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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Anatomie der Niere

Die Niere Ubernimmt vielfdltige Funktionen im Organismus. Dazu gehort die Exkretion exogen
zugefiihrter sowie endogen gebildeter harnpflichtiger Substanzen. Ferner sorgt sie fir die
Aufrechterhaltung der Homoostase des Wasser-, Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushaltes und sie
verfligt (iber endokrine Funktionen. Anatomisch handelt es sich bei der Mauseniere um eine
unipapilldre Niere, wahrend die des Menschen meist aus 7 bis 9 Markpyramiden besteht (Junqueira
et al., 2005; Weisert, 1990). Strukturell stimmen die Nieren der Nagetiere jedoch grundséatzlich mit
der Niere von anderen Saugetieren sowie der des Menschen (berein (Lillmann-Rauch, 2006;

Weisert, 1990).

Die Niere ist ein paariges Organ, welches retroperitoneal im dorsalen Abdomen liegt. Dort wird ihre
Lage durch eine sie umgebende Fettkapsel (Capsula adiposa) und die Fascia renalis gewahrleistet.
Das Nierenparenchym wird von einer bindegewebigen Organkapsel (Capsula fibrosa) begrenzt und
gliedert sich in Rinde (Cortex renalis) und Mark (Medulla renalis). Die Rinde lagert sich der Capsula
fibrosa an und setzt sich als Columnae renales fort. Sie enthilt samtliche Glomeruli, die
Bowmansche- Kapsel sowie die Pars convoluta des proximalen und distalen Tubulussystems. Bei den
Glomeruli handelt es sich dabei um GefdRknduel durch welche der Primdrharn in die Bowmansche-
Kapsel gepresst und durch das Tubulussystem richtung Sammelrohr und letzendlich ins Nierenbecken
fortgeleitet wird. Im Tubulussystem und Sammelrohr entsteht dabei durch Resorptions- und
Sekretionsvorgange der Endharn. Von der Rinde wird das Mark umfasst, welches die medulldren
Anteile des Sammelrohr- und Tubulussystems enthdlt. Es gliedert sich in eine Innen- und eine
AuRenzone, wobei innerhalb der AuRenzone weiter zwischen einem AuRen- und einem
Innenstreifen unterschieden wird. Der Ubertritt vom AuRen- zum Innenstreifen wird durch den
Ubergang der proximalen Tubuli in die Intermedidrtubuli markiert, wihrend die Grenze zwischen
Innenstreifen und Innenzone durch den Ubergang der Intermediartubuli auf die distalen Tubuli
hervorgerufen wird (Abb 1.1). Das Mark geht in den Nierenkelch (Kalzies) Uber, welcher ins
Nierenbecken (Pelvis renalis) miindet. Das Nierenbecken ist Teil des Sinus renalis, welcher auRerdem
GefdlRe, Nerven und Fettgewebe enthalt. Am Hilum, einer zentralen Einziehung der Niere, verlasst
der Ureter gemeinsam mit der Vena renalis und LymphgefdRen den Sinus renalis, wahrend Arteria

renalis und Nerven in ihn einminden (Lillmann-Rauch, 2006).
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Das Nephron stellt die strukturelle und funktionelle Grundeinheit der Niere dar, die jeweils aus
einem Nierenkorperchen (Malpighi-Kérperchen), und den sich anschlieBenden unverzweigten
Nieren-Kanalchen (Tubulussystem) besteht (Lillmann-Rauch, 2006; Smith, 1951). Das Malpighi-
Korperchen besteht dabei aus dem Glomerulus (kapillares GefaBkn&uel) und der umgebenden Kapsel

(Bowman-Kapsel).

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Lage
der Tubulussegmente:

1. Proximaler Tubulus, Pars convoluta

2. Proximaler Tubulus, Pars recta, Absteigender
Ast der Henle-Schleife

3. Intermedidrtubulus, Absteigender Ast der
Henle-Schleife

4. Intermediartubulus, Aufsteigender Ast der
— Henle-Schleife

5. Distaler Tubulus, Pars recta, Aufsteigender Ast
der Henle-Schleife

6. Distaler Tubulus, Pars convoluta

7. Verbindungstubulus

8. Sammelrohr

9. Ductus papillaris

(Uberarbeitete Abbildung nach Schwaller, De-
partement de Médecine, Division d'Histologie de
I'Université de Fribourg, 2005)

Das Anfangsstiick eines jeden Nephrons bildet das Glomerulus, ein Kapillarknduel, das von einer
zufiihrenden Arteriole (Vas afferens) gespeist wird und eine ableitende Arteriole (Vas efferens)
abgibt. Die Media des Vas afferens wird am terminalen Ende von den Renin bildenden Zellen
(juxtaglomeruldre Zellen) gebildet. Die Ein- bzw. Austrittspunkte beider Arteriolen liegen in enger
Nachbarschaft und bilden den GefdBpol des Nephrons. Gestiitzt wird das Glomerulus von
Mesangiumzellen, an denen die Kapillarschlingen befestigt sind. Bendtigt wird diese besondere
Stabilisierung da der transmurale Druckgradient in den glomeruldren Kapillaren hoher ist als fir
Kapillaren Ublich. Die Mesangiumzellen setzen sich in den Winkel zwischen Vas afferens und Vas
efferens am GefalRpol fort und sind Bestandteil des Juxtaglomeruldren Apparats, zu welchem auch

die Renin bildenden Zellen und die Macula densa gerechnet werden (Lillmann-Rauch, 2006).



Einleitung

Umgeben wird das Glomerulus von der Bowmanschen-Kapsel. Sie besitzt ein enges Lumen, lber
welches der Kapselraum in das Tubulussystem libergeht und damit den Harnpol markiert (Abb. 1.2).
Die Bowmansche-Kapsel besteht aus einem viszeralen und einem parietalen Blatt. Das viszerale Blatt
enthalt spezialisierte Epithelzellen (Podozyten) und Tubulusepithel-dhnlichen Zellen und bildet
gemeinsam mit dem Kapillarendothel und dessen Basalmembran den Filter zwischen Blut- und
Harnkompartiment. Die Durchtrittsstellen des Filters bilden 50-100 nm breite Poren des
Kapillarendothels sowie 20-30 nm breite Schlitze, die die Fortsdtze der Podozyten unverschlossen
lassen (Yamada, 1955). Durch diesen Filter wird das Blutplasma, durch den Blutdruck innerhalb der

Arteriole, gepresst und bildet den Primarharn (Wehner et al., 2007).

Tubulus distalis

‘ Macula densa

afferente

Arteriol A
eriole - efferente Arteriole

Juxtaglomerulare

Zolieh Gefagpol

Bowman’sche & -
Kapsel ¢ : it Lot Podozyten

| externa

Lumen
capsulae

Tubulus
= proximalis

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines Glomerulus (Abbildung nach Junqueira, 2002)

Dem Harnpol des Glomerulus entspringt das Tubulussystem. Den Anfang bildet der proximale
Tubulus, welcher sich in die vorgeschalteten Pars convoluta und die Pars recta untergliedert (Abb.

1.1). Dieser geht in den Intermedidrtubulus Gber, welcher in den distalen Tubulus miindet. Der
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distale Tubulus gliedert sich wiederum in die Pars recta und die nachgeschalteten Pars convoluta.
Pars recta des proximalen Tubulus, der Intermediartubulus und die Pars recta des distalen Tubulus
bilden die Henle-Schleife (Abb. 1.1; Lillmann-Rauch, 2006). Innerhalb des Tubulussystems finden die
wesentlichen Resorptions und Exkretionsvorgdnge der Niere statt, wodurch der Sekundarharn
gebildet wird (Klinke et al., 2005). Dem Ende des distalen Tubulus entspringt der Verbindungstubulus,
welcher das Tubulussystem in Rindenhéhe mit dem Sammelrohr verbindet. Die Sammelrohre
verlaufen innerhalb der Markstrahlen und besitzen die Fahigkeit den Sekundarharn weiter zu
konzentrieren. Auf Hohe des Nierenmarks fusionieren bis zu acht Sammelrohre zu einem Ductus
papillaris, welcher ins Nierenbecken miindet (Lillmann-Rauch, 2006), das der Sekundarharn tber den

Ureter verlasst.

Die GefalRarchitektur der Niere, eines der am besten durchbluteten Organe, ist entscheidend fiir die
Funktion der Niere. Das Blut durchlauft dabei zwei Kapillarbette nacheinander. Das erste Kapillarbett
besteht aus den glomeruldren Kapillarschlingen, in deren Verlauf der Primdrharn abgepresst wird.
Das zweite Kapillarbett besteht aus dem peritubuladren Kapillarnetz, welches der Harnkonzentrieung
und dem Abtransport resorbierter Stoffe dient (Abb. 1.3; Lallmann-Rauch, 2006; Leonhardt et al.,
1987).

Die Blutversorgung der Niere erfolgt Uber die A. renalis, einem direkten Abgang der Aorta
abdominalis. Innerhalb des Sinus renalis gibt sie zwei Aa. interlobares ab, die innerhalb der Columnae
renales verlaufen. Diese setzen sich auf Hohe der Mark-Rinden-Grenze in die Aa. arcuatae fort
welchen wiederum arcuate Seitendste entspringen. Aus den Aa. arcuatae und den arcuaten
Seitenasten gehen die Aa. interlobulares ab, welche Ursprung der afferenten Arteriolen sind
(Lallmann-Rauch, 2006), wobei einige afferente Arteriolen auch direkt aus den arcuaten Haupt- oder
Seitendsten entspringen (Sauter et al, 2008). An den terminalen Enden der afferenten Arteriolen
finden sich in juxtaglomerularer Position die Renin bildenen Zellen (Sauter et al, 2008; Barajas, 1979).
Am GefaBpol des jeweiligen Glomerulus geht die afferente Arteriole ins glomerulare Kapillarknauel
lber das wiederum am GefadlRpol die efferente Arteriole abgibt. Diese ergieft sich in die
peritubuladren Kapillaren (Abb. 1.3). Aus den peritubuladren Kapillaren gelangt das vendse Blut direkt
oder Uiber die Vasa recta in die Vv. arcuatae. Diese geben es in die Vv. interlobares ab von wo es

Uber die V. renalis in die V. cava mindet (Klinke et al., 2005).
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Abbildung 1.3: GefaRarchitektur der Niere (liberarbeitete Abbildung nach Dyce et al., 1999)

1.2 Die Renin bildende Zelle

Renin konnte im menschlichen Gehirn, Chorion sowie der Hypophyse, Nebenniere und Hoden von
Ratten als auch in der Unterkieferspeicheldriise von Masen nachgewiesen werden (Tanaka et al.,
1980; Slater et al.,, 1980; Naruse et al., 1981; Parmentier et al.,, 1983). Es ist jedoch allgemein
anerkannt, dass das zirkulierende aktive Renin der Niere entstammt (Castrop et al., 2010). Die Renin
bildende Zelle ist der vorwiegende Ort der Synthese, Speicherung und Freisetzung des Renins. Im
adulten Organismus befinden sich diese epithelartigen Zellen im terminalen Anschnitt der afferenten
Arteriolen in unmittelbarer Nahe zum Glomerulus und bilden dort die Media des GefdaRes (Abb. 3.4;

Hackenthal et al. 1990). Auf Grund ihrer Lage in juxtaglomeruldrer Position, werden sie auch als

10
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juxtaglomerulare Zellen bezeichnet (Hackenthal et al. 1990). Es handelt sich um modifizierte glatte
Muskelzellen. Es wurde postuliert, dass diese kein Glattmuskelaktin (a-SMA) exprimieren, im
Ergebnisteil dieser Arbeit wird jedoch gezeigt, dass insbesondere im Ubergangsbereich der
GefdalBmuskelzellen zu den juxtaglomeruldren Zellen, Zellen existieren, die sowohl Glattmuskelaktin
als auch Renin exprimieren (Liu and Ballermann, 1998). Die Renin bildenden Zellen besitzten einen
locker strukturierten, ovalen Zellkern und sind dicht bepackt mit Renin-Speichergranula, die ihnen
eine kubische epitheloide Form verleihen (Barajas, 1979). Zusammen mit den Zellen der Macula
Densa und den extraglomeruldren Mesangiumzellen bilden die juxtalomeruldren Zellen den
juxtaglomerularen Apparat (Abb. 1.4; Taugner et al., 1984).

Wahrend der Nierenentwicklung findet man die Renin bildenden Zellen entlang des gesamten
praglomeruldaren GefdaBbaums. Zum ersten Mal treten Renin bildende Zellen am 15. Embryonaltag
auf (Kon, 1999; Sauter et al., 2008). Sie finden sich zuerst innerhalb der arcuaten Hauptstdmme und
zeigen ein diskontinuierliches Verteilungsmuster. Mit fortschreitender Nierenreifung weitet sich die
Lokalisation Renin bildender Zellen sowohl nach proximal wie auch nach distal hin aus. Nach der
Geburt verringert sich die Zahl Renin bildender Zellen bis sie am zehnten postpartalen Tag fast nur
noch in juxtaglomeruldrer Position zu finden sind (Sauter et al., 2008). Die Anzahl und Lokalisation
Renin bildender Zellen ist jedoch kein stabiler Zustand. So kdnnen duRere Faktoren eine Zu- oder
Abnahme Renin bildender Zellen bewirken. Eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS), zum Beispiel durch Salz- oder Volumenmangel, fihrt zur Transformation von
Glattmuskelzellen in Renin bildende Zellen. Diese finden sich diskontinuierlich entlang der afferenten
Arteriolen und Interlobulararterien. Dieses Phdanomen wird als retrograde Rekrutierung Renin
bildender Zellen bezeichnet (Casellas et al., 1994; Reddi et al., 1998; Fuchs et al., 2002). Eine
gegenlaufige Reaktion lasst sich durch Suppression des RAAS, zum Beispiel durch Salz- oder
Volumeniiberschuss, beobachten. Es erfolgt eine Umwandlung von Renin bildenden Zellen in
Glattmuskelzellen (Kurtz, 1989). Der zellulare Mechanismus welcher Grundlage der Rekrutierung
Renin bildender Zellen ist, ist noch nicht bekannt. Es wird von einer metaplastischen Transformation
der Glattmuskelzellen ausgegangen (Cantin 1977). Jedoch scheinen nicht alle Glattmuskelzellen zu
einer solchen Trans-formation befdhigt zu sein, moglich ware eine genetische Pradisposition zur

Transformation (Castrop et al., 2010; Sequeira et al., 2004).
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1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem der Niere

Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem (RAAS) der Niere spielt eine wesentliche Rolle bei der
Regulation des Blutdrucks sowie der Homoostase des Wasser- und Elektrolythaushalts. Die
Aktivierung dieses Systems durch nervale Stimulation, Abfall des GefalRdrucks, gemessen an
Barorezeptoren des Vas afferens oder Abfall der Na*/Cl- Konzentration am distalen Tubulus (Macula
densa), hat einen Anstieg der Na*-Reabsorption mit konsekutivem Anstieg des Blutdrucks zur Folge
(Hackenthal et al., 1990). Schlisselenzym zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems
ist die Protease Renin, welche von den juxtaglomerulden Zellen gebildet wird (Kurtz and Wagner,

1999; Barajas, 1979; Taugner et al., 1984a).

Die Aspartylprotease Renin wird von den juxataglomeruldren Zellen direkt in das Lumen der
afferenten Arteriole sezerniert (Horky et al., 1971, 1973). Innerhalb des Kreislaufsystems spaltet sie,
das Giberwiegend von der Leber synthetisierte und sezernierte, a-Glycoprotein Angiotensinogen zu
dem Decapeptid Angiotensin |, das einzig bekannte Substrat des Renins (Abb. 1.4; Hall, 2003;
Hackenthal et al., 1990). Die Spaltung des Angiotensinogens abhangig von der Reninkonzentration ist
der die Geschwindigkeit bestimmende Schritt der Kaskade. Angiotensin | (ANG 1), welches kein
physiologischer Effektor ist, wird hauptsdchlich vom Angiotensin Converting Enzym (ACE) zum
Octapeptid Angiotensin 1l (ANG II) aktiviert (Unger et al., 1996; Ferrdao et al., 2014). Bei dem
Angiotensin Converting Enzym handelt es sich dabei um eine Membran gebundene Metalloprotease,
die vorwiegend an der Oberfliche der Endothelzellen der Lungenkapllaren exprimiert wird. Als
Haupteffektor des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems wird das Angiotensin Il gesehen (Levens et

al., 1981; Paul et al., 2006).

Die klassische Wirkung des Angiotensin Il erfolgt tiber die Angiotensinrezeptoren (AT-Rezeptoren) 1
(AT;) und 2 (AT,). Der AT;-Rezeptor untergliedert sich bei Nagern weiter in den AT,,-Rezeptor und
den AT;,-Rezeptor (Burson et al., 1994). Die Wirkung am AT;-Rezeptor vermittelt Vasokonstriktion,
Durst sowie die Freisetzung von Vasopressin aus dem Hypothalamus und Aldosteron aus der
Nebennierenrinde. Vasopressin bewirkt eine Vasokonstriktion und Wasserretention tber den Einbau
von Aquaporinen ins Sammelrohr, wihrend Aldosteron die Resorption von Na® innerhalb des
Verbindungstubulus und Sammelrohrs stimuliert (Klinke et al., 2005). Ferner wirkt der AT;-Rezeptor
als Mediator des zellularen Wachstums und der Zellmigration (Fyhrquist, 2008). Des Weiteren wird
vermutet, dass die Stimulation des AT;-Rezeptors eine vermehrte Aufnahme von ANG Il in die Niere

bewirkt (Zhuo et al., 2013). Studien an Méausen, bei denen ein Knockout des renalen AT;-Rezeptors

12
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vorliegt, haben dessen Notwendigkeit bei der Entstehung des Bluthochdrucks gezeigt (Crowley SD et
al., 2006). Der AT,-Rezeptor vermittelt Vasodilatation, die Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO)
und inhibiert Wachstumsprozesse (Fyhrquist, 2008). Gehemmt wird der Ablauf des RAAS durch
Hemmung der Reninsekretion Uber einen negativen Feedback-Mechanismus ausgeldst durch den
arteriellen Blutdruck, die extrazellulire Na‘'-Konzentration sowie die ANG Il Konzentration
(Hackenthal et al., 1990; Schweda and Kurtz, 2011). Es wird jedoch auch vermutet, dass eine
Vorwartsschleife bestehen konnte, da nach einer Langzeitbehandlung von Mausen mit ANG I,
Prorenin, Renin, Angiotensinogen und ACE signifikant erhéht waren (Prieto-Carrasquero et al., 2005;
Prieto et al., 2011; Liu et al., 2011; Kobori et al., 2007; Kobori et al., 2001; Harrison-Bernard et al.,
2002). Bei Prorenin handelt es sich hierbei um die inaktive Vorstufe des Renins. Ursprung des
Prorenins ist die Niere, wobei die Plasmaproreninspiegel um das zehnfache Uber dem
Plasmareninspiegel liegen kénnen und sich nicht notwendig parallel zu diesen verandern (Danser et

al., 1998; Hsueh et al., 1991; Toffelmire et al., 1989).

