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1 Einleitung
1.1 Niere

1.1.1 Anatomie und Funktion der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes viszerales Organ, welches durch den Blutzufluss der Arteria
renalis mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt wird. Der Blutabfluss erfolgt Uber die Vena
renalis. Der in den Nieren produzierte Urin flie3t durch die beiden Harnleiter (Ureter) in die
Harnblase und wird anschlielRend Gber die Harnréhre (Urethra) ausgeschieden. Morphologisch
ist die Niere in eine aul3ere Zone, die Nierenrinde (Cortex), und eine innere Zone, das Nieren-
mark (Medulla), unterteilt. Das Nierenmark besteht aus mehreren Nierenpyramiden, deren Pa-
pillen den Urin in becherférmige Kelche leiten. Von dort aus flie3t der Urin in das Nierenbecken

und wird Uber den Ureter in die Harnblase transferiert (siehe Abbildung 1) [1-3].

Cortex Nierenbecken

A.renalis

Kelch V.renalis

Ureter
Medulla

Abbildung 1 Schematische Darstellung einer Niere im Querschnitt
Erstellt mit Biorender

Die Niere ist ein Hauptausscheidungsorgan im menschlichen Korper, das fur die Elimination
von Uberschissigen und schadlichen Stoffen verantwortlich ist, einschlie3lich Stoffwechsel-
endprodukten wie Harnsaure, Harnstoff, Ammoniumionen sowie wasserloslichen Pharmaka
und Toxinen. Eine ebenso bedeutende Funktion der Niere besteht in der Regulation des Blut-
drucks, des Elektrolyt-, Wasser- und Mineralhaushalts [1-3]. Die Hormone Aldosteron, Angio-
tensin Il und das antidiuretische Hormon (ADH) spielen hierbei eine entscheidende Rolle.

Die Niere fungiert aber nicht nur als Zielorgan fur endokrine Wirkungen, sondern synthetisiert
auch selbst eine Vielzahl von Hormonen, die eine bedeutende Rolle bei der Regulation von
Blutdruck, Blutbildung, Elektrolyt- Mineral- und Wasserhaushalt spielen. Neben dem Hormon

Renin, das in meiner vorliegenden Arbeit ausfihrlich behandelt wird und im zweiten Punkt
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meiner Einleitung genauer erlautert wird, produziert die Niere auch wichtige Hormone wie
Erythropoetin (EPO), Calcitriol und Klotho [1-3].

1.1.2 Anatomie und Funktion des Nephrons

Das Nephron bildet die funktionelle Einheit der Niere, es besteht aus einem GefalRknauel (Glo-
merulus) und dem Tubulussystem (siehe Abbildung 2). Der Glomerulus, der aus einem ver-
zweigten Netzwerk von Kapillaren besteht, wird tiber das Vas afferens mit Blut versorgt. Uber
das Vas efferens verlasst das Blut den Glomerulus wieder. In unmittelbarer Nahe des Glome-
rulus befindet sich der juxtaglomerulare Apparat, der aus der Macula densa, den reninhaltigen
granulierten Zellen (juxtaglomerularen Zellen) und den extraglomeruldaren Mesangiumzellen
besteht.

Der Glomerulus ist von der Bowman-Kapsel umgeben. Zwischen dem Innenraum der Kapil-
larschlingen und der Bowman-Kapsel besteht eine hochselektive Filtrationsbarriere. Diese
Barriere setzt sich aus einem fenestrierten Endothel, einer dreischichtigen Basalmembran und
einer Schlitzmembran mit Podozyten zusammen. Das Blut in den Kapillaren wird an dieser
Barriere filtriert und als resultierender Primarharn schlief3lich von der Bowman-Kapsel in den
proximalen Tubulus geleitet. Die wichtigste Aufgabe des Tubulussystems besteht darin, den
Primérharn so zu modifizieren, dass Substanzen, die nicht ausgeschieden werden sollen, wie
z.B. Glukose, aus dem Primarharn riickresorbiert werden, wahrend ausscheidungspflichtige
Substanzen im Harn verbleiben und konzentriert werden. Zudem missen etwa 99 % des fil-
trierten Wassers, etwa 180 Liter pro Tag, rtickresorbiert werden, damit sie nicht mit dem End-
harn verloren gehen. Diese Funktionen werden durch zahlreiche Transport- und Resorptions-
prozesse an verschiedenen Tubulusabschnitten bewerkstelligt. Ausgehend von der Bowman-
Kapsel bildet der proximale Tubulus den Anfang des Tubulussystems. Der grof3te Teil der
Resorptionsvorgange von Natriumchlorid (NaCl), Wasser (H.O) und Glukose findet dort statt.
Der mitochondrienreiche proximale Tubulus der Niere zeichnet sich durch einen Birstensaum
an seiner luminalen Seite aus, der es ihm ermdglicht, seine Zelloberflache um das 30- bis 60-
fache zu vergrofRern. Diese Oberflachenvergrof3erung steigert die Resorptionsrate des proxi-
malen Tubulus, wodurch etwa 65 % des filtrierten Natriums (Na*) und Wassers und nahezu
100 % der Glukose zuriickgewonnen werden. Im proximalen Tubulus sind die meisten Trans-
portprozesse mit der Na*-Resorption verbunden. Uber eine Na*/K*-ATPase an der basolate-
ralen Membran wird der daflir notwendige elektrochemische Gradient aufrechterhalten. Die
Aufnahme von Glukose aus der Tubulusflissigkeit in die Zelle wird durch die luminalen Nat-
rium-Glukose-Symporter (SGLT1/SGLT2) vermittelt. Glukose verlasst die proximale Tubulus-
zelle wieder durch die basolateralen Uniporter Glut 2 und Glut 5. Ein weiterer bedeutender
Na*-abhangiger Transportprozess an der luminalen Seite des proximalen Tubulus ist der Nat-
rium-Protonen-Austauscher (NHE3), der H*-lonen gegen Na® aus der Zelle transportiert.
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Dieser Austauschmechanismus ist wesentlich an dem Saure-Base-Gleichgewicht des Korpers
beteiligt.

Die Henle-Schleife spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung osmatischer Gradienten,
die fur die Konzentrierung des Urins erforderlich sind. Sie besteht aus einem diinnen abstei-
genden Schenkel, der fur Wasser durchlassig, aber undurchlassig fur NaCl ist, wodurch der
Harn in Richtung Nierenmark konzentriert wird. Der dicke aufsteigende Schenkel der Henle-
Schleife hingegen ist durch den Natrium-Kalium-2 Chlorid-Kotransporter (NKCC2) an der api-
kalen Seite gekennzeichnet und somit ionendurchlassig. Er ist jedoch undurchlassig fir Was-
ser, wodurch die Osmolaritat der Tubulusflissigkeit in Richtung Nierenkortex abnimmt. Nach
der Henle-Schleife beginnt der nur sehr gering wasserdurchlassige distale Tubulus. Dieser
tragt hauptséachlich zur lonenresorption und damit zur weiteren Hypotonisierung des Harns
bei. Ein wichtiger Transporter im distalen Tubulus ist der Natrium-Chlorid-Kotransporter
(NCC). Dieser Transporter ist fur die Rickresorption von Natrium- und Chloridionen aus der
Tubulusflussigkeit in das Blut verantwortlich. Der letzte Abschnitt des Nephrons ist das Sam-
melrohr. Im Sammelrohr sind die Hauptzellen maf3geblich an der Natriumresorption beteiligt,
der epitheliale Na* (ENaC)-Kanal ist fiir diesen Prozess an der luminalen Seite verantwortlich.
Gleichzeitig Ubernehmen die Hauptzellen die Kaliumsekretion durch den Kalium-Kanal
(ROMK). Die Schaltzellen hingegen haben vorrangig die Aufgabe, den pH-Wert im Blut zu
regulieren. Die Schaltzellen Typ A sezernieren Protonen in das Lumen Uber die H*-ATPase
oder die H*/K*-ATPase. Die Schaltzellen Typ B sezernieren Bicarbonat hauptsachlich Gber
den CI/HCOgs-Austauscher (Pendrin). Die Rickresorption von Wasser im Sammelrohr kann
weitgehend unabhangig von der Natriumresorption erfolgen und wird durch Wasserkanéle,
insbesondere den Aquaporin-2 (AQP2)-Kanal, reguliert [1-4].

Proximaler Tubulus

Distaler Tubulus

Vas efferens

Glomerulus Cortex
Vas afferens ——
Proximaler Tubulus
Henle-Schleife Sammelrohr — aulReres Mark
ot —1 inneres Mark

Abbildung 2 Schematische Darstellung eines Nephrons
Erstellt mit Biorender



1.2 Physiologische Bedeutung von Renin

Im Jahr 1898 wurde Renin erstmals durch den Physiologen Robert Tigerstedt und seinen Stu-
denten Per Bergman am Karolinska-Institut entdeckt. Zu dieser Zeit ahnte noch niemand, dass
diese Entdeckung in der medizinischen Wissenschaft so bedeutende Fortschritte ermdglichen

wirde, insbesondere im Hinblick auf die Behandlung von Patienten mit Bluthochdruck [5,6].

1.2.1 Juxtaglomerulare Zelle

Juxtaglomerulére Zellen sind modifizierte glatte Muskelzellen in der Niere. Elektronenmikro-
skopische Untersuchungen haben gezeigt, dass sie charakteristische Strukturen von glatten
Muskelzellen, wie Myofilamente in ihrem Zytoplasma aufweisen. Zusatzlich zu ihren myoge-
nen Eigenschaften besitzen juxtaglomerulére Zellen auch endokrine Merkmale und werden
daher als myoendokrine Zellen bezeichnet [7]. Besonders hervorzuheben ist ihre Fahigkeit zur
Synthese von Renin. Als Hauptproduzenten von Renin tragen die juxtaglomerulédren Zellen
maRgeblich zur Regulierung des systemischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) bei, welches entscheidend fur die Regulation des Blutdrucks und des Wasser-Elekt-
rolyt-Haushalts im menschlichen Kérper ist [8].

