS] sowie nach Niedrigsalzdidt und
Enalaprilgabe [LS/E], einer Aldosteronsynthase-Knockout-Maus (AS-/-) und einer
Connexin40-Knockout-Maus (Cx40-/-). Immunreaktionen von Glattmuskelaktin
(hellblau), Renin (grin) und AKR1B7 (rot). Kolokalisation von Renin und
AKRI1B7 (gelb), von Glattmuskelaktin und AKR1B7 (rosa). G = Glomerulus.
400fache VergroBerung.

Abb. 4.2:

Gegeniiberstellung der GefaBarchitektur sowie der Reninexpression bei der
Wildtypmaus (WT) und bei der AKR1B7-Knockout-Maus (AKR1B7-/-). Oben:
3D-Rekonstruktion der Glattmuskelaktin- (rosa) Immunreaktivitdt, in der
DetailvergroBBerung zusitzliche Darstellung der Renin (griin-) Immunreaktivitit.
Unten: Immunfluoreszenzfarbung am Paraffinschnitt jeweils einer Wildtyp- bzw.
AKR1B7-Knockout-Maus unter Normalkost [NS], nach Hochsalzdiat [HS] sowie
nach Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe [LS/E]. Immunreaktionen von
Glattmuskelaktin (hellblau), Renin (griin) und AKR1B7 (rot). Kolokalisation von
Renin und AKR1B7 (gelb). G = Glomerulus. 400fache Vergrof3erung.
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7.2 Abkiirzungsverzeichnis

Chemische und biologische Grofien AT, Angiotensin [I-Rezeptor Typ 1
und Einheiten AT, Angiotensin [I-Rezeptor Typ 2
bp Basenpaare ATP Adenosintriphosphat
LE. internationale Einheit BSA bovine serum albumin
M molar bzw. beziehungsweise
pH pH-Wert Ca™" Calcium
U enzymatische Einheit (Unit) cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

cDNA copy deoxyribonucleic acid
Physikalische Grofien und Einheiten sGKII cGMP-dependent protein kinase
°C Grad Celsius type 11
Da Dalton cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
g Erdbeschleunigung (gravity) CGRP Calcitonin Gene-Related Peptide
g Gramm CREB cAMP response element-binding
h Stunde(n) protein
1 Liter Cx Connexin
min Minute(n) Cy2/5 Carbocyanin 2/5
mmHg Millimeter Quecksilberséule DAG Diacylglycerol
s Sekunde(n) dd H,0 zweifach entionisiertes Wasser
\4 Volumen DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsiure
Dezimale Vielfache und Teile von Einheiten | DNase Desoxyribonuklease
k kilo (10°) dNTP Desoxyribonukleosidtriphophat
m milli (10™) EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
n micro (10°) et al. und andere (et alii)
n nano (10”) G Glomerulus
p pico (1079 GAPDH | Glycerinaldehyd-3-

Phosphatdehydrogenase

Sonstiges GC-A Guanylatzyklase A
3D dreidimensional gDNA genomic deoxyribonucleic acid
4-HNE 4-Hydroxynonenal GP Glykoprotein
[HS] high salt GTP Guanosintriphosphat
[LS/E] law salt/Enalapril H,KPO, | Kaliumdihydrogenphosphat
[NS] normal salt H,0 zweifach entionisiertes Wasser
% Prozent bidest
aSMA o smooth muscle actin H,0, Wasserstoffperoxid
A(a). Arteria(e) HCl Chlorwasserstoff
Abb. Abbildung HS Pferdeserum (horse serum)
AC5/6 Adenylatzyklase 5/6 Ig Immunglobulin
ACE Angiotensin-converting Enzyme i.p. intraperitoneal
ACTH Adrenocorticotropes Hormon 1P3 Inositol-1,4,5-trisphospat
ADH Antidiuretisches Hormon JGA juxtaglomerulédrer Apparat
AKR Aldo-Keto-Reduktase JG-Zelle | juxtaglomeruldre Epitheloidzelle
AMP Adenosinmonophosphat K" Kalium
ANGI Angiotensin | K,HPO, | di-Kaliumhydrogenphosphat
ANGII Angiotensin 11 KG Korpergewicht
ANP Atriales natriuretisches Peptid MD Macula densa
AS Aldosteronsynthase mRNA messenger ribonucleic acid
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MVDP Mouse vas deferens Protein RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Na" Natrium System
Na,HPO, | di-Natriumhydrogenphosphat RBP-J Recombination Signal Binding
NaCl Natriumclorid Protein for Immunoglobulin kappa
NADPH | Nicotinsdureamid-Adenin- J Region
Dinukleotid-Phosphat RGB Rot-Griin-Blau
NaOH Natriumhydrogencarbonat RIA Radioimmunoassay
NO Stickstoffmonoxid RNA Ribonukleinsdure
PBS phosphate buffered saline RNase Ribonuklease
PCR Polymerasekettenreaktion RT Raumtemperatur
PDE3a Phosphodiesterase 3a RT Reverse Transkriptase
PGF Prostaglandin F sGC 16sliche (soluble) Guanylatzyklase
PIP2 Phosphatidyl-Inositolbisphosphat TRIS Tris-(hydroxy-methyl-)
PKA Proteinkinase A aminomethan
PKC Proteinkinase C TRITC Tetramethylrhodamin
PLC Phospholipase C V(v). Vena(e)
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