Neben der klassischen Achse des RAAS bestehend aus ACE, ANG Il und AT-Rezeptoren wurden
weitere Systeme entdeckt. Diese beinhalten den Proreninrezeptor (PRR), ACE Il, den Mas-Rezeptor,
und es scheint, dass ANG Il als intrazellulares Peptid Wirkung besitzt (Zhuo et al., 2013). Ferner wir
davon ausgegangen, dass alle Komponeneten, des Renin-Angiotensin-Systems, die fiir die Bildung
von ANG Il nétig sind, innerhalb der Niere vorliegen (Carey et al., 2003; Chappell, 2012; Kobori et al.,
2007; Navar et al., 2011; Zhuo et al., 2011). Es konnte mittels eines Fusionsproteins (ECFP/ANG II)
intrazellulares ANG Il in den Nieren transgener Mause, welche in allen Geweben vermehrt ANG I
bildeten, nachgewiesen werden. Obwohl der Plasma-ANG Il Spiegel unverandert war, stieg der
Blutdruck. Das intrazelluldares ANG Il den Blutdruck beeinflusst, erscheint somit als erwiesen (Redding

et al., 2010).

Es werden drei neue Achsen des RAAS beschrieben, die ACE2/ANG (1-7)/Mas-Rezepor Achse, die
Prorenin/PPR/MAP Kinase (Mitogen-activated protein kinases) Achse und die ANG IV/AT4/IRAP
(Insulin-regulated aminopeptid) Achse (Abb. 1.4; Chappell, 2007; Nguyen 2011; Rector et al., 1966;
Santos et al., 2013; Ferrario et al., 2010). Beziglich der ACE2/ANG (1-7)/Mas-Rezepor Achse wird
berichtet, dass ANG (1-7) vasodilatierende und den Blutdruck senkende Eigenschaften wie Natriurese
und Diurese besitzt. Es kann somit als Gegenspieler des ANG Il gesehen werden (Chappell, 2007;
Santos et al., 2013; Ferrario et al., 2010; Gwathmey et al., 2012). Der Signalweg hingegen ist noch
nicht vollstandig verstanden. Sicher scheint jedoch, dass ANG (1-7) innerhalb der Niere durch ACE Il
von ANG Il abgespalten wird (Ferrario et al., 2010). Die Prorenin/PPR/MAP Kinase Achse fullt auf
Prorenin, welches als biologisch inaktiver Vorlaufer des Renins angesehen wurde. Heute scheint es
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sicher, dass es konstitutiv von der Niere sezerniert wird und gemeinsam mit Renin als Ligand des
Proreninrezeptors fungiert. Wobei Prorenin eine hohere Affinitat zu Proreninrezeptor zu haben
scheint (Nguyen G et al., 2002). Die genaue Wirkung des Prorenins ist noch unbekannt. Wirkung auf
die physiologische Regulation des Blutdrucks und der Funktion der Niere erscheint aber
wahrscheinlich. Zum Beispiel ist bekannt, dass Mause im Vergleich zu Ratten und Menschen
vermehrt Prorenin und Proreninrezeptoren bilden, jedoch keinen Bluthochdruck oder renale
Erkrankungen entwickeln (Zhuo et al., 2013). Andererseits konnte Kaneshiro et al. zeigen, dass
transgene Ratten mit einer Uberexpression von Prorenin Nierenerkrankungen entwickelten
(Kaneshiro et al., 2007). Des Weiteren ist ein Uberleben von M3usen mit genetisch ausgeschaltetem

PRR nicht moglich, was die Untersuchung des PRR erschwert (Cruciat CM et al., 2010).

Classical and New Paradigms of The Evolving Renin-Angiotensin System

ANGIOTENSINOGEN (LIVER) (Kidney & Tissues)

Endopeptidases <== RENIN < PRORENIN
& oligopeptidase (JGA)
' ANG |
<€ ACE
ACE2

<= APA/APN
(2) (1) \ | @ (3)

ANG il == ANG IV

/ l MAP Kinases

Mas receptor AT, & AT, AT,/IRAP ERK1/2

Abbildung 1.4: Achsen des Renin-Angiotensin-Systems (nach Zhuo et al, 2013)

Die ANG IV/AT4/IRAP-Achse basiert auf ANG Il welches ein Derivat des ANG Il ist. Es wird mittels der
Aminopeptidase A vom ANG Il abgeleitet (Zhuo et al., 2013, Abb. 1.4). ANG Il wirkt abhangig von der
Dosis, Natriuretisch oder Antinatriuretrisch. Vermittelt wird die Wirkung Gber den AT;- oder AT,-

Rezeptor (Carey et al., 2003; Chappell 2013; Harris et al., 1987; Yugandhar et al.,, 2013). Ein AT3-
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Rezeptor ist nicht bekannt. In der Niere kann ANG IIl mittels des Aminopeptidase zu ANG IV oder
ANG (2-8) hydrolysiert werden (Carey et al., 2003; Chappell 2013). ANG IV bindet am AT;- und AT,-
Rezeptor (Li et al.,, 2006). Es gilt als gesichert, dass ANG IV Wirkung auf den Blutdruck und die
Funktion der Niere hat, die genaue Wirkungsweise ist jedoch noch unklar (Zhuo et al., 2013, Abb.
1.4).

Es lasst sich festhalten, dass neben der klassischen Achse des Renin-Angiotensin-Systems, dessen
Funktion bekannt ist, weitere Systeme bestehen deren Einfluss auf Blutdruck und Funktion der Niere

als gesichert gilt, ihre Funktion aber noch nicht abschlieBend geklart ist.

1.4 Reninsynthese und Reninsekretion

Die Niere gilt als das wichtigste Organ, welches zur Freisetzung von enzymatisch aktivem Renin in
den Kreislauf fahig ist. Ort der Reninsekretion sind die Renin bildenden Zellen in juxtaglomeruarer
Postion innerhalb der Media der terminalen afferenten Arteriole, wobei Anzahl und Lokalisation
variieren kénnen (Hackenthal et al., 1990; Cantin et al., 1977; Chen et al., 2007; Sequeira Lopez et al.,
2004).

Beziiglich der Anzahl der Reningene existieren zwei unterschiedliche Mausstamme. Ein Stamm
besitzt ein Reningen, das Ren-1C, wohingegen ein anderer Stamm zwei Reningene aufweist, das Ren-
1D und Ren-2. Dies ist wahrscheinlich das Resultat einer Genduplikation die vor ungefdhr drei
Millionen Jahren stattgefunden hat (Dickinson et al., 1984). Ren-2 wird in der Glandula
submandinularis exprimiert, das Ren-1 ind Glandula submandibularis und Niere. Ein Unterschied der
Plasmareninlevel abhangig von der Anzahl der Reningene konnte jedoch nicht festgestellt werden
(Hansen et al., 2004). Das Reningen weist eine hohe Homologie zwischen den verschiedenen Spezies
auf. Das auf Chromosom eins liegende Reningen der Maus weist neun Exons und acht Introns auf, ein
Exon weniger als das des Menschen (Castrop et al., 2010). Die Reninsynthese beginnt mit der
Transkription und Translation, was zum Erhalt des vorlaufigen Zwischenprodukts, dem Pra-Prorenin-
Protein, flihrt. Das neu synthetisierte Pra-Prorenin-Protein wird dann in die Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums Gberfiihrt. Wahrend dieses Vorgangs wird das Signalpeptid
abgespalten wodurch Prorenin entsteht. Das Prorenin wird weiter in die Zisternen des Golgi-Apparats
Uberfiihrt. Von diesem Punkt an werden zwei unterschiedliche Pfade beschritten. Zum einen wird

das Prorenin in kleine, klare Vesikel verpackt und unverziiglich konstitutiv sezerniert. Zum anderen
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wird das Prorenin unter Abspaltung der Pro-Sequenz in Vesikeln gespeichert, welche als dichte
Granula (Dense Core Vesikel) imponieren. Diese sekretorischen Speichervesikel unterstehen der
regulierten Exozytose und werden nach dem Alles oder Nichts Prinzip freigesetzt (Schweda et al.,
2007; Peti-Peterdi et al., 2004). Es finden ca. 25% des synthetisierten Renins den Weg in die Dense
Core Vesikel, wahrend 75% des Renins konstitutiv sezerniert werden (Pratt et al., 1987). Studien an
Mausen haben gezeigt, dass nur Mause, die das Renin-1-Gen aufweisen, fahig sind die fiir die
regulierte Exozytose notigen dichten Granula zu bilden (Clark et al., 1997). Das ausgehend vom
Renin-1-Gen gebildete Renin weist drei Glykosylierungsstellen auf. Diese mogen sowohl fiir den Weg
des Renins in die Speichervesikel wie auch den spiteren Ubertritt in anderes Gewebe nétig sein
(Mullins et al., 2000; Peters et al., 2002). Die Speichervesikel beinhalten, neben dem Prorenin
Proteasen, die Prohormone Convertase und Cathepsin B. Diese sind befahigt, die Prosequenz des
Prorenins abzuspalten und somit das aktive Renin zu bilden (Alund 1980; Buhrle et al., 1984; Mercure
et al., 1996; Neves et al., 1996). Die Menge des sezernierten Renins und Prorenins hangt von der
Stimulation ab. Wahrend eine akute Stimulation zu einer gesteigerten Reninsekretion fiihrt, resultiert
eine chronische Stimulation z.B. mit einer Niedrigsalzdiat und oder Enalaprilgabe, in einer erhdhten
Renin- und Proreninsekretion (Toffelmire et al., 1989). Wahrend das totale Zellvolumen und die
totale Menge an juxtaglomerularer Zellgranula sich unter Stimulation vervielfacht, bleibt das mittlere
Zellvolumen und die Granulamenge pro juxtaglomeruldrer Zelle gleich (Rasch et al., 1998). Eine
Stimulation des RAAS auliert sich demnach in einer Zunahme der Renin produzierenden Zellen und

nicht Gber eine Verdnderung der Prozesse innerhalb der einzelnen Zelle (Schweda et al., 2007).

1.5 Regulation der Reninsynthese und Reninsekretion

1.5.1 Faktoren der physiologischen Regulation

An der physiologischen Regulation der Reninsynthese und Reninsekretion sind mehrere Faktoren
beteiligt. Einfluss nehmen der Blutdruck, die Salzkonzentration, das sympathische Nervensystem

sowie Angiotensin Il.
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1.5.1.1 Der Blutdruck

Der Blutdruck nimmt Einfluss auf die Reninsynthese und Reninsekretion, wobei der Druck, nicht das
Volumen, die entscheidende EinflussgréRe ist (Nafz et al,. 1997). Bei steigendem Blutdruck sinkt die
im Plasma gemessene Reninkonzentration, wahrend sie bei sinkendem Blutdruck ansteigt (Skinner et
al., 1964; Bock et al., 1992). Es wird von einem renalen Barorezeptor ausgegangen, dessen genaue
Lokalisation noch unbekannt ist. Untersuchungen an einer denervierten Hundeniere unter Ausschluss
der Filtrationsfunktion sowie einer isoliert perfundierten Niere einer Ratte legen nahe, dass der
Mechanismus des Barorezeptors innerhalb der Nierengefalle beheimatet ist (Hackenthal et al.,
1990). Moglicherweise wird der Barorezepor-Mechanismus Uber die Dehnung der Renin
sezernierenden Zellen ausgel6st. Versuche an juxtaglomeruldren Zellen einer Ratte weisen in diese
Richtung. Die in einer Kultur angeziichteten Granulazellen wurden mechanischer Dehnung ausgesetzt
und sie reagierten darauf mit Herabsetzung der Reninfreisetzng (Carey et al., 1997). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass juxtaglomerulire Zellen vermehrt extrazelluldres Ca®* aufnehmen, wenn
der Perfusionsdruck innerhalb der afferenten Arteriole zunimmt. Die Aufnahme des Ca** scheint (iber
mechanosensible Kationenkanile und L-Typ-Ca**-Kanile zu erfolgen (Lai et al., 2011). Fiir die
Hemmung der Reninfreisetzung bei erhéhtem Blutdruck scheint unter anderem der Al Adenosin
Rezeptor verantwotlich zu sein. Dies ergab eine Studie, innerhalb deren der A1 Adenosin Rezeptor
pharmakologisch blockiert und genetisch deletiert wurde. Bei herabgesetztem Blutdruck nimmt der
Al Adenosin Rezeptor keinen Einfluss auf das Reninsystem (Schweda et al., 2005). Ferner bestehen
Gap-junctions zwischen den einzelnen juxtaglomeruldren Zellen. Wesentlicher Bestandteil dieser
Gap-junctions ist das Protein Connexin 40, dessen Relevanz an Connexin 40-Knockout-Mdausen
untersucht wurde. Die Renin bildenden Zellen zeigten eine Verlagerung von ihrer juxtaglomerularen
Lokalisatoin ins periglomerulare Interstitium und wiesen gesteigerte Plasmareninlevel sowie einen
erhohten Blutdruck auf. Weiter konnte eine Beeintrachtigung der perfusionsbedingten Regulation
der Reninsynthese festgestellt werden. Somit scheint die juxtaglomeruldare Position der Renin
bildenden Zellen und das Vorhanden sein von Connexin 40 fir die physiologische Funktion des
Barorezeptors unabdingbar zu sein (Kurtz et al., 2007; Machura et al., 2014). Die genaue Lokalisation
und Funktion bleibt jedoch weiter unklar, wahrend die Existenz und Wirkung des Barorezeptors

allgemein anerkannt ist.
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1.5.1.2 Die Salzkonzentration an der Macula densa

Der distale Tubulus hat engen Kontakt zum GefaBpol des zugehoérigen Glomerulus und wird als
Macula densa bezeichnet. Die Macula densa ist Teil des juxtaglomeruldren Apparats und fungiert als
Chemorezeptor. Sie hat direkten Einfluss auf die glomeruldre Filtrationsrate. Wird an der Macula
densa eine erhéhte Na'/Cl-Konzentration gemessen, erfolgt eine Konstriktion der afferenten
Arteriole, was zur Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate fihrt (Thurau et al., 1965; Wright et al.,
1974; Schlatter et al., 1989; Castrop, 2007). Weiter konnte gezeigt werden, dass bei vorliegen einer
gesteigerten Na*/ClI-Konzentration an der Macula Densa, vermindert Renin aus den
juxtaglomeruldren Zellen ausgeschiittet wird, wiahrend eine verminderte Na‘/Cl-Konzentration eine
vermehrte Ausschiittung von Renin zur Folge hat (Lorenz et al., 1991; Skot et al., 1987; Traynor et al.,
1999; Weihprecht et al., 1990). Die Na*/Cl-Konzentration, gemessen an der Macula Densa, be-
einflusst somit Uber die Reninausschiittung den Salz- und Wasserhaushalt und als Folge den
systemischen Blutdruck. Als Sensor dient die Aktivitit des Na'/K'/2Cl-Kotransporters (Obermuller et
al., 1996). Dementsprechend verhindert die Gabe von Schleifendiuretika die Suppression der
Reninsektretion auch bei hohen Na*/Cl'-Konzentrationen (Lorenz et al., 1991). Die Signalweiterleitung
von der Macula Densa auf die juxtaglomeruldren Zellen ist noch nicht gesichert. Es sind aber drei
Molekiile bekannt, die moglicherweise eine Rolle bei der Signalweiterleitung spielen, Prostaglandin
E2, Stickstoffmonoxid (NO) und Adenosin 1. Prostaglandin E2 wird von der Cyclooxygenase-2 und NO
von der NO-Synthase gebildet. Beide werden von den Zellen der Macula Densa exprimiert und bei
Stimulation gemeinsam mit Renin hochreguliert (Bosse et al., 1995; Harris et al., 1994; Mann et al.,
2001). Adenosin 1 ist hingegen mit der Hemmung der Renin-Freisetzung vergesellschaftet. Als
Reaktion auf hohe Na*/Cl-Konzentrationen setzten die Zellen der Macula Densa vermehrt ATP
(Adenosintriphosphat) frei. Dieses wird zu Adenosin 1 abgebaut und supprimiert die Reninfreisetzung
Uber Adenosin 1-Rezeptoren (Kurtz, 1988). Der genaue Signalweg ist noch unbekannt, die zentrale
Rolle der Macula Densa innerhalb der Reninregulation, besonders der akuten, gilt jedoch als

gesichert (Schweda, 2014).

1.5.1.3 Das sympathische Nervensystem

Sympathisch innerviert werden die Glattmuskelzellen der GefdBwande, die Zellen des proximalen

und distalen Tubulus, die Zellen der Henle-Schleife sowie die juxtaglomeruldren Zellen (Barajas et al.,
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1992; DiBona, 2000). Die Wirkung des Sympathikus wird Uber verschiedene Rezeptoren, welche

gewebeabhangig exprimiert werden, vermittelt. Es sind a;-, a-, B1-, B,-, und Bs-Rezeptoren bekannt.

Direkten Einfluss hat das sympathische Nervensystem (iber den B,-Rezeptor. Dieser konnte mittels
Rezeptor-Bindungs-Studien und in situ Hybridisation auf juxtaglomeruldaren Zellen nachgewiesen
werden (Hackenthal et al., 1990). Um die Wirkung des Bi-Rezeptors zu verstehen, wurde einerseits
Versuchstieren B-Blocker verabreicht und andererseits die nervale Versorgung der Niere
unterbunden. Beide Versuche resultierten in einer verminderten Reninsekretion (Keeton et al., 1980;
Holmer et al., 1994). Des Weiteren wurden B;-, B,-Rezeptor-Knockout-Mause untersucht. Sie wiesen
eine um 85% verminderte Plasmareninkonzentration im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen auf. Die
Wirkung &duRerer Stimuli der Reninsekretion auf B;-, B,-Rezeptor-Kockout-Mause blieb dabei
erhalten, jedoch in abgeschwadchtem AusmaRB (Kim et al., 2004). Somit scheint die sympathische
Innervation der juxtaglomeruldren Zellen einer der starksten Hintergrundstimuli der basalen Renin-
sekretion zu sein (Castrop et al., 2010). Als Stimulus am [;-Rezeptor wirken zirkulierende und lokal
sezernierte Katecholamine, wie Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin. Sie binden am B,-Rezeptor
und aktivieren lber das G-Protein Gsa die Adenylatcyclase 5 und 6, was zu einem Anstieg des cAMPs
flhrt, welches wiederum eine Steigerung der Reninsekretion bewirkt (Aldehni et al., 2011; Chen et
al., 2007 ; Friis et al., 2013). Auswirkungen auf die Reninsekretion durch Stimulation der a-
Rezeptoren werden als indirekt angesehen. Eine direkte Stimulation der Renin bildenden Zellen lber

a-Rezeptoren ist nicht bekannt (Hackenthal et al., 1990).

Indirekten Einfluss auf die Reninproduktion haben folgende Faktoren. Die Stimulation der a;-
Rezeptoren fihrt zur Konstriktion der GefaRwande und B;-Rezeptoren vermitteln am Herzen positive
Inotropie und Chronotropie. Beide bewirken sekundar einen Anstieg des systemischen Blutdrucks.
Die a5-, B,-, und Bs-Rezeptoren wirken vasodilatorisch und senken so den Blutdruck (Klinke et al.,
2005). Uber die Blutdruckregulation haben die genannten Rezeptoren indirekten Einfluss auf die

Reninproduktion.