Die juxtaglomerularen Zellen enthalten ein gut entwickeltes endoplasmatisches Retikulum so-
wie sekretorische Granula, die Renin enthalten und aus dem Golgi-Apparat stammen. Diese
Granula lassen sich in zwei Haupttypen unterteilen: Wahrend grol3e elektronendichte Granula
hauptsachlich aktives Renin enthalten, sind kleinere Protogranula mit Prorenin beladen [7].
Am juxtaglomerularen Apparat befinden sich Epithelzellen des distalen Tubulus, die mit ihrer
basolateralen Membran in Kontakt mit glomeruldren Mesangiumzellen stehen, die wiederum
an reninhaltige juxtaglomerularen Zellen der afferenten Arteriole grenzen. Die Epithelzellen
des distalen Tubulus werden an dieser Stelle als Macula densa bezeichnet [9]. Die Zellen der
Macula densa messen mithilfe des luminalen NKCC2 die NaCl-Konzentration in der
Tubulusflussigkeit und geben diese Information an die juxtaglomerularen Zellen weiter. Der
Mechanismus dahinter wird in Kapitel 1.2.4 genauer beschrieben. Wenn sich die tubuléare
Chloridkonzentration an der Macula Densa erhoht, kommt es zu einer tubuloglomerularen
Ruckkopplung (TGF), die eine Konstriktion der afferenten Arteriole und folglich eine
Verringerung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) des einzelnen Nephrons bewirkt [10].
Ausgehend von der Information der Macula densa regulieren die juxtaglomerularen Zellen
aber auch die Reninsekretion [3,7]. Eine niedrige Konzentration von NaCl fuhrt zu einer ver-
starkten Freisetzung von Renin und zur Aktivierung des RAAS. Die Aktivierung des RAAS
bewirkt eine erhdhte Rickresorption von NaCl aus dem Harn, um die Elektrolytkonzentration
im Korper aufrechtzuerhalten [11,12]. Bei einer hohen NaCl Konzentration in der
Tubulusflussigkeit hingegen wird die Renin-Freisetzung gehemmt [12]. Eine chronische Sti-

mulation des RAAS durch beispielsweise Angiotensin Converting Enzyme (ACE)-Inhibitoren
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kann die Anzahl und Verteilung von juxtaglomeruléaren Renin-produzierenden Zellen erhéhen.
Dieser Vorgang wird ,Rekrutierung“ von Renin-produzierenden Zellen genannt [13]. Angioten-
sin Il (ANG 11), der eigentliche Effektor des RAAS bt eine negative Rickkopplung auf die
Renin-Freisetzung und die Renin-Genexpression aus. Die Aufhebung der negativen Rick-
kopplung infolge von verringerter ANG II-Konzentration durch ACE-Hemmer, kann zur Aus-
dehnung der Renin-produzierenden Zellen weit Uber die Grenzen des juxtaglomeruldren Ap-

parats hinaus bis zur Arteria interlobularis fuhren [14,15].

1.2.2 Synthese und Freisetzung von Renin

Die Freisetzung von Renin hangt zum grof3ten Teil von der Aktivitét des Renin-Synthesewegs
ab, d. h. vom Grad der Genaktivierung und der Transkriptionseffizienz in der einzelnen Zelle
und von der Gesamtzahl der Renin-produzierenden Zellen [16]. Im Gegensatz zum Menschen,
der nur ein Renin-Gen besitzt, besitzen manche Mausestdmme auf dem Chromosom 1 zwei
Renin-Gene (Ren-1 und Ren-2), die hdchstwahrscheinlich durch Genduplikationen zwischen
zwei Sequenzen entstanden sind. Allerdings weisen viele Inzuchtstamme von Mausen, wie
z.B. C57BL/6, nur einen Renin-Locus auf. Ren-1 ist in allen Mausen vorhanden und kodiert fur
das klassische zirkulierende Renin. Das Genprodukt von Ren-2 wird hauptséchlich in den sub-
mandibularen und submaxillaren Drisen produziert [17-20].

Innerhalb der Promotorregion des Renin-Gens befinden sich verschiedene Bindungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren, die die Aktivierung oder Unterdriickung der Gen-Transkription steuern.
Eine der Bindungsstellen, die fur die Regulation der Renin mRNA-Transkription verantwortlich
ist, ist das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP)-response Element (Cre). Dieses Ele-
ment kann vom cAMP-bindenden Protein (CREB) erkannt und gebunden werden [21]. Sobald
CREB an das cAMP-response Element bindet, wird die Transkription der Renin mRNA aktiviert
[22,23].

Bei der Translation entsteht zun&chst Préaprorenin, welchem beim Eintritt in das Endoplasma-
tische Retikulum die ,Pra“- Sequenz abgespalten wird. Das entstandene enzymatisch inaktive
Prorenin wird in den Golgi-Apparat transferiert und kann nun auf zwei verschiedenen Wegen
sezerniert werden. Beim konstitutiven Weg wird Prorenin im Golgi-Apparat in kleine, klare
Vesikel verpackt und als Prorenin freigesetzt. Myoendokrine juxtaglomerulare Zellen nutzen
wie andere endokrine Zellen auch den Weg der regulierten Sekretion und sind in der Lage,
Prorenin in dichte, sekretorische Vesikel zu sortieren und durch regulierte Exozytose freizu-
setzen. Bei diesem Weg wird Prorenin in den Granula proteolytisch durch Entfernung seiner
,Pro“- Sequenz bspw. durch Prohormononkonvertasen [24] oder Cathepsin B [25] gespalten,
und schliellich als aktives Renin sezerniert [16,26]. Es wird vermutet, dass die regulierte

Exozytose bei Mausen mit zwei Renin-Genen ausschliel3lich durch das Ren-1-Gen zustande



kommt, da dem Ren-2-Gen héchstwahrscheinlich die fur den Transport in dichte sekretorische
Kernvesikel erforderlichen Glykosylierungsstellen fehlen [16,27].

Die Freisetzung von Prorenin in den Kreislauf erfolgt beim Menschen hauptsachlich Gber den
konstitutiven Weg, was zu einer deutlich hoheren Konzentration an Prorenin im Vergleich zu
aktivem Renin im Plasma fihrt. In Kombination mit Prorenin-Quellen aus extrarenalen Gewe-

ben macht die ,Pro“-Form des Renins etwa 80-90% des gesamten Renins aus [16].

1.2.3 Systemisches Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (siehe Abbildung 3) ist eine enzymatische
Kaskade, die hauptsachlich den Elektrolyt- und Wasserspiegel sowie den Blutdruck im
menschlichen Korper reguliert. Neben dieser physiologischen Rolle spielt das RAAS auch eine
entscheidende Rolle bei Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems und der Nieren, wie arte-
rielle Hypertonie und diabetische Nephropathie [28]. Aus diesem Grund gehéren Arzneistoffe,
die das RAAS inhibieren, wie ACE-Inhibitoren und Angiotensin-lI-Rezeptor vom Typ 1 (AT1-
R)-Blocker zur Standardtherapie bei diesen Erkrankungen [29]. Die Reaktionsgeschwindigkeit
des RAAS héangt von der Konzentration des Hormons/Enzyms Renin ab. Aus diesem Grund
wird die Enzymkonzentration oft als Mal3 fur die Gesamtaktivitat des RAAS verwendet. Den
Anfang des RAAS bildet das Glykoprotein Angiotensinogen, das konstitutiv aus Leberzellen
freigesetzt wird und dementsprechend im Uberschuss im Blut vorliegt [30-33]. Renin ist eine
Aspartylprotease, deren einziges bekanntes Substrat Angiotensinogen [32] ist und die von
diesem das Decapeptid Angiotensin | (ANG I) abspaltet. ANG | hat keine biologische Wirk-
samkeit und wird durch das ACE1, welches hauptsachlich auf der Oberflache der Endothel-
zellen der Lunge exprimiert wird, durch Abspaltung von zwei Aminosduren in ANG Il umge-
wandelt. ANG Il ist der zentrale Wirkstoff des RAAS und vermittelt seine Effekte Gberwiegend
durch Bindung an den Gq-Protein-gekoppelten Angiotensin-l1-Rezeptor vom Typ 1 (AT1-R).
Die Aktivierung des AT1-R durch ANG Il stimuliert die Phospholipase C-Aktivitat, was zur Ent-
stehung von Inositol-Trisphosphat und einem Anstieg des Calcium (Ca?*)-Spiegels fihrt [34].
Dies aktiviert mehrere Kinasen, einschlie3lich der Proteinkinase C [35]. Die Bindung von ANG
[l an den AT1-R fuhrt zu einer gesteigerten Natriumresorption in der Niere (vgl. Abschnitt
1.2.3.2). Darlber hinaus induziert ANG Il eine Vasokonstriktion, wie in Abschnitt 1.2.3.1 be-
schrieben, wobei die Vasokonstriktion hauptsachlich in der efferenten Arteriole und weniger in
der afferenten Arteriole in der Niere auftritt. Zuséatzlich zu diesen Effekten |6st die Bindung von
ANG Il an den AT1-Rezeptor weitere physiologische Reaktionen aus, wie die Stimulation des
Durstgefiihls, die Erhéhung des Appetits nach salzhaltigen Nahrungsmitteln, die Aktivierung
des Sympathikus und die Forderung der Freisetzung von Aldosteron, dem terminalen Hormon
des RAAS, das in Abschnitt 1.2.3.2 genauer beschrieben wird. Im Gegensatz dazu bewirkt die
Bindung von ANG Il an den Angiotensin-lI-Rezeptor vom Typ 2 (AT2-R) nicht die gleichen
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Effekte wie an den AT1-Rezeptor, sondern eher entgegengesetzte Wirkungen. Es ist jedoch
wichtig anzumerken, dass der AT2-R im Vergleich zum AT1-R eine untergeordnete Rolle beim
Menschen spielt [36,37]. Zusatzlich zu den ,klassischen® Komponenten des RAAS wurden
weitere Enzyme und ANG-Fragmente entdeckt, die in der RAAS-Kaskade involviert sind. Im
Blutkreislauf kann ANG II durch verschiedene Aminopeptidasen in ANG Il und ANG IV ge-
spalten werden. ANG IlI zeigt &hnliche blutdrucksteigernde Wirkungen wie ANG II. Hingegen
ist der Signalmechanismus und die renale Wirkung von ANG IV umstritten und nicht vollstandig
verstanden [35,38-40]. Neben ACE1 gibt es auch noch weitere Enzyme wie ACE2, die ANG |
spalten kénnen. ACE2 hydrolysiert den terminalen Carboxy-Rest von Leucin des ANG | und
bildet dadurch ANG 1-9, was durch weitere Enzyme zu ANG 1-7 umgewandelt werden kann
[41,42]. ANG 1-7 selbst wirkt auf den Rezeptor MAS und beeinflusst eine Reihe von Mecha-
nismen in Herz, Niere, Gehirn und anderen Geweben [43]. Der Prorenin-Rezeptor (PRR)
(vgl.1.3.1), der sowohl das enzymatisch inaktive Prorenin als auch Renin bindet, beschleunigt
einerseits die Bildung von Angiotensin |, andererseits zeigt er auch RAAS unabhéangige Wir-
kungen [44]. Dies unterstreicht die Tatsache, dass die RAAS-Kaskade viel komplexer ist und

mehr biologische Wirkungen entfaltet, als urspriinglich angenommen und in den meisten Lehr-

"

Angiotensinogen

buchern dargestellt ist [45].