1.5.1.4 Angiotensin II

Angiotensin 1l (ANG 1l) ist ein potenter Vasokonstriktor und vermittelt die Freisetzung von
Vasopressin und Aldosteron. Zusammen sorgen sie fiir eine Erhohung des systemischen Blutdrucks.

Durch die Erhéhung des Blutdrucks senkt ANG Il indirekt die Reninsekretion im Sinne einer negativen
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Feedback-Schleife (Hackenthal et al., 1990). Ferner wird von einer direkten negativen Feedback-
Schleife ausgegangen, bestehend aus einer direkten Hemmung der Reninsekretion abhangig von der
ANG Il Konzentration. Dies ist wahrscheinlich, da die juxtaglomeruldren Renin bildenden Zellen reich
mit AT;-Rezeptoren bestilickt sind (Burson et al.,, 1994; Schweda and Kurtz, 2011). Des Weiteren
resultierte die Gabe von ANG Il in vivo, an der isoliert perfundierten Niere, sowie an isolierten Renin
bildenden Zellen in einer Hemmung der Reninsynthese und Reninsekretion (Vandogen et al., 1974;
Schunkert et al., 1992). Ebenso flhrte die Gabe von ANGII, in nicht vasopressorischer Dosis, zu einer
Verminderug der Reninsekretion (Davis et al., 1976; Hackenthal et al., 1990). Die Gabe von ACE-
Hemmern oder AT,-Rezeptorblockern, in systemisch wirksamer Dosis, fihrt ebenso zu einer stark
erhohten Plasmareninkonzentration und Rekrutierung Renin bildender Zellen innerhalb der
afferenten Arteriole (Castrop et al., 2003; Hocher et al., 2001). Zusatzlich wurden Studien an AT;-
Rezeptor-Knockout-Mausen durchgefiihrt. Die AT;-Rezeptor-Knockout-Mause zeigten unter
physiologischer Erndhrung fiinffach erhéhte Renin mRNA Level im Vergleich mit Wildtyp-Ma&usen. Die
Gabe von Niedrigsalzfutter fihrte bei den AT;-Rezeptor-Knockout-Mausen zu einem Anstieg der
Reninexpression um das zwolffache. Wahrend die gemessenen Blutdruckunterschiede der Wildtyp-
Mause unter Hoch-Salz-Didt und Niedrig-Salz-Didt gering waren, betrugen sie bei AT;-Rezeptor-
Knockout-Méausen 30 mmHg (Machura et al.,, 2012). Zusammenfassend kann sowohl von einer
direkten Feedback-Schleife als auch einer indirekten Hemmung ausgegangen werden, wobei die
indirekte Hemmung Gber den Baro-Rezeptor wohl die ausschlaggebendere ist. (Castrop et al., 2010;

Schweda and Kurtz, 2011).

1.5.2 Weitere humorale und lokal sezernierte Faktoren

Eine breite Palette weiterer Faktoren hat Einfluss auf die Reninsynthese und/oder die Renin-
sekretion. Einen stimulierenden Einfluss wird folgenden Faktoren zugeschrieben: Adrenomedulin
(Kurtz et al., 1988c), Calcitonin gene-related peptide (CGRP) (Kurtz et al., 1988c), Dopamin (Imbs et
al. 1975), Glukagon (Keeton and Campbell 1980), Parathormon (Keeton and Campbell, 1980),
Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) (Hautmann et al., 2007), Prostaglandin E,
(Jensen et al., 1996), Prostaglandin I, (Jensen et al., 1996), Vasoactive intestinal peptide (VIP) (Porter
et al.,, 1982), Bradykinin (Beierwaltes et al., 1985), Glukokortikoide (Klar et al.,, 2004), Histamin
(Gerber and Nies, 1983), Stickstoffmonoxid (Beierwaltes, 1997), Thyroxin und Triiodthyronin (Chen et

al., 2005), Vitamin A (Shi et al., 2001). Einen hemmenden Einfluss auf das Reninsystem wird den
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folgenden Faktoren beigemessen: a-adrenerge Agonisten (Keeton and Campbell, 1980), Adenosin
(Churchill and Churchill, 1985), Arginin-Vasopressin (Bunag et al., 1967), Atrial natriuretic peptide
(ANP) (Burrell et al., 2005), Endothelin (Kurtz et al., 1991), Neuropeptide Y (NPY) (Bischoff et al.,
1997), Interleukin-1 (Jensen et al., 1998), Interleukin-6 (Pan et al., 2005), Onkostatin M (Baumann et
al., 2000), Plattchen-aktivierender-Faktor (Pfeilschifter et al., 1985), Substanz P (Pinet et al., 1987),
Tumornekrosefaktor a (Todrov et al., 2002), Vasopressin (Antidiuretisches Hormon) (Aoyagi et al.,

2008), Vitamin D (Li et al., 2002).

1.5.3 Zelluldre Ebene der Regulation

Vergleichbar mit der Hormonfreisetzung anderer sekretorischer Zellen, wird die Reninsekretion
mittels intrazellularer Messenger-Systeme gesteuert. Innerhalb der Renin bildenden Zelle

Ubernehmen zyklisches AMP (cAMP), zyklisches GMP (cGMP) und Kalzium diese Aufgabe.

1.5.3.1 Der cAMP-Signalweg

CAMP ist der zentrale intrazelluldre Stimulator der Reninfreisetzung (Castrop et al., 2010). Dies zeigt
sich darin, dass alle Hormone welche die Reninsekretion stimulieren ihre Wirkung tber die cAMP-
Konzentration entfalten. Beispielsweise Prostaglandin E, und I, (Jensen et al., 1996), Dopamin (Kurtz
et al., 1988 b), PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) (Hautmann et al. 2007) und
Adrenomedullin (Jensen et al., 1997) stimulieren die Reninfreisetzung isolierter juxtaglomerularer
Zellen direkt und bewirken gleichzeitig einen Anstieg der cAMP-Konzentration. Des Weiteren fihrt
die Aktivitdt des sympathischen Nervensystems (ber Bi-Rezeptoren zur Aktivierung des cAMP-
Signalwegs mit konsekutiver Erhohung der Reninsekretion. So konnte an Adenylatzyklase-Knock-Out-
Mausen gezeigt werden, dass eine Stimulation mit einem B-Adrenorezeptor-Agonist zu deutlich
verminderten Plasmareninkonzentrationen im Vergleich mit der Kontrollgruppe fiihrt (Aldehni et al.
2011). Nach Bindung des Liganden an seinen jeweiligen Rezeptor erfolgt die Aktivierung des G-
Proteins Gs, welches aus drei Untereinheiten besteht. Das aktivierte Gs-Protein dissoziiert in eine
aktive a-Untereinheit und einen Komplex bestehend aus B- und y-Untereinheit. Die a-Untereinheit
aktiviert die Adenylatzyklase, welche wiederum die Synthese von cAMP aus ATP katalysiert (Alberts
et al.,, 2005). Die Bedeutung der Adenylatzyklase konnte an isolierten juxtaglomeruldren Zellen
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gezeigt werden. Diese setzten vermehrt Renin frei, nachdem sie mit Forskolin, einem Aktivator der
Adenylatcyklase, stimuliert wurden (Grinberger et al., 2006). Die Konzentration des cAMP ist
abhidngig von der Aktivitat der Adenylatzyzklase und der Aktivitdt von Phosphodiesterasen (PDE),
welche cAMP zu 5-AMP hydrolysieren. PDE-3 und PDE-4 sind vermutlich die maligeblichen
Isoformen innerhalb der juxtaglomeruladren Zelle (Chiu et al., 1996; Chiu et al., 1999). Die PDE-3 wird
Uber cGMP gesteuert. Ein Anstieg der Konzentration an cGMP fiihrt zur Hemmung der PDE-3, was zu
einem Anstieg der cAMP-Konzentration flihrt (Beavo, 1995). Das synthetisierte cAMP hemmt die
Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum und vermindert die Kalzium-
Permeabilitdt der Zellmembran. Die daraus resultierende verminderte Kalziumkonzentration hat
positiven Einfluss auf die Reninsekretion (DellaBruna et al., 1993; siehe 1.5.3.3). Ferner stimuliert
cAMP die Proteinkinase A von der ausgegangen wird, dass sie Teil des Mechanismus ist, welcher fir
die Freisetzung des Renins aus seinen Speichervesikeln verantwortlich ist (Friis et al., 2002; Castrop
et al., 2005). Die Funktionsweise der Reninfreisetzung ist jedoch noch unbekannt (Schweda and
Kurtz, 2011). Die zentrale Bedeutung des cAMP-Signalwegs konnte jedoch an reninzellspezifischen
Gsa-Knockoutmausen gezeigt werden. Diese zeigten eine starke Reduktion der Reninexpression und
Reninplasmakonzentration. Auch war bei diesen Madusen eine Stimulation (iber Katecholamine, den

Blutdruck oder den Macula-densa-Mechanismus kaum zu erreichen (Chen et al., 2007).

1.5.3.2 Der cGMP-Signalweg

Stickstoffmonoxid (NO) und das Atrial Natriuretic Peptid (ANP) sind in der Lage die cGMP-
Konzentration zu erhéhen (Kurtz et al., 1986). Die Signalkaskade beginnt mit der Aktivierung
zytosolischer oder membrangebundener Guanylatzyklasen durch NO und ANP. Die Guanylatzyklasen
katalysieren die Synthese von cGMP aus GTP. Untersuchungen haben gezeigt, dass cGMP gegeniiber
der Phosphodiesterase-3 (PDE-3) als auch zu cGMP-aktivierende Kinasen (cGKs) Affinitat besitzt und
somit zwei Signalwege aktivieren kann (Butt et al., 1992). Zum einen bewirkt ein Ansteigen der
cGMP-Konzentration die Hemmung der PDE-3 was zu einer Abnahme der Hydrolyse von cAMP und
somit zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration fiihrt. Der Anstieg der cAMP-Konzentration
wiederum erhoht die Reninfreisetzung (Beavo, 1995, Friis et al., 2002; siehe 1.5.3.1). Zum anderen
sind zwei cGMP abhangige Protein Kinasen bekannt, cGKI und cGKIl. Die cGKl ist im Zytosol lokalisiert
wahrend die cGKIl mit Renin Speichervesikeln assoziiert ist (Gambaryan et al. 1996, 1998). Es konnte

gezeigt werden, dass die Gabe von stabilem cGMP in juxtaglomeruldren Zellkulturen vom Wildtyp
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und Zellkulturen mit mangelnder cGKI zu einer Abnahme der Reninsekretion fihrt. Unter
Ausschaltung der cGKIll und unter stabiler cGMP-Gabe konnte hingegen keine Abnahme der
Reninsekretion beobachtet werden (Gambaryan et al.,, 1998; Wagner et al., 1998). Es kann somit
davon ausgegangen werden, dass die cGKIl abhangig von der cGMP-Konzentration die
Reninsekretion vermindert. Was ausschlaggebend fir das Beschreiten des jeweiligen Signalwegs ist,
ist noch nicht gesichert. Eine Moglichkeit wird in der Hohe der cGMP-Konzentration gesehen. Eine
niedrige cGMP-Konzentration wiirde demnach die Reninsekretion stimulieren und ein Anstieg der
cGMP-Konzentration die Reninsekretion inhibieren (Kurtz and Wagner, 1998). Aullerdem spielt
moglicherweise die Kompartmentbildung innerhalb der Zelle eine Rolle. Dies macht die
unterschiedliche Lokalisation der Guanylatzyklasen sowie die Lokalisation der PDE-3 und cGKIl
wahrscheinlich. Ein unabhédngiges Bestehen der beiden Signalwege wére so denkbar (Castrop et al.,

2010; Schweda and Kurtz, 2011).

1.5.3.3 Kalzium

Wahrend cAMP als der wesentliche Stimulator der Reninfreisetzung angesehen wird, betrachtet man
die zytosolische Kalziumkonzentration (Ca**) als den hauptsachlichen Inhibitor der Reninfreisetzung
(Castrop et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass die Gabe von ANGII, Endothelin, Vasopressin und
Norepinephrin zu einem Anstieg der Kalziumkonzentration innerhalb juxtaglomerularer Zellen fiihrt
und eine Hemmung der Reninfreisetzung bewirkt (Grinberger et al., 2006, Ichihara et al. 1995, Kurtz
et al., 1984, 1986 c). Ferner konnte an der isoliert perfundierten Niere einer Ratte die hemmende
Wirkung erhohter Kalziumkonzentrationen innerhalb juxtaglomeruldrer Zellen auf die
Reninausschiittung gezeigt werden. Dies wurde mittels Hemmung der endoplasmatischen Ca*'-
ATPase durch Thapsigargin und Cyclopiazonsaure erreicht, woraus eine erhohte zytosolische
Kalziumkonzentration mit konsekutiver Abnahme der Reninsekretion resultierte (Schweda et al.,
2000). Des Weiteren konnte mittels des Ca**-Chelatbildners BAPTA gezeigt werden, dass sinkende
Kalziumspiegel mit einer Steigerung der Reninsekretion einhergehen und eine Endothelin vermittelte
Inhibierung ausbleibt (Moe et al., 1991). Auch die extrazellulare Kalziumkonzentration nimmt Einfluss
auf die Reninsekretion. Eine niedrige extrazelluldre Kalziumkonzentration geht mit einer Stimulation
der Reninsekretion einher, wahrend Infusionen von Kalzium zu einer Reduktion der Reninsekretion
fihren (Hackenthal et al.,, 1990; Watkins et al., 1976). Somit &duBert sich der Anstieg der
intrazelluldren wie der extrazelluldaren Kalziumkonzentration mit einem Abfall der Reninsekretion,
wohingegen ein Abfall der intra- oder extrazellularen Kalziumkonzentration mit einem Anstieg der
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Reninsekretion manifest wird. Dies wird als Kalzium-Paradoxon der Reninfreisetzung bezeichnet, da
in den meisten sekretorischen Zellen ein Anstieg der Kalziumkonzentration mit einer Steigerung der
Sekretionsrate einhergeht (Cohen et al., 1997). Es wird von einer positiven Korrelation zwischen dem
extrazelluldren und intrazelluldren Kalzium ausgegangen (Castrop et al., 2010; Schweda and Kurtz,
2011). Zudem ist ein Ca’*-sensing-Rezeptor bekannt, der méglicherweise, abhingig von der
extrazelluldren Kalziumkonzentration, Einfluss auf die Reninsekretion nimmt (Ortiz-Capisano et al.
2007 a). Beziiglich des intrazelluliren Mechanismus, welcher durch Anderungen der Kalzium-
konzentration ausgel6st wird, bestehen mehrere Ansatze. Eine Moglichkeit besteht in einem durch
Interaktion von Kalzium und Calmodulin bestehenden Mechanismus, da die medikamentdse
Unterdriickung von Calmodulin in Kulturen juxtaglomeruldrer Zellen zu einer Steigerung der
Reninsekretion gefiihrt hat (Della Bruna et al., 1992). Ein weiter Ansatz wird in durch Kalzium
aktivierbaren Chloridkandlen gesehen, welche sich in der Zellmembran juxtaglomerularer Zellen
befinden. Dafilir sprechen Untersuchungen an einer isoliert perfundierten Niere einer Ratte die
gezeigt haben, dass die pharmakologische Blockade der Chloridkanale die inhibitorischen Effekte von
ANG Il auf die Reninsekretion vermindert (Nabel et al., 1999). Des Weiteren besteht die Moglichkeit
einer Hemmung der Reninfreisetzung durch die Kalziumabhangige Proteinkinase C (PKC). Innerhalb
von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass PKC-Inhibitoren die inhibitorischen Einfliisse von
Endothelin auf die Reninsekretion abschwéachen (Minter and Hackenthal, 1989). Schlussendlich
scheint die Hemmung von Adenylatzyklasen (AC) durch Kalzium eine Rolle zu spielen. In Zellen mit
Knockdown der AC5 und AC6 wurde keine Hemmung der Reninfreisetzung durch Gabe von Kalzium
abhadngigen Inhibitoren der Reninfreisetzung erreicht (Griinberger et al 2006). Des Weiteren fiihrte
die Gabe von Kalziumchelatoren zu keiner Erhéhung der cAMP Level und Reninfreisetzung bei
gleichzeitiger Blockade der AC5 und AC6 (Ortiz-Capisano et al., 2007 c). Beides spricht fiir eine
Kalzium abhadngige Hemmung der Adenylatzyklasen mit daraus resultierender Minderung des cAMP-
Spiegels und konsekutiv erniedrigter Reninfreisetzung. Der letztgenannte Weg koénnte eine gute
Erklarung fir das Kalzium-Paradoxon sein, weiterer Forschungsbedarf bleibt jedoch bestehen

(Schweda and Kurtz, 2004; Schweda and Kurtz, 2011).

1.6. Die Cyclooxygenase
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1.6.1 Prostaglandin E; und I

Uber das komplexe Zusammenspiel der Prostaglandine wird eine Vielzahl von Prozessen im Kérper
reguliert. Dazu zdhlen die Vasoaktivitdit von GefalRen, die Nierendurchblutung, Thrombozyten-
aggregation, Bronchokonstriktion und —dilatation, die Vermittlung von Schmerzen und Fieber, die
Modulation von Immunantworten sowie die Produktion von Sdure und Schleim im Magen. Die
Synthese der Prostaglandine beginnt mit der Freisetzung der Arachidonsidure (Bonventre, 1999).
Diese wird mittels der Phospholipase A2 hydrolytisch aus den Phospholipiden der Zellmembran
gespalten. Die Konversion der Arachidonsaure zum Prostaglandin H, wird durch die Cyclooxygenase
(COX) katalysiert, die das geschwindigkeitsbestimmende Enzym ist (Herschman, 1996). Fur sie sind
zwei Unterformen bekannt, die COX-1 und COX-2, welche beide innerhalb der Niere exprimiert
werden (Hao and Breyer 2007). Die Umwandlung des Prostaglandin H, zu biologisch aktiven
Prostaglandinen, wie Prostaglandin E, (PGE,) und I, (PGl;), erfolgt mittels spezifischer Synthasen.
Prostaglandin E, entfaltet seine Wirkung Uber die Prostaglandin EP1-4 Rezeptoren wadhrend
Prostaglandin I, den IP-Rezeptor aktiviert (Breyer and Breyer, 2000). Es konnte anhand von juxta-
glomeruldren Zellkulturen gezeigt werden, dass die Aktivierung des EP2-, EP4- und IP-Rezeptors zu

einem Anstieg der cAMP-Konzentration und Reninsekretion flihrt (Friis et al. 2005).