Renin
L 4
ACE2
Angiotensin | ANG 1-9
Prorenin . et
Rezeptor ACET 1
: ANG 1-7
ANGII . | angiotensin II /1
ANG IV el ACEZ2 /
J e, MAS

= AT1 Rezeptor AT2 Rezeptor

Abbildung 3 Schematische Darstellung des systemischen RAAS
Erstellt mit Biorender
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1.2.3.1 Regulation des Blutdrucks

Das RAAS spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation des Blutdrucks. Die Bindung von
ANG Il an AT1-Rezeptoren auf glatten Gefalimuskelzellen fuhrt einerseits zu einer systemi-
schen Vasokonstriktion und erhéht dadurch den peripheren Widerstand [46]. Andererseits ver-
starkt ANG Il die durch Endothelin-1 induzierte Vasokonstriktion an glatten GefalRmuskelzel-
len. Die Bindung von ANG Il an den AT1-Rezeptor bewirkt zum einen eine erhéhte Expression
des Endothelin-A-Rezeptors und zum anderen eine Zunahme der Affinitat von Endothelin-1
an seinen Rezeptor. Somit konnen ANG Il und Endothelin-1 synergistisch den Blutdruck erhé-
hen [47].

Die blutdrucksteigernde Wirkung des RAAS wird zusatzlich durch die gesteigerte Bildung von
Vasopressin, auch bekannt als antidiuretisches Hormon (ADH) oder Arginin-Vasopressin
(AVP), aus dem Hypophysenhinterlappen hervorgerufen. ADH wirkt Gber den Vasopressin
Suptyp 1 (V1) -Rezeptor, welcher vorwiegend in den GefaBwanden von Arterien, Arteriolen
und Venen exprimiert wird. Die Bindung von ADH an den V1-Rezeptor fuhrt zu einer vasokon-
striktorischen Wirkung, die durch das Phosphatidylinositolsystem vermittelt wird. Dieser Me-
chanismus tragt zu einer erhdhten Vasokonstriktion und somit zu einer Steigerung des Blut-
drucks bei [1,48].

Das Hormon ANG Il entfaltet seine Wirkung nicht nur in peripheren Geweben, sondern auch
im zentralen Nervensystem durch die Bindung an AT1-Rezeptoren in zirkumventrikularen Or-
ganen, was zu einer Erhéhung der sympathischen Nervenaktivitat fihrt. Dartiber hinaus be-
wirkt ANG Il eine Steigerung der Aktivitat der peripheren sympathischen Nerven, indem es
sowohl die Freisetzung als auch die Synthese von Noradrenalin erhéht und die Aufnahme von
Noradrenalin an den Nervenenden hemmt [49-51]. Durch die Sympathikusaktivierung und die
damit verbundene verstarkte Freisetzung von Katecholaminen kommt es tiber Rezeptorwir-
kungen ebenfalls zu einer Erh6hung des Blutdrucks. Die blutdrucksteigernde Wirkung des
RAAS wird allerdings nicht nur durch die direkte Wirkung an den Gefal3en, sondern auch durch
die verstarkte Salz- und Wasserretention herbeigefuhrt. Die gesteigerte Riickhaltung von Was-
ser und Salz fuhrt zu einer Erhéhung des gesamten zirkulierenden Blutvolumens im Kreis-

laufsystem, was wiederum eine Erhéhung des Blutdrucks verursacht.

1.2.3.2 Regulation des Salz -und Wasserhaushalts

Das RAAS ist wesentlich an der Regulation des Wasser- und Salzhaushalts im Organismus
beteiligt, wobei das ,Salzhormon" Aldosteron eine entscheidende Rolle spielt. Durch Bindung
an AT1-Rezeptoren wird in der Zona glomerulosa der Nebenniere die Aldosteronsynthase sti-
muliert, die aus 11-Desoxykortikosteron Aldosteron produziert. Aldosteron bindet in den
Hauptzellen der Sammelrohre an zytosolische Mineralokortikoidrezeptoren, wodurch die An-

zahl der epithelialen Natriumkanéle (ENaC) an der apikalen Membran erhéht wird, was die
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Natriumresorption in die interstitielle Nierenfllssigkeit verstarkt. Dies hat wiederrum eine ver-
starkte Wasserresorption zur Folge. Gleichzeitig werden Na*-K*-ATPasen an der basolatera-
len Membran aktiviert, K* wird aktiv in die Zelle transportiert. Die elektrochemische Antriebs-
kraft fir den Kaliumaustritt aus der Tubuluszelle an der apikalen Membran wird folglich erhoht.
Dies fuhrt zu einer erhdhten Kaliumsekretion durch den luminal exprimierten Kaliumkanal
ROMK. Mineralokortikoidrezeptoren sind auch in verschiedenen Bereichen des Gehirns vor-
handen, wodurch Aldosteron sowohl den Salzappetit als auch das Durstgefiihl stimulieren
kann. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Aldosteron eine bedeutende Rolle bei der
Homoostase von Wasser und Salz im Korper spielt und das Flissigkeitsvolumen in den Blut-
gefalRen erhoht, was zu einem Anstieg des Blutdrucks fihrt [1,52-55].

AT1-Rezeptoren sind auch an verschiedenen Stellen der luminalen und basolateralen Memb-
ran des proximalen und distalen Tubulus vorhanden. Durch die Bindung von ANG Il an diese
Rezeptoren wird die Natriumresorption direkt erhdht. In diesem Zusammenhang aktiviert ANG
Il den apikalen Natrium-Wasserstoff-Austauscher (NHE3) sowie den basolateralen Natrium-
Bikarbonat-Kotransporter (NBC1) im proximalen Tubulus. Des Weiteren kann ANG Il die Akti-
vitat des NaCl-Kotransporters (NCC) im distalen Nephron steigern [56].

Wie bereits beschrieben wurde, flihrt die Aktivierung des RAAS zu einer erhdhten Freisetzung
des Hormons ADH. Die Wirkung von ADH auf den Wasserhaushalt und den Blutdruck wird
hauptsachlich Giber die membranstéandigen Gs-gekoppelten V2-Rezeptoren der renalen Sam-
melrohre vermittelt. Bei der Bindung von ADH an den Rezeptor wird intrazellulares cAMP ge-
bildet, das die Permeabilitétssteigerung durch den Einbau von Wasserkanélen (AQP2) an der
luminalen Seite der Zellmembran herbeifiihrt. Somit kann Wasser entlang seines osmotischen
Gradienten in das hypertone Interstitium des Nierenmarks abflieBen [53,57,58]. Schlief3lich
kann ADH Uber V3-Rezeptoren die ACTH-Sekretion in der Hypophyse stimulieren [59]. ACTH
stimuliert Gber den Melanocortin-2-Rezeptor (MC2R) nicht nur die Synthese von Cortisol, son-
dern auch von Aldosteron in der Nebennierenrinde [60].

1.2.4 Regulation der Renin-Freisetzung
Aktives Renin wird in sekretorischen Granula der juxtaglomeruléren Zellen gespeichert und
durch vier Hauptreize freigesetzt: [54]

e Absinken des renalen Perfusionsdrucks

¢ [(1-Rezeptor vermittelte Sympathikuswirkung

e Abnahme der Natriumchlorid-Konzentration an der Macula densa

e Verschiedene Hormone, Autakoide und lokal sezernierte Faktoren
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1.2.4.1 Blutdruck

Wie bereits erwahnt, kann durch die Aktivierung des RAAS der Blutdruck erhoht werden. Feed-
backmechanismen, die durch Anderungen des arteriellen Blutdrucks ausgeldst werden, kon-
nen aber wiederum die Freisetzung von Renin beeinflussen. Ein Anstieg des Blutdrucks
hemmt die Synthese und Sekretion von Renin, wahrend eine Abnahme des Blutdrucks die
Freisetzung von Renin stimuliert. Ein erhéhter Blutdruck lasst den renalen Perfusionsdruck
steigen und beeinflusst damit den intrarenalen Barorezeptor-Mechanismus (siehe Abschnitt
1.2.4.5). Dartber hinaus fuhrt ein erhdhter Blutdruck zu einer druckabhangigen Natriurese, die

wiederum eine hohere NaCl-Konzentration an der Macula densa bewirkt (siehe 1.2.4.3) [61].

1.2.4.2 Sympathikus

Eine Erhéhung der Aktivitat sympathischer Nervenfasern in der Niere fuhrt unmittelbar zu einer
Freisetzung von Renin. Das Vorhandensein von 1-adrenergen Rezeptoren in den juxtaglo-
merularen Zellen wurde durch mehrere Rezeptorbindungs-Untersuchungen und in situ Hybri-
disierungen nachgewiesen. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine selektive und direkte
Stimulation der Renin-Sekretion durch eine erhdhte Aktivitat des Nieren-Sympathikus induziert
wird [61,62].

1.2.4.3 NaCl-Konzentration

Die Salzaufnahme stellt einen wichtigen Regulator der Aktivitat des RAAS dar. Eine reduzierte
Zufuhr von Salz fuhrt zu einer gesteigerten Synthese und Sekretion von Renin. Eine hohe
Salzaufnahme hemmt die Freisetzung von Renin, was wiederum eine gesteigerte Ausschei-
dung von Salz bewirkt und somit zur Natriurese fuhrt [63]. Es wurde festgestellt, dass die Gabe
von Metoprolol die Reaktion der Renin-Sekretion auf die Salzaufnahme nicht beeinflusst. Dies
legt nahe, dass die salzabhangige, regulatorische Hemmung der Renin-Sekretion nicht durch
adrenerge Rezeptoren vermittelt wird [63]. AuRerdem wurde gezeigt, dass das Fehlen der 1-
und B2-Rezeptoren in Mausen zu einer signifikanten Verringerung ihrer Plasma Renin-Kon-
zentration fuhrt. Interessanterweise blieben jedoch die Reaktionen der Plasma Renin-Konzent-
ration auf natriumreiche und natriumarme Didten bei diesen Knockout-Mausen intakt. Daraus
lasst sich ableiten, dass die 1- und B2-Rezeptoren zwar eine bedeutende Rolle bei der phy-
siologischen Regulation der Renin-Freisetzung spielen, jedoch nicht entscheidend fir die salz-
abhéngige Anpassung der Renin-Sekretion sind [64]. Es werden verschieden andere Mecha-
nismen diskutiert. Es ist beispielsweise bekannt, dass in vitro juxtaglomeruldre Zellen emp-
findlich auf die extrazellulare Osmolaritéat reagieren und bei Anstieg der Osmolaritét eine Ver-

ringerung der Renin-Sekretion bewirken [65].
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Die wichtigste Rolle bei der Regulation der Renin-Freisetzung infolge veranderter NaCl-Zufuhr
spielt die Macula densa. Etwa die Halfte einer bspw. 10 % igen Steigerung des filtrierten Nat-
riumchlorids erreicht die Macula densa [63]. Die Wahrnehmung der tubularen Chloridkonzent-
ration durch die Zellen der Macula densa erfolgt Gber die Transportaktivitdt von NKCC2. Die
beiden Isoformen NKCC2A und NKCC2B werden in Macula densa Zellen exprimiert [45]. Die
Funktion der Macula densa blieb bei Mausen mit einem NKCC2B-Knockout weitgehend erhal-
ten. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Mausen mit einem NKCC2A-Knockout eine deutliche
Abschwachung der Verringerung der Plasma-Renin-Konzentration als Reaktion auf eine akute
intravendse Verabreichung von Kochsalzlésung. Diese Ergebnisse weisen auf eine bedeu-
tende Rolle dieser spezifischen Spleil3variante bei der Kontrolle der Renin-Freisetzung durch
die Macula densa hin [66]. Eine Abnahme der tubuléren Chloridkonzentration, die durch die
verringerte Transportrate des NKCC2 detektiert wird, fihrt zu einer Auslésung einer intrazel-
lularen Signalkaskade von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) wie p38 und ERK1/2.
Diese Signaltransduktion aktiviert die Enzyme Cyclooxygenase 2 (COX2) und mikrosomale
Prostaglandin E2 Synthase 1 (MPGESL1) in der Zelle. Dies fihrt zur Freisetzung des Autakoids
PGE;, das wiederum die Renin-Freisetzung aus den juxtaglomerularen Zellen stimuliert [67—
70]. Die Macula densa setzt bei hohen Salzkonzentrationen in der Tubulusflissigkeit ATP frei.
ATP bindet an vasokonstriktorische purinerge Rezeptoren an den afferenten Arteriolen oder
wird in Adenosin umgewandelt, das die vasokonstriktorischen Adenosin-Al-Rezeptoren an
den afferenten Arteriolen aktiviert. Der Mechanismus der Macula densa spielt eine entschei-
dende Rolle bei der Regulation der Renin-Ausschittung als Reaktion auf akute Veranderun-
gen der Salzbelastung. Fir die langfristige Anpassung der Renin-Synthese und Renin-Frei-
setzung als Reaktion auf unterschiedliche Salzzufuhr scheinen die Salztransportrate von
NKCC2A und die Aktivierung von Al-Adenosinrezeptoren, die in akuten Situationen eine zent-
rale Rolle bei der Kontrolle der Renin-Freisetzung durch die Macula densa spielen, nicht er-
forderlich zu sein. Die genaue Funktion der Macula densa bei der langfristigen Anpassung der
Renin-Synthese und Renin-Freisetzung aufgrund variierender Salzzufuhr bleibt jedoch weit-
gehend unklar. In dieser Situation scheint die Macula densa nicht als direkter Mediator zu
fungieren, konnte jedoch die allgemeine Reaktionsfahigkeit der Renin-Freisetzung modulieren
[45].

1.2.4.4 Zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP)-Signalweg

Zyklische Nukleotide sind entscheidende Botenstoffe, die die Sekretionsrate von Renin be-
stimmen. Hormone, Neurotransmitter und Autakoide, die eine gesteigerte intrazellulare Pro-
duktion von cAMP bewirken, stimulieren sowohl die Renin-Sekretion als auch die Konzentra-
tion der Renin mRNA [71,72]. Murine juxtaglomerulédre Zellen reagieren auf die Stimulation

durch das Sympathomimetikum Isoproterenol mit einer Erhohung der Renin mRNA
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Konzentration und der Renin-Freisetzung [72]. Die Aktivierung der B-adrenergen Rezeptoren,
die an Gs-Proteine gekoppelt sind, bewirkt eine Stimulation der Adenylatcyclasen (AC), was
zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration in den Renin-produzierenden Zellen
fuhrt. In Renin-produzierenden Zellen spielen insbesondere die AC 5 und AC 6 eine wichtige
Rolle [73]. Der Anstieg der cAMP-Konzentration aktiviert hochstwahrscheinlich die Protein-
kinase A und fiihrt somit zu einer erhéhten Ausschittung von Renin [74—77]. Dariiber hinaus
sind weitere Agonisten bekannt, die eine Zunahme der intrazellularen cAMP-Konzentration
bewirken und dadurch die Renin-Synthese steigern. Ein solcher Agonist ist Forskolin, welches
die Adenylatcyclasen direkt aktiviert und dadurch das intrazellulare cAMP erhdht. Ferner fuhrt
auch das membrangangige cAMP-Analogon 8-Bromadenosin-cAMP zu einer Erh6hung der
Renin-Sekretion in den juxtaglomerularen Zellen. [72]. Ebenfalls kann auch die Bindung von
Prostaglandinen (PGE_) an Prostaglandinrezeptoren (EP2+EP4) die intrazellulare cAMP-Kon-
zentration erhéhen und damit die Exozytose von Renin stimulieren [78]. Wie oben beschrieben
wurde, wird die Renin-Freisetzung vermutlich durch die Proteinkinase A, die durch cAMP ak-
tiviert wird, stimuliert [77]. Es wird vermutet, dass der Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Epac
ebenfalls eine wichtige Rolle bei der cAMP-induzierten Freisetzung von Renin spielen konnte.
[79]. Daruber hinaus kann auch die Inhibition des Abbaus von cAMP die intrazellulare Kon-
zentration des Second Messengers erhéhen und somit die Renin-Sekretion stimulieren. Ein
Beispiel hierfir ist 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX), das zu einer Steigerung der Renin-Sek-
retion in isolierten, perfundierten Rattennieren fuhrte [80]. Insbesondere die Phosphodiestera-
sen (PDE) 1, 3 und 4 spielen eine entscheidende Rolle in den juxtaglomerularen Zellen
[71,75,81].

1.2.4.5 Calcium

Im Gegensatz zu vielen anderen sekretorischen Zellen hemmt intrazellulares Ca?* die Freiset-
zung von Renin in juxtaglomerularen Zellen - ein Phanomen, das als Calcium-Paradoxon be-
zeichnet wird. Hormone, die die zytosolische Calciumkonzentration erhéhen, wie z.B. ANG I,
Vasopressin [82] und Endothelin [83] haben daher eine inhibitorische Wirkung auf die Renin-
Sekretion [84]. Auch hdmodynamische Faktoren wie der Perfusionsdruck in der Niere kénnen
Uber den intrarenalen Barorezeptor-Mechanismus den Calcium-Fluss in den juxtaglomerula-
ren Zellen regulieren [85,86]. Eine Erhdhung des Nierenblutdrucks fuhrt zu einer Dehnung der
juxtaglomeruléren Zellen, was letztendlich zu einer Depolarisation fiihrt und den Calcium-Ein-
strom in diesen Zellen aktiviert. Eine Erhéhung des Calcium-Einstroms filhrt dabei zu einer
Hemmung der Renin-Sekretion, wahrscheinlich durch die hemmende Wirkung auf die Ade-
nylatcyclasen (AC) 5 und 6. [86,87] Adenylatcyclasen (AC) katalysieren die Umwandlung von
5-AMP zu cAMP. Wie bereits erwahnt, fuhrt die Erhdhung der intrazellularen cAMP-Konzent-

ration zur Aktivierung der Renin-Freisetzung. Die Hemmung der AC bewirkt dementsprechend
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niedrigere CAMP-Konzentrationen und inhibiert dadurch die Renin-Synthese. Folglich erhéht
eine Abnahme des intrazellularen Calciums den cAMP-Spiegel, wahrend eine Zunahme des
intrazellularen Calciums die intrazellulare cAMP-Konzentration verringert [16,73,88].