1.6.2 Cyclooxygenase 2

COX-2-Expression konnte innerhalb der Zellen der Macula densa und dem angrenzenden kortikalen
aufsteigenden Anteil der Henle-Schleife (cTAL) sowie in den Sammelrohren und den interstitiellen
Zellen des Nierenmarks nachgewiesen werden (Harris, 2006). Die Tatsache das die Zellen der Macula
densa und die benachbarten Zellen des cTAL COX-2 exprimieren, lasst vermuten, dass sie eine Rolle
innerhalb des tubuloglomeruldren Feedbacks und der Reninsekretion spielen. Untersuchungen an
Ratten, die zum einen mit einer Niedrig- und zu anderen mit einer Hochkochsalzdiat behandelt
wurden haben gezeigt, dass die kortikale COX-2 Expression unter Niedrigsalzdiat stimuliert wird,
wahrend sie unter Hochsalzdiat supprimiert wird. Im Mark verhalt es sich umgekehrt. Hier fihrt die
Niedrigsalzdiat zu einer verminderten COX-2 Expression wdhrend die Gabe einer Hochsalzdiat eine
erhohte Expression der COX-2 bewirkt. Verdanderungen der COX-1 Expression, welche in Kortex und
Mark exprimiert wird, konnten unter keiner der beiden Didten festgestellt werden (Yang et al., 1998;
Jensen and Kurtz, 1997). Des Weiteren resultiert die Gabe von ACE-Inhibitoren, AT;-Antagonisten
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und Furosemid ebenfalls in einer gesteigerten Reninfreisetzung und Vermehrter Expression der COX-
2 in den Zellen der Macula densa und den Zellen des cTAL (Cheng et al., 1999; Mann et al., 2001). Die
gesteigerte Reninfreisetzung ausgelost durch ACE-Inhibitoren und Furosemid konnte mittels
selektiven COX-2 Inhibitoren signifikant gehemmt werden (Cheng et al., 1999 Mann et al., 2001).
Gleiches konnte bei Untersuchungen an COX-2-Knockout-Mdausen beobachtet werden. Diese
reagierten weder auf ACE-Hemmer noch auf eine Niedrigsalzdiat mit gesteigerter Reninexpression,
die bei Wildtyp-Mausen zu erwarten gewesen ware (Cheng et al., 2001). Ferner konnte ein durch
Phorbolester induziertes Ansteigen der COX-2 Expression durch die Gabe von ANG IlI, in cTAL
Zellkulturen, unterdriickt werden (Cheng et al., 1999). Es wird eine generelle Unterdriickung der
COX-2 Expression durch ANG Il vermutet (Castrop et al., 2002). Eine weitere Studie konnte zeigen,
dass mit reduzierter Salzzufuhr perfundierte isolierte Macula densa Zellen das COX-2 abhangige PGE,
an der basolateralen Zellmembran freisetzten (Peti-Peterdi, 2003). Ein Einfluss der cTAL und Macula
densa abhdngigen Prostaglandine, gebildet durch die COX-2, auf die Reninfreisetzung erscheint daher
moglich. Darliber hinaus wird von einer Regulierung der Reninexpression durch die COX-2 der
Macula densa ausgegangen, in Abhangigkeit von Salzkonzentration gemessen an der Macula densa
durch den Na*/K*/2CI'-Rezeptor (Schnermann, 1998; Harris, 2008). Die Frage bleibt jedoch strittig, da
laut einer Studie Anderungen der Reninexpression ohne signifikante Anderungen der COX-2
Expression moglich sind und die COX-2 als nicht essentiell fiir die Regulation der Reninsekretion
angesehen wird (Wagner et al., 2003; Hocherl et al., 2002 b). Eine mogliche Losung kénnte folgende
Studie anbieten. Ratten mit einer unilateralen Nierenarterienstenose wurden mit einem selekiven
COX-2 Inhibitor behandelt. Die einmalige Gabe fiihrte zu keiner Abnahme der Plasmareninaktivitat.
Nach fiinftagiger Gabe konnte jedoch eine Abnahme der Reninaktivitat festgestellt werden (Matzdorf
et al., 2007). Die von der COX-2 gebildeten Prostaglandine konnten demnach Verstarker der basalen

Reninsekretion sein, ohne in der Akutsituation Wirkung zu entfalten (Schweda and Kurtz, 2011).

1.6.3 Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kleines Molekil, welches aufgrund seiner Lipophilie frei Uber
Zellmembranen diffundieren kann. Es wirkt als lokaler Mediator in vielen Geweben des Korpers. Zum
Beispiel setzen GefdBendothelzellen NO als Antwort auf Stimulation durch Nervenzellen frei. In den
glatten Muskelzellen der GefaBRwand fiihrt es dann zu einer Dilatation. NO hat nur lokale Wirkung, da

es durch Reaktion mit Sauerstoff und Wasser schnell zu Nitrat und Nitrit umgewandelt wird (Alberts
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et al., 2005). NO wird aus L-Arginin mittels NO-Synthasen (NOS) synthetisiert. Es existieren drei
Isoformen der NOS, die neuronale NOS (nNOS), die induzierbare NOS (iNOS) und die endotheliale
NOS (eNOS) (Morissey et al., 1993; Bachmann et al. 1995). Die Renin bildenden Zellen sind umgeben
von Zellen die befdhigt sind NO zu bilden. Dazu gehdren die endothelialen Zellen der Arterien,
Arteriolen, die glomeruldren Kapillaren, die Vas recta (eNOS) sowie die Zellen der Macula densa
(nNOS) (Bachmann et al., 1995). Studien konnten zeigen, dass sich die Expression der nNOS der
Macula densa parallel zur Reninexpression verhalt. Neben der zu erwartenden Steigerung der
Reninexpression wurden Steigerungen der nNOS Expression unter Volumenmangel, Salzrestriktion
und Gabe von Schleifendiuretika gemessen (Bosse et al., 1995, Singh et al., 1996). Zudem wurde
beobachtet, dass die Blockade der NO-Bildung die Stimulation des Reninsystems durch eine
Niedrigsalzdiat verhindert (Schricker and Kurtz, 1996). Unter Einsatz des nicht selektiven NO-
Synthetase-Inhibitors L-Name, konnte gezeigt werden, dass die Unterdriickung der NO-Bildung zum
Ausbleiben der Rekrutierung entlang der afferenten Arteriolen und zur Minderung der Rekrutierung
in juxtaglomerularer Poition fihrt (Neubauer et al., 2013). Es gilt als gesichert, dass NO die
Reninsynthese und -freisetzung auf Dauer stimuliert, wahrend die kurzfristige Gabe inhibierend wirkt
(Kurtz and Wagner 1989). Es wird vermutet, dass NO Uber den cGMP-Signalweg (siehe 1.5.3.2)
Wirkung entfaltet. So konnte gezeigt werden, dass die stimulierende wie die inhibierende Wirkung
von NO bei gleichzeitiger Gabe eines Guanylat-Zyclase-Inhibitors aufgehoben wurde (Schricker and
Kurtz 1993; Greenberg et al., 1995). Die inhibitorische Wirkung wird vermutlich Gber die GKIl (cGMP
abhédngige Protein Kinase) wahrend die stimulatorischen Eigenschaften vermutlich durch einen
Anstieg des cAMP durch Blockade der PDE3 (Phosphodiesterase-3) vermittelt werden (siehe 1.5.3.2;
Kurtz and Wagner, 1989; Kurtz et al., 1998). Ferner wird davon ausgegangen, dass bei der Stimulation
der Reninfreisetzung die A-Kinase und bei Inhibierung der Reninfreisetzung die G-Kinase eine Rolle
spielt (Kurtz and Wagner 1989). Um die Bedeutung der eNOS und nNOS fiir das Reninsystem zu
zeigen wurden Untersuchungen an Knockout-Mausen durchgefiihrt. Die eNOS-Knockout-Mdause
zeigten eine reduzierte Reninexpression bei normalen Plasmareninkonzentrationen. Die nNOS-
Knockout-Mause hingegen zeigten verminderte Plasmareninkonzentrationen bei gleichbleibender
Reninexpression. Dies lasst vermuten, dass NO der eNOS die Reninsynthese stimuliert wahrend NO
der nNOS die Reninfreisetzung stimuliert (Castrop et al., 2004 b). Es lasst sich festhalten, dass NO sich

vornehmlich stimulierend auf die Reninsynthese und Sekretion auswirkt (Schweda and Kurtz, 2011).
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1.7 Zielsetzung

Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Frage welche Faktoren bei der Stimulierbarkeit des RAAS eine Rolle
spielen. Eine Stimulation des RAAS duflert sich zum einen durch ein vermehrtes Auftreten Renin
bildender Zellen entlang der afferenten Arteriolen, was als retrograde Rekrutierung Renin bildender
Zellen bezeichnet wird. Zum anderen liegen die Reninzellen der stimulierten Maus in unmittelbarer
Ndhe zum GefalRpol mehrschichtig vor, dies wird als Clusterbildung bezeichnet. Beim Mechanismus
der Rekrutierung Renin bildender Zellen handelt es sich dabei um die metaplastische Umwandlung
glatter GefaBmuskelzellen in Renin bildende Zellen. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Frage, in
wie weit sich die Inhibierung der COX-2 auf die Stimulierbarkeit der RAAS auswirkt. Insbesondere soll
die Lage der Renin bildenden Zellen innerhalb des GefaBbaums der adulten Mauseniere untersucht
werden. Die Arbeitsgruppe um Armin Kurtz beschéftigt sich bereits seit langerer Zeit mit diesem
Thema. Ein Teil ihrer Arbeit widmet sich der Frage, in wie weit Stickstoffmonoxid (NO) eine Rolle
innerhalb der Rekrutierung Renin bildender Zellen spielt? Daflir wurden Mausen mit einem Knockout
der Stickstoffmonoxid sensiblen Guanylat Zyklase untersucht. Im Ergebnis zeigte sich, unter
Stimulation mittels Niedrigsalzdiat und ACE-Inhibitorgabe, ein Ausbleiben der Rekrutierung entlang
der afferenten Arteriole wahrend die Clusterbildung in juxtaglomeruldrer Position weiter bestand
(Neubauer et al.,, 2013). Das NO ein wesentlicher Faktor der Rekrutierung Renin bildender Zellen
entlang der afferenten Arteriole ist, ist somit erwiesen. Es stellt sich die Frage, welche Faktoren, bei
stimuliertem RAAS, fir die Clusterbildung in juxtaglomeruldrer Positionverantworlich sind? In diese
Richtung weisen frihere Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Armin Kurtz. So konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung mit einem ACE-Hemmer und einer Niedrigsalzdiat zu einer Erhéhung
der COX-2 Expression innerhalb der Macula densa fihrt (Castrop et al., 2003). Die COX-2 kdme somit
als wesentlicher Faktor fir die Clusterbildung bei stimuliertem RAAS in Frage. Beziiglich der Renin-
mRNA- und Plasmareninkonzentrationen unter COX-2-Hemmung besteht Uneinigkeit. Frihere
Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass ein COX-2-Knockout sich in einer aufgehobenen
Stimulierbarkeit der Renin-mRNA- und Plasmareninkonzentration zeigt (Cheng et al., 2001; Yang et
al., 2000). Neuere Studien kommen hingegen zu dem Ergebnis, dass sowohl ein COX-2-Knockout, als
auch die Behandlung mit dem COX-2-Inhibitor SC-58236 zu einer verminderten basalen Renin-mRNA-
und Plasmareninkonzentration fiihrt, eine leicht eingeschrankte Stimulierbarkeit jedoch weiter

besteht (Kim et al., 2007; Matzdorf et al., 2007).

Innerhalb dieser Arbeit werden die Messungen der mRNA- und Plasmareninkonzentration repliziert

und um die Untersuchung der histologischen Aufnahmen und der 3D-Rekonstruktionen erweitert.
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Hierflr wurden histologische Serienschnitte von unbehandelten Wildtyp-Mé&usen mit und ohne SC-
236 (COX-2-Hemmer) Behandlung, sowie von Tieren die ausschlieflich mit einer Niedrigsalzdiat und
Enalapril (ACE-Hemmer) behandelt wurden, als auch von Tieren welche mit Niedrigsalzdiat, Enalapril
und SC-236 behandelt wurden, angefertigt. Darliber hinaus wurde zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren unterschieden. Die Serienschnitte wurden gegen Renin und gegen Glatt-
muskelaktin fluoreszenzgefarbt. Die histologischen Aufnahmen wurden ausgewertet und aus der

Gesamtheit der Serienschnitte, die 3D-Rekonstruktionen erstellt.

Die These, dass die COX-2 essentiell fiir die Stimulierbarkeit des RAAS und die Rekrutierung Renin
bildender Zellen ist, sollte sich wie folgt darstellen. Die Rekrutierung entlang der afferenten
Arteriolen und oder die Rekrutierung in juxtaglomerularer Position misste unter Stimulation des
RAAS und Inhibierung des COX-2 geringer ausfallen. Des Weiteren miissten die Renin-mRNA- und
Plasmarenin-konzentrationen geringer ausfallen. Eine unveranderte Rekrutierung Renin bildender
Zellen und gleichbleibende mRNA- und Plasmareninkonzentrationen wiirden hingegen darauf
hinweisen, dass die Mechanismen der Macula densa und des Barorezeptors unabhangig von der

COX-2 ablaufen kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate Hersteller

Computer Precision T5600, Dell, Frankfurt am Main
Eismaschine Ziegra Eismaschinen, Isernhagen
Filtersets

TRITC-Filter: Filter set 43, Zeiss, Jena

Anregung 533-558nm
Emission 570-640nm
Cy2-Filter:

Anregung 450-490nm
Emission 500-550nm

Fluoreszenzlampe

Homogenisator

Inkubationsschrank

Kuhl- und Gefrierschranke

Kamera
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrotom

MilliQ Plus PF Reinwasseranlage

Filter set 38 HE, Zeiss, Jena

X-Cite 120, EXFO Life Sciences

Industrial Division, Mississauga, Canada
Ultra-Turrax T25, Janke und Kunkel,
Staufen

Modell B6200, Heraeus, Hanau

Santo Kiihlschrank, AEG, Niirnberg
Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr, Ochsenhausen
Ultra-low-freezer -85°C, New Brunswick
Scientfic

AxioCam MRm, Zeiss, Jena

MR 80, Heidolph, Schwabach

Axiostar 1122-100, Zeiss, Jena

Axiovert 200M, Zeiss, Jena
Rotationsmikrotom RM2165, Leica, Wetzlar

Millipore, Schwalbach
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Gerate Hersteller

PCR-Gerate LabCycler, Senso Quest GmbH Gottingen
pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,

Gilson, Middleton, USA
Scantisch motorisierter Marzh&usertisch (MAC 5000
Controller)

Ludl Electronic Products, Miinchen

Schiittler SM25, Edmund Biihler, Hechtingen
Spannungsquellen PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
UV-Leuchttisch Fluorescent Tables, Renner, Dannstadt
UV-Spektrometer Gene Quant I, Pharmacia Biotech, Freiburg
Vortexgerate Vortex-Genie 2, Scientic Industries, New

York

USA REAX1, Heidolph, Schwabach
Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, GieRRen
Feinwaage P-1210, Mettler, GieRRen
Waagen Feinwaage W13, Mettler, Giellen
Warmeblocke Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg

Warmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar
Warmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach
Wairmetopf PSI, HOT POT 1.411.80/I

Modell W13, Haake, Karlsruhe
Wasserbader 1083, GFL, Burgwedel
Zentrifugen Labofuge 400, Heraeus, Hanau

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

Auslaufpipetten 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt, Nimbrecht
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Deckgldaschen
Filter
Gewebe-Einbettkassetten

Glaswaren

Handschuhe

Hochsalzfutter 4% NaCl

Light Cycler 480 Multiwell Platten 96
Liquid Blocker

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

Parafilm

Pipettenspitzen mit und ohne Filter

Praparatekasten

Reagiergefalle Eppendorf 0,2ml, 0,5ml, 1,5ml,
2,0ml

ReagiergefaRe Falcon 15ml, 50ml
Silikonkautschuk GieRformen

Skalpellklingen

Labonord, Ménchengladbach
Schleicher & Schuell, Dassel
Labonord, Ménchengladbach

Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz

Hartmann, Heidenheim

Ssniff, Soest

Roche, Mannheim

Labonord, Ménchengladbach
Ssniff, Soest

Ssniff, Soest

Menzel-Glaser, Braunschweig
American National Can, Greenwich,
USA

Sarstedt, Nimbrecht

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Roth, Karlsruhe

Feather, Koln

2.1.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

Produkt Hersteller
Agarose Biozym, Oldendorf
Chloroform Merck, Darmstadt

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DNA Langenstandard: 100bp DANN
Ladder

Essigsdure

Ethanol p.a.

Fluka, Neu-Ulm

New England, Biolabs, Frankfurt am
Main

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Produkt

Hersteller

First Strand Buffer, 5x

Glycergel Mounting Medium

GoTag DNA Polymerase, 5 U/l

GoTaq Reaction Buffer Green

HCl 1IN

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

Isopropanol

Isotone NaCl-Lésung 0,9%

K2HPO4 x 3 H20

KH2HPOA4

Ketamin

Methanol

M-MLV Reverse Transcriptase 200 U/ul
Na2HPO4 x 2 H20

NaOH 1N

NaCl

Nuclease freies Wasser

Oligo(dT)15 Primer, 0,5 pg/ul
Paraformaldehyd

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

Paraplast-Plus Paraffin

Pferdeserum (Horse Serum)
Rinderserumalbumin (BSA)

Roti®-Safe GelStain

SYBR® Green PCR Kit

TRIzol®-Reagenz

Xylazin

Xylol

Invitrogen, Karlsruhe

Dako Cytomation, Glostrup,
Danemark

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
CP-Pharma, Burgdorf
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
GibcoBRL, Eggenstein
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Promega, Freiburg

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

Roche, Mannheim
GibcoBRL, Eggenstein
Ratiopharm, Ulm

Merck, Darmstadt
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2.1.4 Primer

Material und Methoden

Die Primer (Oligonukleotide) wurden von der Firma Biomers.net in der gewiinschten Nukleotid-

abfolge synthetisiert und lyophylisiert. Mit Hilfe von nukleasefreiem Wasser wurde eine Verdinnung

der Konzentration 100pmol/ul hergestellt.

GAPDH 5°-ATG CCA TCA CTG CCA CCC AGA AG-3’
5°-ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG-3
Renin 5’-ATG AAG GGG GTG TCT GTG GGG TC-3’

5°-ATG CGG GGA GGG TGG GCA CCT G-3’

2.1.5 Antikérper

Antikorper Art Klonalitat Hersteller Verdiinnung
Chicken anti- Primarantikoérper polyklonal Davids Biotech, 1:400
Renin-IgG Regensburg

Mouse anti- Primarantikorper polyklonal Beckman Coulter 1:50
Glattmuskelaktin- Immunotech.,

IgG Marseille, Frankreich

Donkey-Anti- Sekundarantikérper Rhodamin Dianova, Hamburg 1:400
Chicken-lgY (TRITC)

Donkey anti- Sekundarantikorper Cy2 Dianova, Hamburg 1:400

mouse-lgY

2.1.6 Puffer und Lésungen

Immunhistochemie

Fixierlosung fiir Perfusion PBS
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Paraformaldehyd 3%
PBS-(Phosphate Buffered NaCl 136 mM
Saline) Puffer, pH 7,4 KCl 2,7 mM

Na,HPO, x 2 H20 10,1 mM

KH,PO, 1,8 mM
PBS-Otto-Puffer, pH 7,4 KH,PO4 x 3 H20 10 mM

Nacl 140 mM

KH,PO, 10 mM
Waschpuffer PBS-Otto-Puffer

BSA 1%
Blockierlésung PBS-Otto-Puffer

BSA 1%

HS 10%

Molekularbiologie

Agarosegel TAE 1,5%
Agarose
DEPC-H20 1/1000 V DEPC in H20 bidest., schitteln, ber Nacht getffnet

unter Abzug stehen lassen, dann autoklavieren

NaOH fiir gDNA-Extraktion NaOH 25 mM
Tris HCI fiir gDNA-Extraktion Tris HCI 1M,pHS8
10x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Tris Base 0,4M
Puffer Essigsdure 0,2M
EDTA 10 mM

2.1.7 Software und Internetdienste

Die Mikroskopischen Aufnahmen wurden mit AxioVision 4.7 von Zeiss erstellt. Die mikroskopischen

Aufnahmen wurden dann mit Adobe Photoshop CS4 und Image) (Wayne Rasband NIH. USA) weiter

35



Material und Methoden

bearbeitet. Mit Amira 5.4.1 visualization software (Mercury Computer Systems, Inc., USA) erfolgte

die Anfertigung der 3D-Rekonstruktionen.

Fir die Literaturrecherche wurde PubMed von NCBI- The National Center for Biotechnology
Information: http:/www.ncbi.nih.gov verwendet. Geschrieben wurde die Arbeit mit Microsoft Office

2007.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Flr die durchgefiihrten Untersuchungen wurden C57BI6-Wildtyp-Mause (WT) verwendet. Die Nager
wurden in vier Gruppen unterteilt und jeweils unterschiedlich behandelt. Eine Gruppe (Normal Salt,
NS), bestehend aus vier Tieren, wurde unter pysiologischer Salzzufuhr von 0,4% NaCl gehalten. Eine
Gruppe (Low Salt Enalapril, LS/Ena) von vier Tieren wurde (iber sieben Tage mit Niedrigsalzfutter
(0,02% NaCl) und ab dem 3 Tag mit dem ACE-Inhibitor Enalapril (0,1 mg/ml) in Trinkwasser
behandelt. Eine weitere Gruppe (NS/SC-236) aus funf Tieren wurde entsprechend der NS-Gruppe
erndhrt und zusatzlich mit dem selektiven Cyclooxygenase-2-Hemmer (SC-236 mit 1,2 mg/d)
behandelt. Die vierte Gruppe von funf weiblichen und fiinf ménnlichen Tieren wurde die LS-Ena-

Gruppe erndhrt und ebenfalls mit 1,2 mg/d SC-236 behandelt.

Samtliche Versuchstiere wurden gemals dem ARVO Statement fort he Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research behandelt. Die Tiere wurden bei freiem Zugang zu Wasser und Nahrung in einem
12 h Tag- und 12 h Nachtintervall gehalten. Die Umgebungstemperatur wurde auf 23 °C + 2 °C, die
Luftfeuchtigkeit auf 55% + 5% eingestellt, was den optimalen Haltungsbedingungen von

Labormd&usen entspricht.

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Fixation des Nierengewebes
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Ziel der Fixation ist die Unterbindung autokatalytischer Vorgédnge innerhalb des Nierengewebes. Auf
diese Weise soll die Zellstruktur moglichst in ihrem natirlichen Zustand erhalten bleiben. Des
Weiteren bewirkt die Fixation eine Hartung des Gewebes, was erhebliche Vorteile beim Schneiden

der Nieren mit sich bringt.
Retrograde arterielle Perfusion:

Die Fixierung erfolgte mittels retrograder arterieller Perfusion mit 3% Paraformaldehyd in PBS.
Zu Beginn wurden die Mause mit einer Kombination aus Ketamin (80mg/kg KG i.p.) und Xylazin
andsthesiert. Nach Verabreichen des Andsthetikums wurde das Abdomen eréffnet und die Aorta
abdominalis dargestellt. Um die Perfusion der Nieren nicht zu beeintrachtigen wurde die Aorta
abdominalis unterhalb der Abgange der Arteriae renales mittels einer Klemme unterbunden. Distal
der Klemme wurde der Perfusionskatheter eingefiihrt und fixiert. Im Anschluss wurde zur Erlangung
eines Druckausgleichs die Vena cava inferior er6ffnet. Zu Beginn der Perfusion wurde die Klemme
oberhalb des Perfusionskatheters gedffnet und tiber den Katheter 10 ml isotone NaCl-Lésung und 10
I.LE./ml Heparin retrograd perfundiert. Anhand rascher Entfarbung der Abdominalorgane konnte die
erfolgreiche Perfusion festgestellt werden. Im Anschluss erfolgte die Fixierung mit frisch angesetztem
3 % Paraformaldehyd in PBS mit konstantem Fluss von 40ml/3min. Die entnommenen, perfundierten

Nieren wurden bis zur Paraffineinbettung in 70% Methanol bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.2.2 Einbettung in Paraffin

Nach abgeschlossener Fixierung, zur Vorbereitung der Paraffineinbettung, wurde das Nierengewebe
schrittweise dehydriert. Dies erfolgte mit Hilfe von Gewebe-Einbettkassetten durch eine Reihe

aufsteigenden Alkohols.

= 2 x30 min 70% Methanol (bei RT)

= 2 x30 min 80% Methanol (bei RT)

= 2 x30 min 90% Methanol (bei RT)

= 2 x30 min 100% Methanol (bei RT)

= 2 x30 min 100% Isopropanol (bei RT)

= 1x30 min 100% Isopropanol (bei 45°C)

»  (berfiihrung in 1:1 Isopropanol/Paraffin-Gemisch (bei 55°C)
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Im Anschluss an die Dehydrierung, wurden die Nieren zweimal fir mindestens 24 Stunden in
flissiges, auf 60°C erwarmtes Paraffin eingebettet. Nachdem das Gewebe vollstandig durchtrankt
war, wurden die Praparate in Silikon-Kautschuk-Einbettformen gegeben, welche mit 60°C warmem

Paraffin gefiillt wurden. Die Aushartung erfolgte iber Nacht bei Raumtemperatur.

2.2.2.3 Anfertigung der Paraffinschnitte und Entparaffinierung

Zur besseren Befestigung im Rotationsmikrotom und zur Erleichterung des Schneidens, wurden die
Paraffinblocke mit Hilfe eines erhitzten Metallspatels geformt und auf Holzblocken fixiert. Am
Rotationsmikrotom wurden Schnittserien von ca. 70-90 Schnitten mit einer Schnittdicke von 5 pum
hergestellt. Jeder Einzelschnitt wurde auf ein 40°C warmes Wasserbad gelegt um sich zu entfalten.
AnschlieBend wurden die Objekttrager auf superfrost plus Objekttrager aufgezogen und im
Warmeschrank bei 40°C fir mindestens 12 Stunden getrocknet. Fir die anschlieRende Farbung

wurden die Schnitte in einer Reihe absteigenden Alkohols entparaffiniert.

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

= 2 x5 min 100% Isopropanol (bei RT)
= 1 x5 min 96% Isopropanol (bei RT)
= 1x5min 80% Isopropanol (bei RT)
= 1x5min 70% Isopropanol (bei RT)

2.2.2.4 Immunhistochemische Farbung

Unter Immunhistochemie versteht man den Nachweis und die Identifikation antigener Komponenten
in Zellen und Gewebeschnitten durch Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen,
Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind (Romeis, 1989). Die indirekte Immunfluoreszent erfolgt
in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird das Gewebe mit primaren, unkonjungierten Antiképern
inkubiert. Diese epitopspezifischen Antikorper binden an das gesuchte Antigen im Gewebeschnitt.
AnschlieBend werden die Schnitte gewaschen und mit einem sekundaren Antikérper inkubiert. Die
sekundaren Antikorper tragen ein Fluorochrom und sind gegen den F.Teil des primaren,

unmarkierten Antikorpers gerichtet. Mittels eines Fluoreszenzmikroskops und Licht entsprechender
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Wellenldange, konnen dann die Fluorophore angeregt werden und so die Antigen-Antikérper-

Komplexe sichtbar gemacht werden.
Protokoll:
Primare Antikoérper:

Chicken-Anti-Renin-IgG 1:400 verdinnt mit 10% HS in PBS-Otto/1% BSA
Mouse-Anti-Glattmuskel-1gG, 1:50 verdinnt mit 10% HS in PBS-Otto/1% BSA

Sekundare Antikorper:

Cy2-konjungierter Donkey-Anti-Chicken-IgY, 1:400 verdinnt mit PBS-Otto/1% BSA
Rhodamin-TRITC-konjugierter Donkey-Anti-Mouse-1gG, 1:400 verdinnt mit PBS-Otto/1% BSA

Tag 1:

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

= Herstellen der Stammldsung PBS-Otto/1% BSA

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

= Auftragen der Blockierldsung und 20 min auf dem Rittler bei RT inkubieren
= Absaugen der Blockierlosung

= Aufpipettieren der Primarantikérper und Inkubation tGber Nacht bei 4°C

= Absaugen des primaren Antikorpers

= Waschen der Praparate mit der Stammlosung PBS-Otto/1% BSA auf dem Schiittler 3 x
5 min

= Absaugen der Stammlosung

=  Vortexen und 10 min Zentrifugation der sekundaren Antikérper um das Aufbringen
von Kristallen zu vermeiden.

= Aufpipettieren der Sekundarantikérper und Inkubation bei Raumtemperatur fir 90
min (Die mit der Fluoreszenzeigenschaft verbundene Lichtempfindlichkeit der
sekundaren Antikorper erfordert einen groRtmaoglichen Lichtausschluss.)

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

= Eindeckeln der Objekttrager mit Dako Glycergel Mounting Medium
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= Gekiihlte Lagerung unter Lichtausschluss

2.2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion

2.2.3.1 Mikroskopie und Digitalisierung

Zur Anfertigung der 3D-Rekonstruktionen wurden die vorbehandelten histologischen Serienschnitte
verwendet. Aufnahme und Digitalisierung erfolgten mit Hilfe eines Axiovert 200M Mikroskops mit
motorisierter Objektauflage und angeschlossener Schwarz-WeiR-CCD-Kamera (AxioCamMRm) sowie

der Software AxioVision LE Rel.4.5. von Zeiss.

Die histologischen Schnitte wurden mit 100facher VergroBerung aufgenommen. Dabei wurden
jeweils mehrere Aufnahmen angefertigt und mittels AxioVision LE Rel.4.5. mit einer Uberlappung von
15% zusammengefiigt (Stitching). Die Fluorophore der Sekunddren Antikérper sind bei
unterschiedlicher Wellenlange anregbar. Fir das Glattmuskelaktin wurde ein Cy2 Filter verwendet,
mit einer Wellenldange von 450-490nm was eine Emission von 533-558nm bewirkt und das
Glattmuskelaktin in griin sichtbar macht. Das Renin erscheint rot bei einer Emission von 570-640nm
unter Anregung mit einer Wellenlange von 533-558nm mittels eines TRITC-Filters. Um aus beiden
Kandlen eine einzige Bilddatei (Overlay-Bild) zu erzeugen wurde dem Renin-Bild ein roter, dem
Glattmuskelaktin-Bild ein griiner Farbanteil zugewiesen. Zur weiteren Bearbeitung wurden die

Bilddateien auf 8 Bit konvertiert und als TIFF-Format gespeichert.

2.2.3.2 Datenaufbereitung mittels Image]

Ergebnis des Stiching der einzelnen Bilder sind Mosaikaufnahmen unterschiedlicher Lange und
Breite. Um Dateien in das Rekonstruktionsprogramm Amira Uberfihren zu kénnen ist jedoch eine
einheitliche GroRe erforderlich. Auf Grund dessen wurde mittels Photo Shop CS4 ein Bild grofSten
Formats erstellt und als TIF-Datei zu den Serienbildern gespeichert. Diesem wurden nachfolgend
samtliche Serienbilder durch das Anfligen schwarzer Rander angeglichen. Diese wurden dann mit

Hilfe des Bildanalyseprogramms Imagel zu einem Bildstapel (Stack) vereinigt:
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= Offnen aller Einzelbilder
= Plugins

=  Stacks

=  Stack Builder

= AnschlieBend wurde die nicht weiter benétigte Formatvorlage entfernt und der

Stack als Image Sequence gespeichert.

2.2.3.3 3D-Rekonstruktionen

Zur weiteren Bearbeitung wurden die Daten in die Amira 5.4.1 Visualization Software auf eine Grafik-
Workstation importiert. Um eine korrekte Skalierung der Daten zu erreichen, musste zunachst das
Verhaltnis von PixelgrofRe zu um berlcksichtigt werden. Dabei handelt es sich um einen Objektiv und
Kamera- abhangigen Wert (bei einer Verwendung des 10 x Objektives: 1 Pixel =1 x 1 um). Bezogen
auf die maximalen Abmessungen des Bildstapels (Ldnge x und Breite y), die Gesamtzahl der Schnitte
und der Schnittdicke (z) wurde die Boundingbox definiert, die die maximalen Abmessungen des
Datensatzes in jeder Ebene beschreibt. Im dreidimensionalen Raum wird der Begriff Pixel durch den
Begriff Voxel ersetzt, der eine quaderférmige Zelle darstellt. Die dritte Dimension entspricht der
Schnittdicke. Ein Voxel entspricht somit 1 x 1 x 5um. Der RGB-Bildstapel, welcher den roten, griinen

und blauen Kanal enthalt, wurde wieder in seine einzelnen monochromen Kanéle aufgetrennt.

Farbkanaltrennung

= COMPUTE

= CHANNEL WORKS

= INPUT 1 CHANNEL 1, speichern als Aktin-Stapel
= |[NPUT 2 CHANNEL 2, speichern als Renin-Stapel
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gruner Kanal

Glattmuskelaktin-
Immunfluoreszenz

blauer Kanal

Overlay-Stack

roter Kanal

Renin-
Immunfluoreszenz

Abbildung 2.1: Farbkanaltrennung (Abbildung nach Machura, 2008)

Dies ist erforderlich damit die Rekonstruktionssoftware die Fluoreszenzmarkierungen, eines jeden
Bildes, anhand der Grauwerte der Voxel erkennt und um spater eine separate Datensegmentierung

vornehmen zu kénnen.

Aligning

Die in unterschiedlicher Ausrichtung aufgenommenen Serienschnitte missen deckungsgleich
ausgerichtet werden um eine vollstandig ausgerichtete Niere zu erhalten. Dies geschah uber
Verschiebe- und Rotationsbewegungen, womit jeweils zwei Schnitte, bzw. ein Schnitt und der bereits
ausgerichtete Stapel, moglichst exakt Gbereinander gelegt wurden. Als Leitstruktur dafiir dienten die
Immunreaktionen des Glattmuskelaktins, da diese regelmaRig und als zusammenhdngendes Gebilde
vorliegen. Anhand des fertigen Aktin-Stapels wurden anschlieBend die Renin-Serienschnitte auf
dieselbe Position gedreht. Dies flihrt zu einer héheren Deckungsgleichheit der Renin-Schnitte und ist

erforderlich um ein spateres zusammenfiigen der Daten zu ermdoglichen.

= COMPUTE
= ALIGN SLICES

= EDIT
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= ALIGNING (automatisch und manuell)

= RESAMPLE

Datensegmentierung

Innerhalb der Datensegmentierung werden die darzustellenden Strukturen, arterielle GefaRe und
Renin-Signale, durch verschiedene Verfahren markiert. Die Markierungen missen einem definierten
Material zugeordnet werden. Anhand aller Markierungen eines Materials, kann dann die Oberflache
dieser dreidimensionalen Struktur berechnet werden.

Einleitung der Datensegmentation:

= |LABELLING
= |LABEL FIELD

Fir das Labeling werden folgende Segmentierungstools verwendet. Zusammenstellung der

wichtigsten Werkzeuge:

=  BRUSH: Fluoreszenzsignale kdnnen von Hand markiert werden.

= MAGIC WAND: Markierung von Fluoreszenzsignalen mittels Festlegung einer Grau-
Wert-Schwelle. Es werden nur die Signale markiert, die mit dem markierten Voxel in
Verbindung stehen. Die Grauwerte liegen auf einer Skala von 0 = schwarz bis 255 =
weil.

=  FILL HOLES: Nicht markierte Areale innerhalb von Materialien werden gefiillt.

=  REMOVE ISLAND: Kleine Anteile von Materialien, die in Kontakt zum Ubrigen Material
stehen, werden automatisch entfernt.

= SMOOTH LABELS: Kantige Rander des ausgewahlten Materials werden entfernt.

= THRESHOLD: Alle Grauwerte eines definierten Grauwertes werden markiert.
THRESHOLD markiert dabei alle Grauwerte des ausgewahlten Schnitts.

= |INTERPOLATE: Ermoglicht das Berechnen einer fehlenden Struktur. Durch das
Markieren der Struktur auf dem vorhergehenden sowie auf dem nachfolgenden
Schnitt kann sie auf der gewilinschten Ebene berechnet werden.

=  WRAP: Durch Markierung von Anfang, Mitte und Ende einer Zielstruktur kénnen

Zwischenschnitte zu einer annahernd kugelformigen Gestalt ergdanzt werden.

Die Segmentierungsfunktionen kénnen sowohl auf einen aktuellen (current slice) wie auch auf alle

Schnitte (all slices) gemeinsam angewendet werden. Anhand der Markierung der Aktin-Immunsignale
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wurde die Oberflache eines Teils des GefdaRsystems berechnet. Mit Hilfe des Renin-Materials, konnte
die Menge der Renin bildenden Zellen sowie deren raumliche Lokalisation dargestellt werden. Die
Kapsel und Glomeruli konnten auf Grund der Eigenfluoreszenz der Praparate markiert werden. Die
Darstellung der Kapsel und Glomeruli hat exemplarischen Charakter, sie vermittelt lediglich

raumliche Lokalisation und anndherungsweise die GréRe der Strukturen.

Oberflachengenerierung
Die 3D-Modelle wurden mit Hilfe der Label-Dateien erstellt. Dabei wurde aus jedem Material eine
Oberflache berechnet. Aus den einzelnen Oberflaichen kann dann ein gemeinsames 3D-Modell

erstellt werden.

= SURFACE GEN: Berechnung der jeweiligen Oberflache.
=  SURFACE VIEW: Visualisieren der berechneten Oberflache.

Mit folgenden Werkzeugen kann das 3D-Modell unter PROPERTIES bearbeitet werden:

= SURFACE-EDITOR: Entfernung nicht bendtigter Ausschnitte.

= SIMPLIFIER: Reduktion der Polygonzahl um die Datenmenge zu reduzieren.

= PARAMETER-EDITOR: Bestimmung der Farbe fiir die jeweilige Oberflache.