Aber nicht nur die intrazellulare, sondern auch die extrazellulare Calciumkonzentration regu-
liert die Renin-Freisetzung aus juxtaglomeruldren Zellen. Eine gesteigerte Renin-Sekretion
kann durch eine Verringerung der extrazellularen Calciumkonzentration hervorgerufen wer-
den. Dies konnte auf die geringere Triebkraft fir den transmembranen Calciumeintritt in die
Zelle zurlckzufuhren sein, was wiederum zu einem Rickgang der zytosolischen Calciumkon-
zentration fuhrt. Die Abnahme der zytosolischen Calciumkonzentration fihrt wiederum zu einer
Entleerung der intrazellularen Calciumspeicher. Eine weitere Erklarung fir die hemmende Wir-
kung von hohem extrazellularem Calcium auf die Renin-Freisetzung konnte eine Aktivierung
der extrazellularen Calcium-sensing Rezeptoren (CaSRs) in juxtaglomerulédre Zellen sein.
Uber das Gq-gekoppelte Protein des CaSR fiihrt die Aktivierung dieses Rezeptors zu einer
Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration [89]. In einigen Féllen ist der CaSR Gi-ge-
koppelt. Die Aktivierung dieses Rezeptors fiihrt dann zu einer Hemmung der intrazellularen

cAMP Synthese, was sich wiederum negativ auf die Renin-Freisetzung auswirkt [22,75,89,90].

1.2.4.6 Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)-Signalweg

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) kann einerseits die Renin-Sekretion stimulieren,
andererseits aber auch inhibieren. Die in-vitro Ergebnisse zeigen, dass Hormone wie z.B. at-
riale natriuretische Peptide (ANP), die die partikulare Guanylatzyklase aktivieren und so die
cGMP Bildung stimulieren, eine konzentrationsabhangige Wirkung auf die Renin-Freisetzung
ausiuben. Niedrige Konzentrationen dieser Hormone hemmen die Renin-Freisetzung, wéhrend
hohe Konzentrationen eine stimulierende Wirkung haben [75,91-93]. Auch NO-Donatoren
kénnen die Guanylatzyklase aktivieren, allerdings aktivieren sie die l6sliche Form der Zyklase.
Als Resultat wird cGMP produziert, das daraufhin in juxtaglomeruléaren Zellen die PDE3
hemmt. PDE3 hydrolysiert zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) und wandelt es in 5'-
AMP um. Die Hemmung des Enzyms fihrt zu einem Anstieg des intrazellularen cCAMP-Spie-
gels, was schlussendlich zu einer Erh6hung der Renin-Freisetzung fuhren kann [80]. Die Hem-
mung der Renin-Sekretion durch hohe Konzentrationen von bspw. NO geht auf die Protein-
kinase G Il zurtick [93], wahrend hingegen fur die stimulierende Wirkung von cGMP auf die
Renin-Sekretion die Proteinkinase A - Aktivitat verantwortlich ist [94]. Die hemmende Wirkung
der Proteinkinase G kann durch die stimulierende Wirkung der A-Kinase auf die Renin-Sekre-
tion tberwunden werden [75]. Hierbei wurden hauptsachlich in vitro Ergebnisse betrachtet, da
in vivo die Komplexitat der cGMP-Wirkung auf die Renin-Sekretion durch zuséatzliche Veran-
derungen des Blutdrucks weiter erhdht wird. Die Blutdruckveranderungen konnten indirekt auf
die Renin-Freisetzung Einfluss nehmen.
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1.2.4.7 Adenosintriphosphat/PGE: -Freisetzung durch Macula densa-Zellen
Eine Abnahme der tubuléaren Natriumchloridkonzentration an der Macula densa fuhrt zu einer
sofortigen Stimulation der Renin-Freisetzung [95]. Macula densa Zellen sind renale Biosensor-
zellen, die Veranderungen der luminalen NaCl-Konzentration erkennen. Sie Ubermitteln Sig-
nale, die einerseits zu Veranderungen des Tonus der afferenten Arteriole und damit zur An-
passung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) fuhren (tubuloglomerulares Feedback). Ande-
rerseits regulieren sie die Renin-Sekretion aus den juxtaglomeruléren Zellen. Renin-produzie-
rende juxtaglomerulare Zellen befinden sich in der Media-Schicht der afferenten Arteriolen am
Eingang zum Glomerulus und damit auch in der Nahe der Macula densa-Zellen. Die Kommu-
nikation zwischen den Macula densa Zellen und juxtaglomeruléren Zellen kbnnte Uber die
Freisetzung von PGE; und Adenosintriphosphat (ATP) aus Macula densa Zellen erfolgen [9].
Macula densa Zellen setzen ATP frei, wenn sie hohen Chloridkonzentrationen ausgesetzt sind
[9], und sie setzen PGE: frei, wenn die Chloridkonzentrationen in der TubulusflUssigkeit niedrig
ist [96]. Wie bereits zuvor beschrieben, bindet PGE, an Prostaglandinrezeptoren und erhght
dadurch den intrazellularen cAMP-Spiegel, was wiederum zu einer Stimulation der Renin-Frei-
setzung aus den juxtaglomerularen Zellen fihren kann. ATP, welches aus den Zellen der Ma-
cula densa stammt, kann entweder direkt tber die Bindung an purinerge (P2) -Rezeptoren die
Kontraktion der glatten Gefal3muskelzellen auslésen oder im extraglomerularen Mesangium
zu Adenosin hydrolysiert werden, welches dann durch die Bindung an Adenosin-1-Rezeptoren
eine Vasokonstriktion des Vas afferens bewirkt [9,75]. Aber Adenosin ist nicht nur fir die Va-
sokonstriktion verantwortlich, sondern auch fiir die Hemmung der Renin-Freisetzung in den
juxtaglomerularen Zellen. Kim et al. konnten in ihren Untersuchungen nachweisen, dass die
Hemmung der Renin-Sekretion durch eine Erhdhung des NaCl-Gehalts an der Macula densa
adenosinabhéngig ist, wahrend die Stimulation der Renin-Sekretion bei einer niedrigen NaCl-
Konzentration in der Macula densa keine Abhangigkeit von Adenosinrezeptoren zeigt [97].
Vermutlich wird die Freisetzung von Renin durch Adenosin-1-Rezeptoren gehemmt, die die
Offnung von intrazellularen Calciumkanalen veranlassen und dadurch die Renin-Sekretion in-
hibieren [98].

1.3 Pathophysiologische Bedeutung des RAAS

Das RAAS ist nicht nur ein wesentlicher Regulator des Elektrolyt-/Wasserhaushalts und des
Blutdrucks, sondern spielt auch eine grofl3e Rolle in der Pathophysiologie. Bei renalen und
kardiovaskularen Erkrankungen bspw. ist das RAAS an Entziindungs- und Fibrosereaktionen
beteiligt [99]. Insbesondere das lokale, gewebsspezifische RAAS (vgl. Abschnitt 1.3.2) spielt
eine bedeutende Rolle in diesen Zusammenhangen. Die Bindung von ANG Il an AT1-Rezep-
toren aktiviert intrazellulare Signalkaskaden, die die Bildung von freien Radikalen hervorrufen.

Nennenswert sind vor allem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), welche eine
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wachstumsférdernde, proinflammatorische und profibrotische Wirkung aufweisen. Die Anwe-
senheit von ROS fuhrt zu Zellschaden in der Niere und I6st entztindliche Prozesse im Gewebe
aus. Die resultierende gesteigerte Produktion von Fibrose kann die Nierenfunktion beeintrach-
tigen. Die ROS sind mal3geblich an der Entwicklung von pathologischen Veranderungen in der
Niere beteiligt, wie beispielsweise Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose, den Verlust peri-
tubulérer Kapillaren und tubulére Atrophie [99-101]. Das lokale RAAS riickt zunehmend in den
Fokus der Forschung, wenn es um die Entwicklung neuartiger therapeutischer Anséatze zur
Behandlung von Erkrankungen mit Entziindungen und Fibrose geht. Sowohl ACE-Hemmer als
auch AT1-Rezeptorantagonisten zeigen sich als nephroprotektiv und werden bei Patienten mit
renalen und kardiovaskularen Erkrankungen eingesetzt [99]. Allerdings ist nicht nur Angioten-
sin I, sondern auch Aldosteron fir die negativen Auswirkungen bei chronischen Nierenerkran-
kungen verantwortlich. Die Aktivierung der Mineralokortikoid-Rezeptoren in Fibroblasten bei-
spielsweise kann die Struktur und Funktion der Niere nachteilig beeinflussen. Mehrere Klini-
sche Studien haben belegt, dass in verschiedenen Modellen von Nierenerkrankungen Mine-
ralokortkoid-Rezeptor-Antagonisten eine vielversprechende Wirkung zeigen und Nierenschéa-

den sowie Funktionsstdrungen verbessern oder sogar heilen kénnen [102,103].

1.3.1 Prorenin und Proreninrezeptor (PRR)
Prorenin ist die inaktive Vorstufe von Renin, seine funktionelle Bedeutung wurde lange Zeit
aufgrund seiner "Pro"-Sequenz unterschéatzt. Es wurde angenommen, dass Prorenin nicht in
der Lage sei, Angiotensinogen in ANG | zu spalten und daher keine funktionelle Relevanz
habe [104]. Allerdings kann Prorenin durch die Bindung an den Proreninrezeptor (PRR) Akti-
vitat erlangen. Die Bindung an den PRR fiuhrt zu einer Konformationséanderung des Prorenins,
durch die das Prorenin enzymatische Aktivitat erlangt, ohne gespalten zu werden. Damit er-
langt Prorenin die Fahigkeit Angiotensinogen zu spalten [105].
Die Plasmakonzentrationen von Prorenin und Renin weisen beim Menschen in der Regel eine
starke Korrelation auf, kénnen jedoch gelegentlich unabhangig voneinander reguliert werden.
Wahrend ein akuter Renin-Stimulus in der Regel keinen Einfluss auf den Prorenin-Spiegel hat,
kénnen chronische Stimuli sowohl Renin als auch Prorenin erhdhen [104]. Es gibt jedoch Aus-
nahmen, wie zum Beispiel bei Diabetikern, bei denen vor allem die Plasmakonzentration von
Prorenin und nicht diejenige von Renin erhoht ist. Der Grund fur die erhéhten Prorenin-Werte
im Plasma bei Diabetikern ist noch unbekannt [104,106].
Der PRR ist ein transmembraner Rezeptor und kann nicht nur Prorenin, sondern auch Renin
binden. Verglichen mit ungebundenem Renin, fuhrt die Bindung von Renin an diesen Rezeptor
zu einer Vervielfachung seiner enzymatischen Aktivitat. Der PRR wird in der Niere hauptsach-
lich in kortikalen Sammelrohrzellen exprimiert, daneben kommt er in Podozyten und Mesangi-
umzellen in der Niere vor. Man kann ihn allerdings auch in extrarenalen Geweben finden
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[33,35-38]. Mause mit einer Deletion des PRR in Sammelrohrzellen, zeigten signifikant niedri-
gere systolische Blutdruckwerte, begleitet von einer erhéhten Na*-Ausscheidung und verrin-
gerten ANG Il Konzentrationen im Urin. Diese Beobachtungen bestatigen eindeutig die Ein-
bindung des PRR in das RAAS [107]. Andererseits konnen bei der Bindung von Prorenin und
Renin an den Rezeptor auch intrazellulare Signalwege in Gang gesetzt werden, die vom RAAS
unabhangig sind. Die Interaktion des Rezeptors mit Renin/Prorenin kann die Kinasen ERK1/2
und p38 MAPK aktivieren, sodass profibrotische, proinflammatorisch und proliferative Fakto-
ren produziert werden [44]. Es gibt Hinweise dafir, dass der PRR bei einer akuten oder chro-
nischen Nierenerkrankung, wie zum Beispiel bei einer diabetischen Nephropathie hdher expri-
miert wird, bzw. auch das Fortschreiten einer solchen Krankheit beschleunigt [105,108,109].
In-vitro-Studien haben gezeigt, dass eine gesteigerte Expression des PRR die Aktivitat der
NF-kB-Signalwege sowie die Produktion von Kollagen Typ 1 und Fibronektin in Sammelrohr-
zellen anregt. Dieser stimulierende Effekt in den Zellen konnte jedoch durch gezieltes "Silen-
cing"- der PRR-Expression abgemildert werden [110,111]. Eine weitere Studie zeigt, dass die
Uberexpression des humanen PRR in transgenen Ratten zu einer gesteigerten Aktivierung
von TGF fuhrt und die Entwicklung von Glomerulosklerose induziert [112].

Der PRR besitzt nicht nur die Funktionen als Rezeptor, sondern agiert auch als akzessorische
Untereinheit der vakuolaren Protonenpumpe H*-ATPase. Diese ist maf3geblich an wichtigen
zellularen Prozessen beteiligt, wie beispielsweise der Ansduerung von Zellorganellen und der
Whnt/B-Catenin-Signalgebung [105,113,114]. In Mausmodellen flihrten verschiedene chroni-
sche Nierenerkrankungen Uber den Wnt/B-Catenin-Signalweg zu einer Hochregulierung der
PRR-Expression in Tubuluszellen der Niere. Die Uberexpression von PRR verstarkte die
Wntl-vermittelte 3-Catenin-Aktivierung und fiihrte zu einer gesteigerten Expression nachge-
schalteter Zielgene wie Fibronektin, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 und a-SMA. Interessan-
terweise verbesserte sich die Nierenfunktion nach der gezielten Ausschaltung des PRR, was
mit einer Reduktion der Wnt/B-Catenin-Aktivitat einherging [115]. In der Studie von Li et al.
wurde gezeigt, dass die Behandlung von proximalen Tubuluszellen mit Bafilomycin A1, einem
Inhibitor der V-ATPase, zu einer nahezu vollstandigen Aufhebung der Wntl/PRR-vermittelten
B-Catenin-Aktivierung und der Expression von Fibronektin, a-SMA und PAI-1 flhrte. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass der PRR die V-ATPase bendétigt, um den Wnt/B-Catenin-Signal-
weg zu aktivieren [105]. Allerdings verstarkt der PRR den Wnt/B-Catenin-Signalweg durch ei-
nen reninunabhéngigen Mechanismus und steht im Gegensatz zur PRR-vermittelten RAS-
und MAPK-Aktivierung, die eine Renin/Prorenin-Bindung erfordert [115].

Der Prorenin-Antagonist PRO20 blockiert die Bindung von Prorenin an seinen Rezeptor, wobei
er jedoch die Expression des PRR nicht beeinflusst. Diese Untersuchung ermoglichte eine
wichtige Verknipfung zwischen der Bindung von (Pro)-Renin an den Proreninrezeptor und

dem intrarenalen RAAS (siehe 1.3.2). In einer durch Albumin-Uberschuss induzierten
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Nephropathie bei Ratten wurde festgestellt, dass die Plasma-Renin-Konzentration durch die
Verabreichung von PRO20 unverandert blieb. Allerdings verringerte sich die Renin-mRNA im
Nierenkortex sowie die renale Renin-Konzentration im Urin. Ebenso blieb die Plasma-Angio-
tensin-ll-Konzentration unverandert, wahrend die Angiotensin-lI-Konzentration im Urin ab-
nahm. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass PRO20 hauptsachlich das intrarenale
RAAS hemmt und dadurch einen nephroprotektiven Effekt erzielt. AuRerdem kann geschluss-
folgert werden, dass nicht Renin, sondern vermutlich Prorenin die entscheidende treibende
Kraft fur das intrarenale RAAS darstellt, da sich die Renin-Plasma-Konzentration bei den Rat-
ten, die mit PRO20 behandelt wurden, nicht verandert hat, sich jedoch die kortikale Renin
MRNA verringert hat [116]. In neuerer Zeit hat der Proreninrezeptor (PRR) viel Beachtung
gefunden, da er ein vielversprechendes neues therapeutisches Ziel fur Herz-Kreislauf- und
Nierenerkrankungen darstellen kénnte. Die Anwendung des PRO20-Inhibitors bspw. bei einer
Adrimycin-induzierten Nephropathie, zeigt eine schitzende Wirkung gegen Podozytenscha-
den. Dieser protektive Effekt basiert auf der Unterdriickung der intrarenalen RAAS-Aktivierung
und der Verhinderung der Hochregulierung der Expression von Nox4 und TRPC6 [117].

1.3.2 Lokales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Neben dem klassischen, zirkulierenden RAAS, existieren in unterschiedlichen Geweben auch
lokale RAAS [118], unter anderem in der Nebenniere [119], im Herz [120], im Gehirn [121], im
Pankreas [122], in den Fortpflanzungsorganen [123,124], im Fettgewebe [125] und in der Niere
[126]. Dabei liegt der Fokus aber nicht auf dem Vorhandensein aller einzelnen Komponenten
des RAAS in diesen Geweben, sondern vielmehr auf der funktionellen Bedeutung der lokalen
ANG II-Synthese und ihrer Wirkung [118]. Die lokalen RAAS Uben in den einzelnen Organen
unterschiedliche Funktionen aus. In manchen Geweben wird das lokale RAAS unabhangig
vom systemischen RAAS reguliert. Dies lasst sich daran erkennen, dass beispielsweise eine
Nephrektomie keinen Einfluss auf die Konzentrationen von ANG Il in den Nebennieren und im
Gehirn hat, sondern dass die ANG Il Konzentration dort gleich bleibt oder sogar ansteigen
kénnte [118,127,128]. In manchen anderen Organen dagegen scheint es eine enge Wechsel-
wirkung zwischen dem lokalen und dem systemischen RAAS zu geben, wie zum Beispiel im
Herz. Dort wird Renin oder Angiotensinogen aus dem Blutkreislauf aufgenommen und lokal
gespeichert, um fir die lokale ANG II-Synthese zur Verfigung zu stehen [118].

Die Tatsache, dass die Gewebekonzentration von ANG Il in der Niere hoher ist als die Kon-
zentration, die durch den arteriellen Blutfluss geliefert wird, deutet darauf hin, dass die Niere
ein eigenstandiges lokales RAAS besitzt [129,130]. In der Niere sind alle Komponenten vor-
handen, die zur Bildung von ANG Il erforderlich sind. Wahrend die Angiotensinogen-Bildung
im systemischen RAAS hauptséachlich der Leber zugeschrieben wird, wurde festgestellt, dass
auch proximale Tubuluszellen in der Niere Angiotensinogen produzieren und ins
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Tubuluslumen abgeben kénnen [130,131]. Angiotensinogen wird daraufhin von (Pro)-Renin
enzymatisch zu ANG | gespalten. Die juxtaglomerularen Zellen stellen eine Quelle von (Pro)-
Renin dar, das intrarenal wirkt [130]. (Pro)-Renin wird von den juxtaglomerularen Zellen frei-
gesetzt und an das Niereninterstitium abgegeben. Dort findet die intrarenale Bildung von ANG
| statt [33,62]. Die Renin mRNA und Proteinexpression wurde auch in proximalen und distalen
Nephronsegmenten nachgewiesen [130,132,133]. Allerdings wird dort die Renin-Freisetzung
hdchstwahrscheinlich gegenséatzlich zum systemischen RAAS reguliert. Gonzalez et al. haben
in ihren Studien gezeigt, dass Vasopressin und ANG Il keine hemmende Wirkung auf die
Renin-Sekretion in Sammelrohrzellen haben, sondern stattdessen zu einer Stimulation der
Renin-Freisetzung fiihren [134]. Neben ANG Il gibt es auch Anzeichen daflr, dass Signalwege
von PGE2/EP4 den PRR und die lokale Produktion von (Pro)-Renin in den Sammelrohrzellen
aktivieren kdnnen [126]. Auch renale interstitielle Zellen, wie Perizyten [135] und Fibroblasten
[136,137] exprimieren Renin mRNA. Es ist noch unklar, ob es eine Verbindung zwischen der
Renin-Produktion in den interstitiellen Zellen und den Renin-produzierenden Zellen im Tubulus
gibt und welchen Einfluss dies auf das lokale RAAS hat.