= COMPUTE -> SMOOTH SURFACE: Glattung der ausgewahlten Oberflache.
Im Ergebnis konnen alle Oberflachen einzeln oder als Gesamtmodell betrachtet werden. Die
Oberflachen konnen rotiert und raumlich analysiert werden. Der Datensatz enthélt aulRerdem die
Schnittbilder, welche ebenfalls angezeigt werden konnen. Dariber hinaus konnen Strecken und

Winkel vermessen, sowie Oberflachen und Volumina des Modells berechnet werden.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Isolierung der Total-RNA

Die Isolierung der Total-RNA erfolgte mit TRIzol-Reagenz gemalR dem Herstellerprotokoll. Die
Methode basiert auf dem Guanidinium-Phenol-Chloroform-Protokoll von Chomczynski und Sacchi
(1987). Bei samtlichen Arbeitsschritten wurden Latexhandschuhe getragen und RNase-freie
Einmalartikel und Gerdte verwendet, um Verunreinigungen mit RNasen zu vermeiden. Die

verwendeten glasernen Hilfsmittel wurden bei 180°C sterilisiert. Samtliche Puffer und L&sungen
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wurden mit Diethylen-pyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser hergestellt. Wahrend aller im

Folgenden genannten Arbeitsschritte wurden mit Eis gekuhlt.
Protokoll zur RNA-Isolation mittels TRIzol-Reagenz:

= 1 ml TRIzol-Reagenz fiir %2 Mauseniere in Sarstet-Tubes auf Eis vorlegen.

=  Uberfiihren der Nieren aus dem fliissigen Stickstoff in das Rdhrchen und ca. 30s
homogenisieren.

=  Mix in 2 ml Eppendorf-Tubes umfillen und 5 min bei RT stehen lassen. Die Proteine
denaturieren in Phenol.

= 200 pl Chlorophorm zugeben und schitteln.

= 20 min bei 4°C bei 12000 rpm zentrifugieren. Das Homogenisat trennt sich in 3
Phasen.

* Ca. 500ul wissrigen Uberstand in 1,5 mi Eppendorf-Tube iberfiihren, ohne
Interphase (unten rote Phenolphase, dazwischen Interphase mit hydrophilen
Proteinen)

= Wassrige Phase 1:1 (500ul) mit Isopropanol mischen und kraftig schitteln.

= 10 min bei RT inkubieren zum Ausfallen der RNA.

* 10 min bei 4°C bei 12000 rpm zentrifugieren und den Uberstand verwerfen.

= Pelletin 1 ml 75% Ethanol aufnehmen.

* 5 min bei 4°C bei 7500 rpm zentrifugieren und den Uberstand verwerfen.

= Pellet 10 min bei RT trocknen und je nach GrofRRe in 50-300 pl RNAse-freiem Wasser
|6sen.

= Resuspendieren im Schiittler bei 65°C fiir max. 2 min.

= Lagerung bei -80°C.

Quantifiziert wurde die isolierte RNA mit Hilfe eines Photometers bei einer Wellenldnge von 260 nm
bis 280 nm. Aus dem Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm wurde die Qualitat
der isolierten RNA ermittelt. Fir die Versuche wurde RNA mit einem Quotienten zwischen 1,2 und 2

verwendet.
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2.2.4.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Mit Hilfe reverser Transkription (RT) kann die isolierte RNA in copy RNA (cDNA) Ubersetzt werden. In
dieser Form kann die urspriinglich auf der RNA vorhandene Information stabiler konserviert werden.
Als Primer wurden Oligo(dT)s-Ketten verwendet, um hauptsdachlich mRNA mit polyA-Schwanz zu

transkribieren. Die gewonnene cDNA wurde spater als Template fur die quantitative PCR verwendet.

10 pl Ansatz

1ug Gesamt RNA

1l Oligo(dt),5 Primer (0,5 pg/ul)
Add DEPEC-H,0

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

AnschlieBend wurde folgender Mix hinzugegeben:

Mix

1ug M-MLV Reverse Transkriptase (100 U)
aul dNTPs (2,5 mM)

4ul Puffer (5 x first strand buffer)

3l DEPC-H,0

Die cDNA-Synthese erfolgte iber 1 h bei 37°C. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz fiir 2 min auf
94°C erhitzt um die Inaktivierung des Enzyms zu erreichen. Fir die quantitative PCR wurde die

erhaltene cDNA mit 20 pl nukleasefreiem Wasser verdiinnt und bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Qunatitative Polymerasekettenreaktion (Real-time PCR)

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) mit dem Lightcycler 480 SYBR GREEN Master PCR

Kit von Roche an einem Roche Lightcycler 480 durchgefiihrt. Bei Durchflihrung einer quantitativen
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Polymerasekettenreaktion wird nach jedem PCR-Zyklus die DNA-Menge photometrisch ermittelt.
Dadurch lasst sich der exponentielle Verlauf der Reaktion in Echtzeit verfolgen. Die Messung der
DNA-Menge erfolgt indirekt Gber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green. SYBR Green
besitzt eine hohe Affinitdt gegenilber der kleinen Furche doppelstrangiger DNA auf. Dort gebunden
fluoresziert es 1000-fach starker als ungebundenes SYBR Green. Die Intensitdt der emittierten Signale

ist dabei proportional zur entstandenen DNA-Menge.

10 pl Reaktionsansatz

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

0,5 pl antisens Primer (10 pmol/pl)
3ul dd H,0

1ul cDNA

Amplifizierungsprotokoll

Zyklen Dauer Temperatur Phase

1 15 min 95°C Aktivierung
40 15s 95°C Denaturierung
40 20s 58°C Annealing

40 20s 72°C Elongation

Nach Beendigung des Amplifikationsprotokolls wurde das Schmelzverhalten der DNA analysiert.
Dabei wurde die DNA um 0,1°C/s von 60°C auf 95°C erhitzt. Uber die Zeit des Erhitzens wurde die
Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als Housekeeper wurde GADPH verwendet. Den Renin-mRNA-
Gehalt der Niere konnte durch die Gesamtausbeute an extrahierter RNA und durch den Renin-mRNA-

Level berechnet werden.
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3. Ergebnisse

Es wurden die Nieren von vier unterschiedlich behandelten Gruppen von jeweils vier adulten Wild-
Typ Mausen untersucht, wobei zwischen weiblichen und méannlichen Tieren unterschieden wurde.
Eine Vergleichsgruppe blieb unbehandelt. Die Nieren folgender Versuchsgruppen wurden

unterschieden:

Geschlecht Behandlung

Mannlich physiologische Erndhrung, 0,4 % NaCl (normal
Salt (NS))

Mannlich physiologische Erndahrung und Behandlung mit

dem selektiven COX-2-Blocker SC-236

Mannlich Erndhrung mit Niedrigsalzfutter, 0,02% NaCL und
Behandlung mit dem ACE-Hemmer Enalapril
(RAAS-Stimulaton)

Mannlich Erndhrung mit Niedrigsalzfutter und Behandlung
mit Enalapril und SC-236 (RAAS-Stimulation und
COX-2-Blockade)

Weiblich Ernahrung mit Niedrigsalzfutter und Behandlung
mit dem ACE-Hemmer Enalapril (RAAS-
Stimulation)

Weiblich Erndhrung mit Niedrigsalzfutter und Behandlung
mit Enalapril und SC-236 (RAAS-Stimulation und
COX-2-Blockade)

Anhand der folgenden Abbildungen soll die Verteilung der Renin bildenden Zellen innerhalb des
renalen arteriellen GefalBsystems der jeweils unterschiedlich behandelten Tiere gezeigt werden. Dies
erfolgt anhand von histologisch-mikroskopischen Aufnahmen und 3D-Rekonstruktionen, welche aus
histologischen Serienschnitten gewonnen und mit dem 3D-Rekonstrunktionsprogramm Amira
hergestellt wurden. AuBerdem wird die quantitative Reninexpression anhand der mRNA- und

Plasmareninkonzentration dargestellt.
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Die histologisch-mikroskopischen Abbildungen zeigen je eine Ubersichtsaufnahme und eine
Detailaufnahme, welche ein Glomerulus mit afferenter und efferenter Arteriole zeigt. Jede Aufnahme
zeigt die Expression des Glattmuskelaktin und Renin sowie ein lberlagertes Bild (Overlay). Die Renin-
und Aktinsignale wurden mittels Antikérperfarbung gegen Glattmuskelaktin und Renin erreicht. Die
Aufnahmen der beiden Kanale sind in schwarz-wei gehalten zur besseren Abgrenzbarkeit der
jeweiligen Signale. Die Detailaufnahmen lassen eine genauere Zuordnung der Reninexpression

innerhalb der afferenten und efferenten Arteriolen sowie im Bereich des Glomerulus zu.

Die 3D-Rekonstruktionen zeigen jeweils einen Teil eines arcuaten Seitenastes mit Aa. Interlobulares,
afferenten Arteriolen und exemplarischen efferenten Arteriolen. Dies ermoglicht eine genauere
rdumliche Lagebestimmung, der ebenfalls abgebildeten reninbildenden Zellen, innerhalb des
GefdlRsystems. Bei der Nierenkapsel wie auch den Glomeruli handelt es sich um eine schematische

Darstellungen.
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3.1. Reninexpressionsmuster der adulten Wildtyp-Maus

Kapsel

afferente Arteriole

A. interlobularis

e

J

arcuater Seitenast

efferente Arteriole —)?' 200 pm

Abbildung 3.1: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitdt von einem
Teilstiick eines arcuaten Seitenastes einer unbehandelten Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli und
Nierenkapsel (gelb). Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am GefaRpol.

Bei Abbildung 3.1 handelt es sich um die Rekonstruktion eines Gefdallbaums einer unbehandelten
Wildtyp-Maus bei normaler Salzzufuhr von 0,4 % NaCl. Die Rekonstruktion des GefdBbaums der
unbehandelten Wild-Typ-Maus erfolgte, um einen Referenzbaum zur vergleichenden Beurteilung der
Gefdllbdume von Mausen mit stimuliertem RAAS durch Niedrigsalzdiat und Verabreichung des ACE-
Hemmers Enalapril, sowie der mit dem selektiven Cyclooxygenase 2 (COX-2) Blocker SC-236
behandelten Tiere zu erhalten. Sie zeigt die physiologisch typische Anordnung der Gefdlle sowie

Quantitat und Lokalisation der Renin exprimierenden Zellen.

Im rekonstruierten GefaBbaum finden sich am Gefalpol aller Glomeruli Renin bildende Zellen (Abb.
3.1). Sie sind in den terminalen Segmenten der affarenten Arteriolen in unmittelbarer Nahe zum

glomeruldren GefaRpol lokalisiert (in juxtaglomerularer Position). Innerhalb des arcuaten Seitenastes,
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der interlobuldren Arterien, der efferenten Arteriolen sowie in den Urspriingen der afferenten

Arteriolen sind keinerlei Reninsignale erkennbar.

Die typische Reninverteilung wird nochmals beispielhaft vergréBert in Abbildung 3.2 veranschaulicht.

afferente Arteriole

\\ - P

e

efferente arteriole

74

Glomerulus ‘\\_// i

40 pm

Abbildung 3.2: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitdt von zwei
afferenten Arteriolen der unbehandelten Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli. Pfeil: Reninsignal im
Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am GefaRpol.

Die histologischen Ubersichtsaufnahmen (Abb. 3.3) zeigen Reninsignale im terminalen Bereich
afferenter Arteriolen sowie an den GefalRpolen der Glomeruli. Auf den histologischen 2D-Aufnahmen
ist nicht jedes Glomerulus mit einem Reninsignal vergesellschaftet. Ursachlich dafir ist, dass auf
einem einzelnen histologischen Schnitt die terminalen Enden der afferenten Arteriolen am GefaRpol
nicht immer getroffen werden. Sie liegen eine Ebene hoher oder tiefer und sind nur auf diesen
Folgeschnitten nachweisbar. Das Glomerulus nimmt mehr Platz im dreidimensionalen Raum ein und
ist somit auf mehr Schnitten als die Renin bildenden Zellen zu erkennen. Die arcuaten Seitenéste, die
interlobularen Arterien sowie die efferenten Arteriolen weisen ausnahmslos keine Reninsignale auf

(Abb. 3.3).

Die genaue Lage der Renin exprimierenden Zellen kann man anhand der histologischen

Detailaufnahme (Abb. 3.4) beobachten. Die Media der afferenten Arteriole wird von Muskelzellen,
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welche Glattmuskelaktin exprimieren, gebildet. Am GefaRpol werden die Glattmuskelzellen von
Reninzellen abgeldst. Sie sind ebenfalls in der Media der terminalen afferenten Arteriole lokalisiert.

Man kann sie anhand ihrer kubischen Form von den Glattmuskelzellen unterscheiden und sie

exprimieren neben Glattmuskelaktin eindeutig Renin (Abb. 3.4).
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Renin

Overlay

Abbildung 3.3: Immunfluoreszenzdoppelfiarbung von Paraffinschnitten einer unbehandelten Wildtyp-Maus.
Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin (kleiner Pfeil), die der Glattmuskelaktinzellen rot (groRer Pfeil)
dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem Vorliegen beider Proteine (Pfeilspitze).
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Overlay

Abbildung 3.4: Immunfluoreszenzdoppelfiarbung von Paraffinschnitten einer unbehandelten Wildtyp-Maus.
Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin, die der Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe Signale

resultieren aus der gleichzeitigen Expression beider Proteine. Pfeil: Reninsignal im Bereich des GefiBpols. G:
Glomerulus
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3.2. Reninexpressionsmuster der adulten Wild-Typ Maus unter Behand-

lung mit dem COX-2 Inhibitor SC-236

A. interlobularis
arcuater Seitenast

efferente Arteriole

200 pm

Abbildung 3.5: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitidt eines
Teilstiicks eines arcuaten Seitenastes einer mit SC-236 behandelten Wild-Typ-Maus mit Darstellung der
Glomeruli und Nierenkapsel. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am
Gefapol.

Abbildung 3.5 zeigt die Rekonstruktion eines Gefalbaums einer mit dem COX-2-Inhibitor SC-236

behandelten Wildtyp-Maus bei normaler Salzzufuhr von 0,4%.

Der GefaRbaum der mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.5) stellt sich in jeweiligem Kaliber
und Verzweigungen gleich dem der unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1) dar. Es finden sich im
Bereich eines jeden Glomerulus Reninsignale. Anhand der Detailaufnahme in Abb. 3.6 kann man die
Genaue Lage der Renin bildenden Zellen erkennen. Sie befinden sich innerhalb der terminalen
afferenten Arteriole in juxtaglomeruladrer Position. Der arcuate Seitenast, die interlobularen Arterien

sowie die efferenten Arteriolen weisen keine Reninsignale auf. Die Verteilung und Quantitat der
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Reninsignale der mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus entsprechen denen, der unbehandelten

Wildtyp-Maus.

afferente Arteriole

Glomerulus

Abbildung 3.6: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitit von
afferenten Arteriolen der mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli. Pfeil:
Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am Gefa3pol.

Bei Betrachtung der histologischen Ubersichtsaufnahme der mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus
(Abb. 3.7) zeigt sich ein mit dem unbehandelten Wildyp (Abb. 3.3) vergleichbares Bild. Es kommen
ein arcuater Seitenast sowie interlobuldre Arterien, afferente und efferente Arteriolen zur
Darstellung. Reninsignale sind lediglich in den terminalen afferenten Arteriolen am Gefal3pol einiger
Glomeruli zu erkennen. Dass nicht jedes Glomerulus mit einem Reninsignal vergesellschaftet ist, ist
wiederum der Schnittfiihrung geschuldet. Wie man anhand der 3D-Rekonstruktion erkennt (Abb.
3.5.), befinden sich in juxtaglomerularer Position eines jeden Glomerulus Renin exprimierende Zellen.
Diese sind jedoch auf den 2D-Aufnahmen nicht zu erkennen, da sie sich in einer Schicht tiber oder

unterhalb der dargestellten Ebene befinden.
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Die histologische Detailaufnahme (Abb. 3.8) zeigt die exakte Lage der Renin expremierenden Zellen.
Diese finden sich wie bei der unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.4) am terminalen Ende der
afferenten Arteriole in juxtaglomerularer Position. Anzahl, Form und Verteilung entsprechen der, des

unbehandelten Wildtyps.

Anhand der histologisch-mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3.7 und 3.8) sowie der 3D-Rekontruktion
(Abb. 3.5 und 3.6) lassen sich keine Unterschiede der Reninexpression der unbehandelten Wildtyp-
Maus (Abb. 3.1-3.4) und der Reninexpression der mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus

beobachten.
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Renin -

Overlay

Abbildung 3.7: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer mit SC-236 behandelten Wildtyp-
Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin (kleiner Pfeil), die der Glattmuskelaktinzellen rot (groRer
Pfeil) dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine (Pfeilspitze).

58



Ergebnisse

Overlay

Abbildung 3.8: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer mit SC-236 behandelten Wildtyp-
Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin, die der Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe
Signale resultieren aus dem gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine. Pfeil: Reninsignal im Bereich des
GefaBpols. G: Glomerulus.

59



Ergebnisse

3.3. Reninexpressionsmuster der aduten Wildtyp-Maus nach Stimulation

des RAAS mittels Niedrigsalzdiiat und Gabe von Enalapril

Bei den Untersuchungen unter Stimulation des RAAS mittels Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe
zeigten sich Unterschiede zwischen weiblichen und mannlichen Tieren. Daher wurde zwischen
mannlichen und weiblichen Tieren unterschieden. Die weiblichen Tiere schienen eine deutlich

starkere Rekrutierung Renin bildender Zellen aufzuweisen als ihre mannlichen Artgenossen.

3.3.1. Reninexpressionsmuster der weiblichen adulten Wildtyp-Maus nach Stimulation

des RAAS mittels Niedrigsalzdiit und Gabe von Enalapril

Glomerulus —— " ¥} ‘s (& ) - afferente Arteriole

A. interlobularis

¢
V. ) ’ /
A‘\ o B —
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efferente Arteriole i 200 pm

N )
R

arcuater Seitenast

Abbildung 3.9: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit eines
Teilstiicks eines arcuaten Seitenastes einer unter Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe stehenden weiblichen
Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli und Nierenkapsel. Pfeilspitze: Reninsignal innerhalb einer
afferenten Arteriole. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am Gefa3pol.
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Abbildung 3.9 zeigt eine 3D-Rekonstruktion eines GefaRbaums einer unter Niedrigsalzdidt stehenden

und mit Enalapril behandelten weiblichen, adulten Wildtyp-Maus.

Betrachtet man die terminalen Enden der Arteriolen und den GefaRpol der Glomeruli zeigt sich eine
deutliche Zunahme Renin exprimierender Zellen (Pfeil). Es imponiert eine retrograde Rekrutierung
sowie eine Mehrschichtigkeit der Renin exprimierenden Zellen in juxtaglomeruldrer Position. Des
Weiteren ist eine Rekrutierung Renin bildender Zellen entlang des kompletten Verlaufs der
afferenten Arteriolen zu erkennen (Pfeilspitze). Innerhalb des arcuaten Seitenastes, der

interlobularen Arterien sowie der efferenten Arteriolen sind keine Reninsignale auszumachen.

Der GefaRbaum der Abbildung 3.9 stellt sich in jeweiligem Kaliber und Verzweigungen gleich dem der
unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1) dar. Es findet sich im Vergleich zu der unbehandelten
Wildtyp-Maus eine vermehrte Rekrutierung Renin exprimierender Zellen. Auffillig ist deren

Vorliegen im kompletten Verlauf der afferenten Arteriolen (Pfeilspitze Abb.3.10) sowie deren

Mehrschichtigkeit, Clusterbildung, an den GefalRpolen (Pfeil Abb. 3.10).