Das Angiotensin-I-Konversions-Enzym (ACE) ist in der menschlichen Niere vorwiegend im
proximalen Tubulus lokalisiert. Bei Ratten hingegen wurde das Enzym hauptséchlich in den
vaskularen Endothelzellen der Niere nachgewiesen [130]. Es katalysiert die Spaltung von ANG
I zu ANG II. Ein Teil des ANG Il kann durch eine AT1-Rezeptor vermittelte Endozytose inter-
nalisieren und dadurch in Zellen akkumulieren, was dazu fuhrt, dass es vor einem raschen
Abbau durch endotheliale Peptidasen geschiitzt ist [138]. Der weitere Teil des ANG Il befindet
sich hauptsachlich in der interstitiellen und tubularen Flissigkeit [139]. Die AT1-Rezeptor- Ex-
pression wurde in allen tubularen und vaskuldren Segmenten der Rattenniere identifiziert, wo-
bei die héchste Expression im Gefal3system der Nierenrinde und in den proximalen Tubuli der
auRReren Medulla zu finden war [140]. Viele der pathophysiologischen Wirkungen der AT1-R-
Aktivierung werden durch lokal erzeugtes und nicht durch zirkulierendes ANG Il ausgeldst [35].
Es wird angenommen, dass die Aktivierung des intrarenalen RAAS bei der Progression von
Nierenerkrankungen eine entscheidende Rolle spielt. Eine starke Aktivierung des intrarenalen
RAAS ist ein Risikofaktor bei der Entstehung von Bluthochdruck und Nierenschaden [33]. Das
intrarenale RAAS wird unter chronischen Nierenerkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes mel-
litus starker aktiviert [141]. Ein hoher Glukosegehalt erhéht den intrarenalen Angiotensinogen-
Spiegel [33,133] und die Prorenin-Produktion der Tubuluszellen [142]. Beides fuhrt zur ver-
starkten Bildung von ANG Il in der Niere. Eine hohere ANG Il Konzentration kann die lokale
Expression von Angiotensinogen und die Bildung von (Pro)-Renin aus Sammelrohrzellen be-
gunstigen [133]. Dadurch wird die Bildung von ANG II in der Niere weiter stimuliert, was im
Gegensatz zur normalen Ruckkopplungsreaktion steht [126]. Tatsachlich haben mehrere kli-

nische Studien gezeigt, dass Arzneistoffe, die das RAAS blockieren, im Vergleich zu anderen
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blutdrucksenkenden Medikamenten eine nephroprotektive Wirkung zeigen [130,143,144]. Al-
lerdings erlauben diese Studien keine Unterscheidung zwischen den Effekten des zirkulieren-
den und des lokalen RAAS, da RAAS Inhibitoren beide Systeme blockieren, so dass weiter-
fuhrende Untersuchungen zum besseren Verstandnis der Bedeutung beider RAAS notwendig

sind.

1.4 Interstitium und interstitielle Zelle

Das renale Interstitium befindet sich im Nierenparenchym zwischen den vaskularen und tu-
bularen Basalmembranen. Es umfasst sowohl extrazellulére fibrillare Strukturen, Proteogly-
kane, Glykoproteine und interstitielle Flissigkeit, als auch zellulare Verbéande. Dabei erfullt das
Interstitium in der Niere jedoch nicht nur eine passive Stitzfunktion fur die tubularen und vas-
kuldren Kompartimente, sondern nimmt auch eine entscheidende Rolle bei der Kommunika-
tion und dem Stoffaustausch zwischen den verschiedenen Strukturen ein [145]. Seine Vertei-
lung innerhalb der Niere variiert: in der Rinde macht es etwa 8 % des gesamten Parenchym-
volumens aus, in der inneren Medulla bis zu 40 % [146].

Die interstitiellen Zellen in der Niere kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden: die residenten
und die nicht-residenten Zellen, welche aus dem Knochenmark stammen. Zur ersten Gruppe
gehodren hauptsachlich Fibroblasten und Perizyten. Diese Zellen sind unter anderem die
Hauptproduzenten der extrazellularen Matrix in der Niere und stehen somit in engem Zusam-
menhang mit dem Fortschreiten der Fibrose bei chronischen Nierenerkrankungen. Die nicht-
residenten Zellen, wie dendritische Zellen, Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten, bilden
die zweite Gruppe. Diese Zellen tragen entscheidend zur Immunabwehr in der Niere bei
[146,147]. Fibroblasten weisen ein sternformiges Aussehen auf und ihre Auslédufer suchen
Kontakt zu den Tubuluszellen. Im Gegensatz dazu bilden Perizyten, die sich hauptsachlich im
Nierenmark entlang den Vasa recta befinden, zwar auch Fortsatze aus, teilen jedoch mit den
Kapillarendothelzellen eine gemeinsame Basalmembran, wodurch sie sich von den Fibroblas-
ten unterscheiden. Untersuchungen zur Ultrastruktur haben gezeigt, dass sich kortikale von
medullaren Fibroblasten unterscheiden, da medulléare Fibroblasten ein feineres Netzwerk mit
den Tubuluszellen bilden. Fibroblastenpopulationen der Niere wurden anhand von Fibroblas-
tenmarkern definiert, um sie hinsichtlich ihrer Funktion differenzieren zu kdnnen. Neben vielen
anderen Fibroblastenmarkern ist einer dieser Marker der PDGF-Rezeptor  [146]. Es ist be-
kannt, dass die renalen Zellen, die den PDGFR 3 exprimieren, die Hauptquelle fur die Eryth-
ropoietin (EPO) Produktion im menschlichen Korper darstellen und zwar in einem Ausmalfd von
etwa 90 % [146,148]. Die Expression von renalem EPO wird hauptséchlich durch einen ver-
ringerten Sauerstoffgehalt im Blut stimuliert. Eine enge Verbindung besteht zu dem membran-
gebundenen Enzym Ekto-5"-Nukleotidase (CD73), welches vor allem in kortikalen Fibroblasten
exprimiert wird und ebenfalls durch Hypoxie stimuliert wird [149]. Dieses Enzym spaltet
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Adenosinmonophosphat (AMP) in Adenosin und Phosphat auf. In der Niere fungiert Adenosin
als Autakoid, welches die afferente Arteriole kontrahiert und die Renin-Ausschittung hemmt
(siehe 1.2.4.7) [150]. Durch diese Funktion verringert das Enzym intrarenal die Arbeitsbelas-
tung der Niere und schiitzt sie vor Schaden durch Hypoxie. Zusatzlich haben verschiedene
Studien gezeigt, dass Adenosin die Produktion von Erythropoetin stimuliert [151]. Des Weite-
ren ist bekannt, dass die PDGFR [ positiven Zellen auch Renin produzieren kdnnen [136,137].
Wie die juxtaglomerulédren Renin-produzierenden Zellen stammen auch die interstitiellen Fib-
roblasten und Perizyten der Niere aus der FoxD1+ stromalen Vorlauferzellpopulation ab [152].
Diese Zellen weisen einen hohen Grad an Plastizitat auf, sie konnen sowohl Renin als auch
EPO unter verschiedenen Bedingungen exprimieren. Dies kénnte der Grund dafir sein, dass
einige Renin-bildende interstitielle Zellen im andmischen Hypotonie-Mausmodell EPO mitex-
primieren [153]. Jedoch wurde auch beobachtet, dass die EPO-Produktion bei chronischen
Nierenerkrankungen, welche mit einer chronischen Hypoxie einhergehen, abnimmt [146,154].
Dagegen steigt die Anzahl von interstitiellen Renin-exprimierenden Myofibroblasten, wie in ei-
nem experimentellen Fibrosemodell beobachtet wurde [136]. Die Ursachen fiir die Induktion
von Renin in den interstitiellen Zellen sind bislang nur unzureichend erforscht und sollen im

Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.5 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Eine chronische Nierenerkrankung (CKD), die als Zustand eines voranschreitenden Nieren-
funktionsverlusts definiert wird, betrifft weltweit etwa 8-16 % der Bevoélkerung. Zu den Haupt-
merkmalen gehdren eine verminderte Filtrationsrate der Niere und eine erhéhte Albuminaus-
scheidung, die mit erhéhter Gesamtmortalitdt und dem Risiko fur terminales Nierenversagen
einhergehen [155]. Die Fibrose spielt bei der CKD auf verschiedenen Ebenen eine Schlissel-
rolle. Bei einer fibrotischen Erkrankung handelt es sich um einen dynamischen und komplexen
Prozess, der durch eine tberschissige Ansammlung von extrazellularer Matrix gekennzeich-
net ist. Dieser Vorgang fuhrt zur Ausbildung von Vernarbungen, einer Verkleinerung des funk-
tionellen Nierengewebes und letztendlich zu einem Funktionsverlust der Niere [156]. Die Fib-
rose ist bei der CKD ein fortschreitender Prozess, der nicht reversibel ist und nicht nur die
Niere, sondern auch das Herz schadigen kann [157]. Bei einer Schadigung der Niere erfolgt
zunéchst eine akute Entziindungsreaktion, die durch die Freisetzung von Zytokinen und das
Eindringen von Immunzellen gekennzeichnet ist. Diese Immunantwort dient dazu, auf die Ent-
zundung zu reagieren und bildet den Ausloser fur den nachfolgenden Fibroseprozess. Infol-
gedessen versucht die Niere durch weitere Reparaturmechanismen wie zum Beispiel die Ak-
tivierung des epithelialen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) der Nierenschédigung entge-
genzuwirken. Obwohl seine akute Aktivierung in den frihen Stadien der Nierenschadigung
von Vorteil ist, fihrt seine chronische Aktivierung zur Nierenfibrose [157]. Ein bedeutendes
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Ziel der Nephrologie-Forschung besteht darin, die Mechanismen, die das Fortschreiten der
Fibrose verursachen, besser zu verstehen, um neue therapeutische Ansatzpunkte zu identifi-

zieren.