Glomerulus

afferente Arteriole

Abbildung 3.10: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitat von
afferenten Arteriolen einer unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus mit
Darstellung der Glomeruli. Pfeilspitze: Reninsignal entlang einer afferenter Arteriole. Pfeil: Reninsignal im
Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am GefaRBpol mit Clusterbildung.
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Schon in der histologische Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.11) erkennt man eine vermehrte
Reninexpression und die Renin bildenden Zellen nehmen eine gréRere Strecke entlang der afferenten
Arteriolen ein. Innerhalb des arcuaten Seitenastes, der interlobuaren Arterien und der efferenten
Arteriolen sind keine Reninsignale zu erkennen. Die genaue Lage der Renin exprimierenden Zellen
zeigt die histologische Detailaufnahme (Abb. 3.12). Es finden sich Reninsignale im kompletten Verlauf
der afferenten Arteriole. Besonders in absoluter Ndhe zum GefaRpol kann man eine retrograde
Rekrutierung sowie Mehrschichtigkeit (Cluster: CLS: Hypertrophie am juxtaglomerularen Apparat)
der Renin exprimierenden Zellen erkennen. Es lassen sich somit zwei Formen der Rekrutierung Renin
bildender Zellen beobachten. Zum Einen entlang des Verlaufs der afferenten Arteriole, zum Anderen

als Hypertrophie am juxtaglomeruldren Apparat (CLS).

In Zusammenschau der histologisch-mikroskopischen Aufnahmen (Abb. 3.11 und 3.12) und der 3D-
Rekonstruktion (Abb. 3.9 und 3.10) kann eine vermehrte Rekrutierung Renin exprimierdender Zellen

im Vergleich mit der unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1-3.4) beobachtet werden.
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Renin

Overlay

Abbildung 3.11: Immunfluoreszenzdoppelfidrbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdiat und
Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin (Pfeilspitze),
die der Glattmuskelaktinzellen rot (Pfeil) dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem gleichzeitigen
Vorliegen beider Proteine.
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Overlay

Abbildung 3.12: Immunfluoreszenzdoppelfiarbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdidt und
Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin, die der
Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem gleichzeitigen Vorliegen beider
Proteine. Pfeil: Reninsignale entlang der afferenten Arteriole. CLS: Cluster am juxtaglomeruldren Apparat
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3.13: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Level des Wildtyps und der unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe
stehenden weiblichen Wildtyp-Maus; Normierung des Wildtyp-Werts auf eins.

Die erfassten mRNA-Level erlauben eine quanitative Aussage lber die Reninexpression. Die in Abb.
3.13 gezeigten Werte stellen das x-fache des Wildtyps dar. Fir die weibliche Wildtyp-Maus wurde
der Wert 1 definiert. Die Reninexpression in der Niere der adulten mit Niedrigsalzdiat und Enalapril
behandelten weiblichen Widtyp-Maus ist im Vergleich zu einer unbehandelten Maus um das 10 fache

erhoht.
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3.14: Graphische Gegeniiberstellung der Plasmareninkonzentrationen des Wildtyps und der unter Niedrigsalzdiat und
Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus.

Die erfassten Plasmareninkonzentrationen erlauben eine quanitative Aussage Uber die
Reninausschittung. Die Plasmareninkonzentration der adulten mit Niedrigsalzdiat und Enalapril
behandelten weiblichen Widtyp-Maus ist im Vergleich zu der weiblichen Wildtyp-Maus um das 17

fache erhoht.
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3.3.2. Reninexpressionsmuster der midnnlichen adulten Wildtyp Maus nach Stimulation

des RAAS durch Niedrigsalzdiiat und Gabe von Enalapril

afferente Arteriole

A. interlobularis Glomerulus

arcuater Seitenast

efferente Arteriole

—  200um

Abbildung 3.15: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitat eines
Teilstlicks eines arcuaten Seitenastes einer unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden mannlichen
Wild-Typ-Maus mit Darstellung der Glomeruli und Nierenkapsel. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer
afferenten Arteriole unmittelbar am Gefa3pol.

Abbildung 3.15 zeigt eine 3D-Rekonstruktion eines GefaRbaums einer unter Niedrigsalzdiat
stehenden und mit Enalapril behandelten mannlichen Wildtyp-Maus. Der GefalRbaum stellt sich in

jeweiligem Kaliber und Verzweigungen gleich dem der unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1) dar.
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Die Verteilung der Reninsignale lasst eine vermehrte Expression im Bereich der Glomeruli in
juxtaglomerularer Position erkennen. Vereinzelt lassen sich Reninsignale innerhalb der afferenten
Arteriolen im Sinne einer retrograden Rekrutierung erkennen. Diese treten im Vergleich mit der
unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb.3.1) vermehrt auf. Im Vergleich mit der weiblichen unter
Niedrigsalzdiat und Enalprilgabe stehenden Wildtyp-Maus (Abb. 3.9) lasst sich eine deutliche
geringere retrograde Rekrutierung erkennen. Innerhalb des arcuaten Seitenastes, der interlobularen
Arterien sowie der efferenten Arteriolen sind keine Reninsignale auszumachen. Auch in der
Ubersichtsaufnahme Abb. 3.16, kann man die vermehrte Rekrutierung in juxtaglomerulirer Position
gut erkennen und es lasst sich eine Mehrschichtigkeit der Renin bildenden Zellen feststellen. Es ldsst
sich somit eine geringradige retrograde Rekrutierung Renin bildender Zellen entlang der afferneten

Arteriolen sowie eine schwach ausgebildete Clusterbildung in juxtaglomerularer Position feststellen.

afferente Arteriole

Glomerulus

\ 40 pym

Abbildung 3.16: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitat von
afferenten Arteriolen einer unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden mannlichen Wildtyp-Maus
mit Darstellung der Glomeruli. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am
GefaBpol.
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Overlay

Abbildung 3.17: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdiat stehenden
und mit Enalapril behandelten mannnlichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin

(Pfeil), die der Glattmuskelaktinzellen rot (dicker Pfeil) dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem
gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine.
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Overlay

Abbildung 3.18: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdiat stehenden
und mit Enalapril behandelten mannlichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist griin, die
der Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem gleichzeitigen Vorliegen beider
Proteine. Pfeil: Reninsignale entlang der afferenten Arteriole. CLS: Cluster am juxtaglomeruldaren Apparat
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Anhand der histologischen Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.17) kann mann eine maRiggradige vermehrte
Rekrutierung erahnen. In der histologischen Detailaufnahme zeigt sich die retrograde Rekrutierung
entlang der afferenten Arteriole und in juxtaglomerularer Position (3.18). Dies steht mit den 3-D-
Rekonstruktionen in Einklang. In Zusammenschau zeigt sich eine im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb.
3.1-3.4) vermehrte rekrutierung Renin bildender Zellen im Verlauf der afferenten Arteriole und in
juxtaglomerularer Position (CSL). Die Rekrutierung ist jedoch nicht so ausgeprdgt wie bei den

entsprechend vorbehandelten weiblichen Tieren.

o *%k%k

Renin/flGAPDH mRNA
(x-fach wt)

wt wt + LSE

3.179: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Level des Wildtyps und der unter Niedrigsalzdiat und
Enalaprilgabe stehenden mannlichen Wildtyp-Maus; Normierung des Wildtyp-Werts auf eins.

Die erfassten mRNA-Level erlauben eine quanitative Aussage Uber die Reninexpression. Die in Abb.
3.19 gezeigten Werte stellen das x-fache des Wildtyps dar. Fir die mannliche Wildtyp-Maus wurde
der Wert 1 definiert. Die Reninexpression in der Niere der adulten mit Niedrigsalzdidat und Enalapril

behandelten mannlichen Widtyp-Maus ist im Vergleich mit der Wildtyp-Maus um das 5 fache erhéht.
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3.20: Graphische Gegeniiberstellung der Plasmareninkonzentrationen des Wildtyps und der unter Niedrigsalzdidt und
Enalaprilgabe stehenden mannlichen Wildtyp-Maus.

Die erfassten Plasmareninkonzentrationen erlauben eine quanitative Aussage Uber die
Reninausschittung. Die Plasmareninkonzentration der adulten mit Niedrigsalzdidat und Enalapril
behandelten mannlichen Widtyp-Maus ist im Vergleich mit der unbehandelten Wildtyp-Maus um
den Faktor 8 erhoht.
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3.4. Reninexpressionsmuster der aduten Wildtyp-Maus unter

Niedrigsalzdiit, Enalapril- und SC-236 Gabe

Es wurde wie unter 3.3., zwischen mannlichen und weiblichen Tieren unterschieden, da die
weiblichen Tiere eine starkere Rekrutierung Renin bildender Zellen aufzuweisen schienen als ihre

mannlichen Artgenossen.

3.4.1. Reninexpressionsmuster der weiblichen adulten Wildtyp- Maus unter Niedrig-

salzdiat, Enalapril- und SC-236 Gabe

afferente Arteriole

\
\
]

Glomerulus

A. interlobularis
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efferente Arteriole

200 um

Abbildung 3.21: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitat eines
Teilstiicks eines arcuaten Seitenastes einer unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit Enalapril und SC-236
behandelten weiblichen Wild-Typ-Maus mit Darstellung der Glomeruli und Nierenkapsel. Pfeilspitze:
Reninsignal entlang einer afferenten Arteriole. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten Arteriole
unmittelbar am GefdaBpol mit Clusterbildung.
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Bei Abbildung 3.21 handelt es sich um die 3D-Rekonstruktion des GefdRbaums einer weiblichen,
adulten Wildtyp-Maus deren RAAS mittels Niedrigsalzdiat und Enalapril stimuliert wurde und welche

dariiber hinaus mit dem dem selektiven COX-2 Inhibitor SC-236 behandelt wurde.

Es zeigt sich eine deutliche Zunahme Renin exprimierender Zellen innerhalb der terminalen
Arteriolen an den GefaBpolen der Glomeruli (Pfeil Abb. 3.21) sowie eine retrograde Rekrutierung
Renin bildender Zellen im gesamten Verlauf der afferenten Arteriolen (Pfeilspitze Abb. 3.21). In
juxtaglomerularer Position erscheinen die Renin exprimierenden Zellen mehrschichtig vorzuliegen
(Pfeil Abb. 3.21). In der vergréRerten Aufnahme (Abb. 3.22) ist diese Verteilung nochmals im Detail

zu beobachten.

Die 3D-Rekonstruktion der unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit Enalapril und SC-236
behandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.21) zeigt somit eine im Vergleich zur unbehandelten Wildtyp-
Maus vermehrte Rekrutierung Renin bildender Zellen (Abb. 3.1). Die Reninverteilung gleicht der der
unter Niedrigsalzdiat stehenden und mit Enalapril behandelten weiblichen Wildtyp-Maus (Abb. 3.9),
zu der keine Unterschiede feststellbar sind. Das Kaliber und die Aufzweigungen des GefaBbaums

zeigen keine Unterschiede zur unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.22: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitat von
afferenten Arteriolen einer unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit Enalapril und SC-236 behandelten
weiblichen Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli. Pfeilspitze: Reninsignal entlang einer afferenter
Arteriole. Pfeil: Reninsignal in juxtaglomerularer Position mit Clusterbildung.
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Bei der Betrachtung der histologischen Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.23) fallen die Reninsignale am
Gefalipol als verbreitert und entlang der afferenten Arteriole vermehrt auf. Innerhalb des arcuaten
Seitenastes, der interlobaren Arterien und der efferenten Arteriolen sind keine Reninsignale zu
erkennen. Genauer lasst sich die Verteilung der Renin exprimierenden Zellen in der Detailaufnahme
beobachten (Abb. 3.24). Es fallt eine retrograde Rekrutierung Renin bildender Zellen auf. Sie finden
sich mit Unterbrechungen im gesamten Verlauf der afferenten Arteriole (Pfeil Abb. 3.24). In
juxtagomerularer Position erscheint eine vermehrte Rekrutierung und Mehrschichtigkeit der Renin
bildenden Zellen (Abb. 3.24). Es lassen sich somit zwei Formen der Rekrutierung Renin bildender
Zellen beobachten. Zum einen entlang des Verlaufs der afferenten Arteriole, zum anderen als

Hypertrophie am juxtaglomeruldren Apparat (CLS).

Vergleicht man die histologisch-mikroskopischen Aufnahmen und die 3D-Rekonstruktion mit denen
der unbehandelten Wildp-Maus (Abb. 3.1-3.4) fillt eine vermehrte Rekrutierung der Renin
exprimierenden Zellen auf. Es zeigt sich eine mit der unter Niedrisalzdidt stehenden und mit Enalapril
behandelten wewiblichen Wildtyp-Maus (Abb. 3.9-3.12) (ibereinstimmende Verteilung der Renin

bildenden Zellen.
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Overlay

Abbildung 3.23: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdiat stehenden
und mit Enalapril und SC-236 behandelten weiblichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist
griin (Pfeilspitze), die der Glattmuskelaktinzellen rot (Pfeil) dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem
gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine.
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Overlay

Abbildung 3.24: Immunfluoreszenzdoppelfirbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdidt stehenden
und mit Enalapril und SC-236 behandelten weiblichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist
griin, die der Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem gleichzeitigen
Vorliegen beider Proteine. Pfeil: Reninsignale entlang der afferenten Arteriole. CLS: Cluster am
juxtaglomeruldren Apparat
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3.25: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Level des weiblichen Wildtyps der unter Niedrigsalzdiat und
Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus und der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
weiblichen Wildtyp-Maus; Normierung des Wildtyp-Werts auf eins.

Abb. 3.25. zeigt die Renin-mRNA-Level des W.ildtyps, der mit Niedrigsalzdidt und Enalapril
behandelten Wildtyp-Maus sowie der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus. Es handelt sich jeweils um weibliche Tiere. Der Renin-mRNA-Level der mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten Wildtyp-Maus ist um das 10 fache hoher als der der
Wildtyp-Maus. Der Renin-mRNA-Level der Niedrigsalzdiat, Enalpril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus ist um das 8 fache im Vergleich mit der Wildtyp-Maus erhéht. Im Vergleich mit der

unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden Wildyp-Maus ist er um ein Flinftel verringert.
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3.26: Graphische Gegeniiberstellung der Plasmareninkonzentration des weiblichen Wildtyps der unter Niedrigsalzdiat
und Enalaprilgabe stehenden weiblichen Wildtyp-Maus und der unter Niedrigsalzdidt, Enalapril- und SC-236-Gabe
stehenden weiblichen Wildtyp-Maus.

Abb. 3.26. zeigt die Plasmareninkonzentrationen des Wildtyps, der mit Niedrigsalzdiat und Enalapril
behandelten Wildtyp-Maus sowie der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus. Es handelt sich jeweils um weibliche Tiere. Der Renin-mRNA-Level der mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten Wildtyp-Maus ist um das 17 fache hdéher als der der
Wildtyp-Maus. Die Plasmareninkonzentrationen der Niedrigsalzdiat, Enalpril- und SC-236-Gabe
stehenden Wildtyp-Maus ist um das 16 fache im Vergleich mit der Wildtyp-Maus erhoéht. Im
Vergleich mit der unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden Wildyp-Maus lasst sich kein

signifikanter Unterschied feststellen.
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3.4.2. Reninexpressionsmuster der minnlichen adulten Wildtyp Maus unter Niedrig-

salzdiat, Enalapril- und SC-236 Gabe

A. interlobularis

arcuater Seitenast

200 ym

efferente Arteriole

Abbildung 3.27: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunreaktivitit eines
Teilstlicks eines arcuaten Seitenastes einer unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit Enalapril und SC-236
behandelten mannlichen WildTyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli und Nierenkapsel. Pfeil: Reninsignal
im Bereich einer afferenten Arteriole unmittelbar am Gefa3pol.

Abb. 3.27 zeigt eine 3 D-Rekonstruktion eines GefaBbaums einer unter Niedrigsalzdiat stehenden und
mit Enalapril und SC-236 behandelten mannlichen Wildtyp-Maus. Der GefaRbaum stellt sich im
jeweiligen Kaliber und Verzweigungen gleich dem der unbehandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.1) dar.
Bei der Betrachtung der Reninsignale lasst sich eine vermehrte Expression im Bereich der Glomeruli
in juxtaglomeruldarer Position erkennen. Im Verlauf der afferenten Arteriolen sind wenige
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Reninsignale im Sinne einer retrograden Rekrutierung zu erkennen. Im Vergleich mit der Wildtyp-
Maus (Abb. 3.1) finden sich vermehrt Reninsignale im Bereich der Glomeruli sowie eine leichte
retrograde Rekrutierung. Im Vergleich mit der weiblichen unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit
Enalapril und SC-236 behandelten Wildtyp-Maus (Abb. 3.21) kann man eine deutlich geringere
retrograde Rekrutierung Renin bildender Zellen beobachten. Innerhalb des arcuaten Seitenastes, der
interlobularen Arterien sowie der efferenten Arteriolen sind keine Reninsignale zu erkennen. In der
Ubersichtsaufnahme Abb. 3.28 kann man die im Vergleich mit der Wildtyp-Maus vermehrte
Rekrutierung in juxtaglomeruldrer Position erkennen und eine Mehr schichtigkeit der Reninbildenden
Zellen scheint vorzuliegen. Es lasst sich somit eine geringgradige retrograde Rekrutierung Renin
bildender Zellen entlang der afferenten Arteriolen sowie eine schwach ausgebildete Clusterbildung in

juxtaglomerularer Position feststellen.

afferente Arteriole

Glomerulus

40 pm

Abbildung 3.28: 3D-Rekonstruktion der Renin- (griin) und Glattmuskelaktin- (rot) Immunoreaktivitat von
afferenten Arteriolen einer unter Niedrigsalzdidt stehenden und mit Enalapril und SC-236 behandelten
mannlichen Wildtyp-Maus mit Darstellung der Glomeruli. Pfeil: Reninsignal im Bereich einer afferenten
Arteriole unmittelbar am GefaRpol.
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Overlay

Abbildung 3.29: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdidt stehenden
und mit Enalapril und SC-236 behandelten méannlichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der Reninzellen ist
griin (Pfeil), die der Glattmuskelaktinzellen rot (dicker Pfeil) dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem
gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine.
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Overlay

Abbildung 3.3018: Immunfluoreszenzdoppelfirbung von Paraffinschnitten einer unter Niedrigsalzdiat
stehenden und mit Enalapril und SC-236 behandelten mannlichen Wildtyp-Maus. Die Immunreaktion der
Reninzellen ist griin, die der Glattmuskelaktinzellen rot dargestellt. Gelbe Signale resultieren aus dem
gleichzeitigen Vorliegen beider Proteine. Pfeil: Reninsignale entlang der afferenten Arteriole. CLS: Cluster am
juxtaglomeruldren Apparat
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Die histologische Ubersichtsaufnahme (Abb.3.29) ldsst eine moderate vermehrte Rekrutierung
vermuten. Diese wird in der Detailaufnahme (Abb. 3.30) bestatigt, welche eine vermehrte
Rekrutierung Renin bildender Zellen in juxtaglomeruldarer Position (CLS) und im Verlauf der

afferenten Arteriole zeigt (Pfeil).
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3.31: Graphische Gegeniiberstellung der Renin-mRNA-Level des mannlichen Wildtyps der unter Niedrigsalzdiat und
Enalaprilgabe stehenden mannlichen Wildtyp-Maus und der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
mannlichen Wildtyp-Maus; Normierung des Wildtyp-Werts auf eins.

Abb. 3.31. zeigt die Renin-mRNA-Level des W.ildtyps, der mit Niedrigsalzdidgt und Enalapril
behandelten Wildtyp-Maus sowie der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus. Es handelt sich jeweils um mannliche Tiere. Der Renin-mRNA-Level der mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten Wildtyp-Maus ist um das 5 fache hoher als der der
Wildtyp-Maus. Der Renin-mRNA-Level der Niedrigsalzdiat, Enalpril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus ist um das 3,5 fache im Vergleich zu der Wildtyp-Maus erhéht. Im Vergleich zu der

unter Niedrigsalzdiat und Enalaprilgabe stehenden Wildyp-Maus ist er um den Faktor 1,4 verringert.
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3.32: Graphische Gegeniiberstellung der Plasmareninkonzentration des mannlichen Wildtyps der unter Niedrigsalzdiat
und Enalaprilgabe stehenden maénnlichen Wildtyp-Maus und der unter Niedrigsalzdidt, Enalapril- und SC-236-Gabe
stehenden mannlichen Wildtyp-Maus.

Abb. 3.32. zeigt die Plasmareninkonzentrationen des Wildtyps, der mit Niedrigsalzdiat und Enalapril
behandelten Wildtyp-Maus sowie der unter Niedrigsalzdiat, Enalapril- und SC-236-Gabe stehenden
Wildtyp-Maus. Es handelt sich jeweils um mannliche Tiere. Der Renin-mRNA-Level der mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten Wildtyp-Maus ist um das 8 fache hoher als der der
Wildtyp-Maus. Die Plasmareninkonzentrationen der Niedrigsalzdiat, Enalpril- und SC-236-Gabe
stehenden Wildtyp-Maus ist um das 5 fache im Vergleich zu der Wildtyp-Maus erhdht. Im Vergleich
zu der unter Niedrigsalzdidt und Enalaprilgabe stehenden Wildyp-Maus ist die Plasma-

reninkonzentration um ein Flinftel verringert.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss eines Cox-Inhibitors auf unterschiedlich behandelte
Wildtyp-Mause untersucht. Folgende Gruppen wurden unterschieden: unbehandelte Wildtyp-
Mause, Wildtyp-Mause die mit dem selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitor SC-236 behandelt wurden
und Wildtyp-Mause mit durch Enalapril und Niedrigsalzdiat stimuliertem RAAS mit und ohne Gabe

von SC-236. Zudem wurden geschlechtsspezifische Unterschiede beriicksichtigt.

Mittelpunkt dieser Arbeit ist die Frage, welche Faktoren Einfluss auf die Rekrutierung Renin bildender
Zellen, bei stimuliertem RAAS, nehmen. Als wesentlichen Faktor fir die Rekrutierung entlang der
afferenten Arteriole wurde, in einer vorausgegangenen Studie, bereits Stickstoffmonoxid (NO) aus-
gemacht (Neubauer et al., 2013). Fir die Rekrutierung in juxtaglomerularer Position (Clusterbildung)
koénnten die COX-2 abhangigen Prostaglandine eine wesentliche Rolle spielen. In diese Richtung weist
eine Untersuchung, an Ratten, welche die COX-2 Expression innerhalb der Macula densa, unter
verschiedenen Bedingungen, gemessen hat. Es konnte bei Tieren deren RAAS mittels Niedrigsalzdiat
und einem ACE-Hemmer stimuliert wurde, eine Erhéhung der COX-2 Expression festgestellt werden
(Castrop et al., 2003). Des Weiteren wurden Untersuchungen der Renin-mRNA- und Plasmarenin-
konzentrationen durchgefiihrt. Wahrend manche Studien eine Stimulation unter COX-2 Hemmung
verneinen, kommen andere zu dem Ergebnis, dass die Hemmung der COX-2 zu verminderten basalen
Renin-mRNA- und Plasmareninkonzentrationen fiihrt, die Stimulierbarkeit jedoch eingeschrankt
erhalten bleibt (Cheng et al., 2001; Yang et al., 2000; Kim et al., 2007; Matzdorf et al., 2007). Es bleibt

somit weiter Forschungsbedarf.

Innerhalb dieser Arbeit werden verschieden vorbehandelte Tiere untersucht (s.0.). Um eine
Rekrutierung Renin bildender Zellen zu erreichen, wurde das RAAS mittels Enalapril und Niedrig-
salzdiat stimuliert. Zudem wurde die Hélfte der unstimulierten sowie stimulierten Tiere, gleichzeitig
mit dem COX-2 Inhibitor SC-236 behandelt, um mogliche Verdnderungen innerhalb der Rekrutierung
Renin bildender Zellen durch, Hemmung der COX-2, ausmachen zu kdnnen. Ferner wurde bei den
stimulierten Tieren zwischen mannlichen und weiblichen Tieren unterschieden, da diese Unter-
schiede bezlglich der Rekrutierung Renin bildender Zellen aufwiesen. Abgesehen von der gezielten
Behandlung wurden die Tiere unter gleichen Bedingungen gehalten um &uRere Einflussfaktoren
auszuschliefen. Des Weiteren wurden gleich alte Tiere verwendet um alters-physiologische Faktoren
auszuschlieffen. Die Untersuchung des Reninsystems der verschiedenen Tiere erfolgte mittels

Quantifizierung der Renin-mRNA, der Plasmareninkonzentration sowie durch die Auswertung der
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histologischen Aufnahmen und der 3D-Rekonstruktionen. Innerhalb der histologischen Aufnahmen
und der 3D-Rekonstruktionen wurden die Renin bildenden Zelle gesondert dargestellt, was Aussagen

bezliglich der Quantitat und Lokalisation der Reninzellen ermdglicht.

4.1 Analyse der 3D-Rekonstruktionen und der histologischen Aufnahmen in
Zusammenschau mit den Ergebnissen der Renin-mRNA- und

Plasmareninkonzentrationen

4.1.1 Die adulte Wildtyp-Maus mit und ohne Behandlung mit dem selektiven
Cyclooxygenase-2-Inhibitor SC-236

Anhand der 3D-Rekonstruktion sowie der mikroskopischen Aufnahmen der unbehandelten Wildtyp-
Maus kann die physiologische Reninverteilung einer gesunden adulten Wildtyp-Maus beobachtet
werden (Abb.3.1-3.4). Wahrend die Gefdlwand der afferenten Arteriole von Glattmuskelzellen
gebildet wird, gehen diese am terminalen Ende der afferenten Arteriole in Renin bildende Zellen
Uber. Die Renin bildenden Zellen haben eine kubische Form und bilden die Media der GefaBwand.
Die Anordnung innerhalb der GefdBwand ist stets einreihig und das Vorliegen Renin bildender Zellen
endet am Ubergang in das Kapillarkndul des Glomerulus. Der arcuate Seitenast, die interlobularen
Arterien, die efferenten Arteriolen sowie die Urspriinge der afferenten Arteriolen sind frei von Renin
bildenden Zellen. Die Renin bildenden Zellen finden sich somit ausschlieBlich in juxtaglomerularer
Position. Das beschriebene Verteilungsmuster wurde bereits mittels Elektronenmikroskopie,
Immunhistochemie und Hybridisierungstechniken nachgewiesen und war Bestandteil mehrerer

Studien (Hackenthal et al., 1990; Barajas, 1979; Taugner et al., 1984; Sauter et al., 2008).

In dieser Arbeit wurden keine Unterschiede der Reninexpression unstimulierter Tiere gefunden. Die
Hemmung der COX-2 durch den selektiven COX-2 Inhibitor SC-236 hat sich nicht in einer Anderung
der Reninexpression niedergeschlagen (Abb. 3.5-3.8). Es wurde nicht zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren unterschieden, da keine geschlechtsspeziefischen Unterschiede auftraten. SC-236
(4-[5-(4-chloro-phenyl)-3-(trifluoromethyl)-1-pyrazol-1-]benzenesulfonamide), ist ein hochpotenter
und hoch selektiver Blocker der COX-2. SC-236 ist nur flir Forschungszwecke zugelassen. Die COX-2
katalysiert die Konversion der Arachidons&dure zum Prostaglandin H, (Needleman et al., 1986). Dieses

wird weiter zu PGE, und PGIl, umgewandelt. PGE, und PGIl, aktivieren den EP,-, EP, — und den IP-
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Rezeptor, was zu einem Anstieg der cAMP-Konzentration und Reninsekretion in juxtaglomeruldren
Zellen fihrt (Friis et al., 2005; Green et al., 2011). Eine ausgedehnte Steigerung der Reninfreisetzung
geht wiederum mit der retrograden Rekrutierung Renin bildender Zellen einher (Wagner and Kurtz,
1999). Es wéare demnach, durch Hemmung der COX-2, mit einer verminderten Anzahl Renin
bildender Zellen zu rechnen. Die Untersuchungen der Reninverteilung stellten sich wie folgt dar. Die
Renin bildenden Zellen finden sich sowohl in der 3D-Rekonstruktion wie auf den histologischen
Schnitten ausschlieBlich in juxtaglomeruldrer Position. Anhand der histologischen Schnitte erkennt
man das einreihige Vorliegen der Renin bildenden Zellen. Der GefdalRbaum stellt sich in jeweiligem
Kaliber und Verzweigungen gleich dem der unbehandelten Wildtyp-Maus dar. Anhand der
histologisch-mikroskopischen Aufnahmen sowie der 3D-Rekonstruktion lassen sich keine
Unterschiede der Reninexpression der unbehandelten Wildtyp-Maus und der Reninexpression der
mit SC-236 behandelten Wildtyp-Maus ausmachen (Abb.3.1-3.4 und Abb. 3.5-3.8). Es konnte somit
gezeigt werden, dass die Hemmung der COX-2 zu keiner Verdnderung der Lokalisation der Renin
bildenden Zellen fihrt. Insbesondere wurde keine Abnahme in juxtaglomeruldrer Position
festgestellt. Die Moglichkeit, dass die Inhibierung der Cyclooyxgenase-2 zu einer verminderten
Exkretion von Renin fiihrt, ohne sich auf die Rekrutierung Renin bildender Zellen auszuwirken, kann
anhand der 3D-Rekonstruktion und der histologischen Aufnahmen nicht ausgeschlossen werden. Die
Arbeitsgruppe von Hécherl, 2007, hat die Auswirkung der Blockade der COX-2 an Wildtyp-Ratten
untersucht. Die Tiere wurden mit dem selektiven COX-2-Inhibitor SC-58136 behandelt. Die
Plasmareninaktivitdt sowie die Renin-mRNA-Level sanken nach 3 Tagen und erreichten nach 5 Tagen
ein konstantes Level, das sich um 60% unter dem unbehandelter Tiere befand (Matzdorf et al., 2007).
Es handelt sich jedoch um Untersuchungen an Ratten, welche nicht eins zu eins auf Mause
Ubertragen werden konnen. Eine Untersuchung der COX-2-Expression an unbehandelten Mausen
weist Unterschiede im Vergleich zu Ratten auf. Es konnte bei Mausen keine signifikante mRNA
Menge mittels Western Blot und in situ Hybridisierung festgestellt werden. Im RNase Protection
Assay wurden mRNA Mengen festgestellt, die lediglich 5% der von Ratten entsprachen. Es wurden
ungefihr 10° Gentranskripte auf Grund des RNase Protection Assays im Cortex einer Maus kalkuliert.
Es kdmen demnach 10 Transkripte auf eine Macula densa, was keine relevante COX-2-
Proteinsynthese erwarten lasst, was auch das Ergebnis des durchgefiihrten Western Blots erklaren
wirde (Wagner et al., 2003). Des Weiteren wurde in einer Studie an Mausen, die mit dem selektiven
COX-2-Inhibitor NS-398 behandelt wurden, keine Veranderungen der Plasmareninaktivitat (5.1 +/-
1.3 ng Ang I/ml per h) unter physiologischer Kochsalzzufuhr festgestellt (Harding et al., 2000). Neuere
Studien an Mausen kommen hingegen zu Ergebnissen, die vereinbar mit denen der Arbeitsgruppe

um Hocherl sind. So konnte Kim et al.,2007, an COX-2 Knockout Mausen zeigen, dass diese unter
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physiologischer Kochsalzzufuhr und unabhdngig vom genetischen Hintergrund um ca. 26%
verminderte Plasmareninkonzentrationen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen hatten. Es besteht die
Moglichkeit, dass die beschriebenen Veranderungen unter Mitwirken der COX-1 zustande kamen.
Die selektiven COX-2-Inhibitoren kénnten moglicherweise eine Restwirkung auf die COX-1 gehabt
haben. Ein Mitwirken der COX-1 erscheint jedoch unwarscheinlich betrachtet man die Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Harris, 2002. Diese fiihrte unter anderem Untersuchungen an COX-1 Knockout
Mausen durch. Der Vergleich der basalen Plasmareninaktivitdt von COX-1 Knockout Mausen und
Wildtyp-Mausen ergab keinen signifikanten Unterschied, was Interferenzen durch die COX-1
unwahrscheinlich macht (Cheng et al., 2002). Zudem wurde die Reninsekretion auf zelluldrer Ebene
untersucht. Friis et al., 2005, flihrten Untersuchungen an isolierten juxtaglomeruldren Zellen durch.
Sie konnten zeigen, dass die Gabe des COX abhingigen Gewebehormons PGE, (10 uml/l) zu einem
voriibergehenden, signifikanten Anstieg der Reninsekretion, 150s nach PGE,-Gabe, flihrt. Ferner
konnte die Arbeitsgruppe um Jensen, 2005, mittels Immunfluoreszenz zeigen, dass sich die
Reninsignale nach PGE2-Gabe deutlich verringerten (Friis et al., 2005). Es lasst sich feststellen, dass
die Inhibierung der COX-2 einer unstimmulierten Wildtyp-Maus keine Auswirkung auf die Quantitat
und Lokalisation Renin bildenden Zellen hat. Die COX-2 scheint jedoch Einfluss auf die Basale
Reninsekretionsrate der bestehenden Renin bildenden Zellen zu haben, was sich in verminderten
basalen Plasmareninleveln unter COX-2-Inhibierung &ulert. Dies wirde bedeuten, dass
Veranderungen der Reninsekretion nicht zwingend mit einer Rekrutierung oder Abnahme Renin

bildender Zellen einhergehen.

4.1.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede der Reninexpression nach Stimulation des

Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems-Systems

Die Gabe des Niedrigsalzfutters und des Medikaments Enalapril erfolgte um eine Stimulation des
Reninsystems zu erreichen. Bei Enalapril handelt es sich um einen Hemmstoff des Angiotensin-
Konverting-Enzyms (ACE). Enalapril wird oral verabreicht. Durch hydrolytische Abspaltung der
Ethylgruppe entsteht die eigentliche Wirksubstanz, das Enalaprilat (Harald Schmidt, 2007). ACE ist
Bestandteil des RAAS und wird fiir die Aktivierung von ANG | zu ANG Il verantwortlich gemacht
(Ferrdo et al., 2014). Durch die Hemmung des ACE entsteht folglich weniger ANG Il. Daraus resultiert
eine geringere direkte Wirkung von ANG Il sowie eine verminderte Freisetzung von Vasopressin und
Aldosteron, was insgesamt eine Herabsetzung des Blutdrucks zur Folge hat (Klinke et al., 2005;
Ardaillou et al.,, 1999; Fitzsimons et al., 1998). Anhand einer Studie an normotensiven wie
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hypertensiven Hunden, konnte gezeigt werden, dass der verminderte Blutdruck Uber den
Barorezeptor reaktiv zu einer Stimulation der Reninfreisetzung fuhrt (Skinner et al., 1964). Die
niedrige Kochsalzkonzentration der Nahrung wirkt sich tiber den Mechanismus der Macula densa auf
die Reninsekretion aus. So wurde anhand isolierter juxtaglomeruldrer Apparate gezeigt, dass
verminderte Kochsalzkonzentrationen an der Macula densa mit einer gesteigerten Reninfreisetzung
vergesellschaftet sind (Skott and Briggs, 1987). Es ware demnach mit dem Bild einer retrograden
Rekrutierung Renin bildender Zellen durch die Stimulation des RAAS zu rechnen (Wagner and Kurtz,
1998; Gomez and Norwood; 1995; Taugner et al., 1984). Betrachtet man die 3D-Rekonstrutionen und
histologischen Aufnahmen der weiblichen mit Niedrigsalzdidt und Enalapril behandelten Wildtyp-
Maus, fallt tatsachlich eine deutliche retrograde Rekrutierung Renin bildender Zellen auf (Abb. 3.9).
Es finden sich 2 Arten von Reninzellen. Zum einen treten Renin bildende Zellen diskontinuierlich
entlang des gesamten Verlaufs der afferenten Arteriole auf. Zum andern liegen die Renin bildenden
Zellen in juxtaglomeruldrer Position mehrschichtig vor und sie haben eine deutlich kubische Form,
hervorgerufen durch die Bepackung mit Reningranula (Abb. 3.11). Es hat folglich eine deutliche
Stimulierung des RAAS stattgefunden. Die Ergebnisse der 3D-Rekonstruktion und histologischen
Aufnahmen der mit Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten mannlichen Wildtyp-Maus wichen von
denen der weiblichen Tiere deutlich ab (Abb. 3.15-3.16). Zwar hat eine Rekrutierung Renin bildender
Zellen stattgefunden, diese fiel jedoch unerwartet gering aus. Im Verlauf der afferenten Arteriolen
zeigten sich nur sehr vereinzelt Renin bildende Zellen und die Hypertrophie in juxtaglomerularer
Position fand zwar statt, jedoch in deutlich geringerem AusmaR als bei den weiblichen Tieren (Abb.
3.18). Vergleicht man unstimulierte Tiere mit den stimulierten méannlichen Tieren und diese mit
stimulierten Weibchen, kommt man zu dem Ergebnis, dass die Stimulation der Mdannchen um ca.
60% geringer als die der Weibchen ausfallt. Eine Studie an Ratten, die mit einem ACE-Inhibitor
behandelt wurden zeigte mittels Immunhistochemie, dass die behandelten Tiere 50% Renin bildende
Zellen entlang der afferenten Arteriole aufwiesen, unbehandlete Tiere wiesen dagegen nur 30%
Renin bildende Zellen auf (Gomez et al., 1988). Des Weiteren konnte an minderperfundierten
Rattennieren mittels Elektronen- und Lichtmikrosopie eine retrograde Rekrutierung Renin bildender
Zellen sowie deren vermehrte Bepackung mit Granula, um den Faktor 3, dargestellt werden (Cantin
et al., 1977). Untersuchungen an Mausen mit ausgeschaltetem Angiotensin-I-Gen zur Stimulation des
RAAS hab