1.5.1 Chronische Nierenerkrankung im Mausmodell: Adeninnephropathie

Der Mangel an dem Enzym Adenin-Phosphoribosyltransferase (APRT) ist eine seltene auto-
somal rezessiv vererbte Stérung, die zu 2,8-Dihydroxyadenin-Steinen und Nierenversagen in-
folge einer intratubuléren kristallinen Ausféllung fuhrt. APRT bewirkt, dass Adenin Uber den
sog. Purin-Salvage Pathway zu Adenosinmonophosphat umgewandelt wird. Ein Mangel an
diesem Enzym fiuhrt zu einer Akkumulation von Adenin im Kérper. Adenin wird stattdessen
durch die Xanthindehydrogenase zu 2,8-Dihydroxyadenin oxidiert, welches lber die Nieren
ausgeschieden wird und dort aufgrund seiner geringen Loslichkeit prazipitiert [158]. Dies fuhrt
zum Influx inflammatorischer Zellen, Tubulusobstruktionen und interstitieller Fibrose, verbun-
den mit einer Einschrankung der Nierenfunktion. Bei Mausen fihrt eine Ubermalige Fitterung
von adeninhaltiger Nahrung auch zu einem Uberschuss an Adenin im Koérper und zu einer
Ansammlung von 2,8-Dihydroxyadenin in der Niere, welches schlie3lich als Mausmodell einer

chronischen Nierenerkrankung verwendet werden kann [159].

1.5.2 Chronische Nierenerkrankung im Mausmodell: Diabetische Nephropathie
Diabetes mellitus ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die in zwei Gruppen unterteilt
wird: Typ-1-Diabetes und Typ-2-Diabetes. Typ-1-Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, bei
der es zu einer T-Zell-vermittelten Zerstérung der 3-Zellen in der Bauchspeicheldriise kommit.
Die B-Zellen verlieren dadurch die Fahigkeit zur Insulinproduktion, was letztendlich zu einem
absoluten Insulinmangel im Korper fuhrt. Die Entstehung dieser Erkrankung wird durch gene-
tische Veranlagungen und Umweltfaktoren beginstigt [160]. Typ 2- Diabetes ist eine Kombi-
nation aus Insulinresistenz und Insulinmangel. Die Insulinresistenz entwickelt sich durch ver-
schieden Faktoren wie Adipositas, Bewegungsmangel und metabolische Stérungen. Bei einer
Insulinresistenz reagieren die Korperzellen nicht mehr ausreichend auf Insulin. Die B-Zellen
der Bauchspeicheldriise erhéhen daraufhin die Insulinproduktion, um einen Ausgleich zu
schaffen und den Blutzuckerspiegel in dem engen Bereich zu halten, der fur normale Korper-
funktionen erforderlich ist. Wenn die Insulinresistenz anhalt, beginnen die B-Zellen entweder
aufgrund eines Gendefekts, einer Glukose- und/oder Fetttoxizitat oder einer Erschopfung zu
versagen [161,162]. Durch die Hyperglykamie kdnnen makrovaskulére, mikrovaskulare und
neurologische Komplikationen auftreten [162]. Zu den makrovaskularen Komplikationen z&h-
len vor allem Arterienerkrankungen der grof3en und mittleren Arterien [163]. Die Mikroangio-

pathie hingegen betrifft eher kleinere BlutgefalRe und zeigt hauptséchlich Auswirkungen auf
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Retina und Niere. Die Mechanismen, durch die sich die diabetische Mikroangiopathie entwi-
ckelt, sind nicht bekannt. Hochstwahrscheinlich filhren Hyperglykamie, Insulinmangel und eine
genetische Disposition zu einer solchen Erkrankung. Die diabetische Nephropathie, eine Form
der Mikroangiopathie ist die haufigste Ursache fur chronische Nierenerkrankungen in westli-
chen Landern und mit einer sehr hohen Sterblichkeit verbunden [28]. Ein Kennzeichen der
diabetischen Mikroangiopathie ist unter anderem die Verdickung der Kapillarbasalmembran
[164]. Therapeutisch behandelt man die diabetische Nephropathie neben der Einstellung des
Blutzuckers mit Wirkstoffen, die das RAAS inhibieren. Bei Patienten, die unter einer diabeti-
schen Nephropathie leiden, findet man eher niedrige Renin-Konzentrationen im Blut, dagegen
steigt die Prorenin-Konzentrationen im Plasma deutlich an [165]. Obwohl die Renin-Konzent-
ration bei Diabetikern nicht erhdht ist, sprechen sie dennoch gut auf ACE-Inhibitoren und AT1-
Rezeptor-Antagonisten an. Méglicherweise wird durch diese RAAS-Blockade vor allem die
schadliche Wirkung des Prorenins an seinem Rezeptor inhibiert [166,167]. Die verstarkte Pro-
duktion von Prorenin wird vor allem durch die Hyperglykamie hervorgerufen. Infolgedessen
wird die Aktivitat des intrarenalen RAAS gesteigert, das eine entscheidende Rolle bei der Pro-
gression der Nierenfibrose spielt [142].

Um eine diabetische Nephropathie im Mausmodell zu induzieren, wurde Streptozotocin (STZ)
verwendet. Dies fuhrt zur Schadigung der B-Zellen in der Bauchspeicheldriise und verursacht

dadurch bei den Mausen eine &hnliche Form des Typ-1-Diabetes wie beim Menschen [168].
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2 Fragestellung und Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle der Renin-Synthese und Renin-Sekretion in den in-
terstitiellen Zellen der Niere untersucht. Die interstitiellen Zellen befinden sich zwischen den
Funktionseinheiten der Niere wie den glomerularen Filtern, den Nierenblutgefafen und den
Tubuluszellen. Ein grofl3er Teil dieser Zellen exprimiert den PDGFR 8 [169,170]. Ein Zusam-
menhang zwischen der PDGFR B-Expression und der Expression von Renin in interstitiellen
Zellen besteht [137]. Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass intersti-
tielle Zellen unter diabetischen Bedingungen (STZ-diabetisches Mausmodell) im Vergleich zu
physiologischen Bedingungen vermehrt Renin mRNA exprimieren [142]. Die Renin-Expres-
sion in interstitiellen Zellen ist in Bereichen, die von Nierenfibrose betroffen sind, deutlich aus-
gepragt. Die fortschreitende Fibrose, wie sie bei einigen Nierenerkrankungen wie der diabeti-
schen Nephropathie beobachtet wird, ist auf die gesteigerte Aktivitat des intrarenalen RAAS
zurtickzufuihren [167]. Es ist daher eine plausible Erklarung, dass die gesteigerte Renin-Pro-
duktion in interstitiellen Zellen bei Nierenerkrankungen auf die Einbindung in das intrarenale
RAAS zuruckzufiihren ist.

Ausgehend von der Tatsache, dass interstitielle Zellen unter pathologischen Bedingungen ver-
mehrt Renin exprimieren, zielt mein Projekt darauf ab, die funktionelle Rolle des interstitiellen
Renins, insbesondere bei Nierenerkrankungen, zu kléaren [136].

Die drei zentralen Fragestellungen der vorliegenden Arbeit lauten wie folgt:

1.) Welche Bedeutung hat das interstitielle Renin unter physiologischen Bedingungen?

2.) Welcher Ausl6ser fihrt in Nierenerkrankungen zu einer gesteigerten Expression von
Renin in interstitiellen Zellen?

3.) Tréagt die Renin-Expression in den interstitiellen Zellen direkt zur Entstehung und dem
Fortschreiten der Fibrose bei oder ist sie lediglich eine unbedeutende Folge der Fib-
rose?

Ob das interstitielle Renin einen bislang unbekannten Einfluss auf das intrarenale RAAS aus-
ubt und somit eine potentiell krankheitsférdernde Wirkung besitzt, soll in der vorliegenden Ar-
beit untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Knockout-Mause mit einer zellspezifischen
Deletion von Renin in interstitiellen Zellen (PDGFR B -Cre/Ren KO) erzeugt.

Ich werde in dieser Arbeit funktionelle, histologische und molekulare Veranderungen zwischen
Wildtyp- und Knockout-Méausen unter physiologischen und pathologischen Bedingungen mit-

einander vergleichen [18].
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Haltung der Versuchstiere

Alle fur diese Arbeit erforderlichen Tierversuche wurden gemaf den ,,Guidelines for the care
and use of animals in research“ des National Institutes of Health (NIH) durchgefuhrt und von
den ortlichen Tierschutzbehdrden genehmigt. Alle Mause wurden unter optimalen Bedingun-
gen gehalten, d. h. bei einer konstanten Raumtemperatur von 23 °C, einer relativen Luftfeuch-
tigkeit von 55 £ 5 % und einem 12-Stunden-Dunkel-Licht-Zyklus. Standard-Nagerfutter (0,6%
NaCl, Ssniff, Deutschland) und Wasser wurden ad libitum zur Verfigung gestellt, sofern nicht

anders angegeben. Die Mause wurden auf einem C57/BL6-Hintergrund gezilchtet.

3.1.2 Verwendete Mauslinien

Fur die vorliegende Arbeit wurden folgende Mauslinien verwendet und miteinander verpaart:

- PDGFR-B-Cre: PDGFR-Btm1.1 (cre/ER™), Csln, Jackson Laboratory, Stock #: 030201
[171]

- mTmG-Reporter: Gt(ROSA)26Sorm4ACTB-dTomato EGFP)LUoN) Jackson Laboratory, Stock #:
007576 [172]

- Reninl™flex: generiert in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Dr. Vladimir Todorov, Nephro-

logie, Universitatsklinikum Dresden

3.1.3 Generierung der Ren 1 flox Mause

Zur Generierung der gefloxten Renin (Ren) 1 Maus wurden murine embryonale Stammzellen
(ES-Zellen) mit gezielt verandertem Ren 1°-Locus (JM8A1.N3) vom European Mouse Mutant
Cell Repository (EUMMCR), Helmholtz Zentrum in Minchen bezogen. Der fir die homologe
Rekombination von ES-Zellen verwendete Targeting-Vektor enthielt neben den 5'- und 3'-ho-
mologen Armen, eine Targeting-Kassette mit einem Neomycinresistenzgen, sowie eine lacZ-
Reportersequenz (flankiert von FRT-Flippase-Rekombinationsstellen). Zwei folgende LoxP-
Erkennungssequenzen flankierten die Exons 5 - 8 des Maus-Ren1“Gens.

Das Einbringen der mutanten JM8A1.N3 Zellen in C57BL/6NCrl Embryos im 8-Zell-Stadium
erfolgte mittels Laser-Mikroinjektion (XY-Clone Hamilton Thorne) am Max-Planck-Institut fir
Molekulare Zellbiologie und Genetik (MPI-CBG) in Dresden. Die so entstandenen chiméaren
Mause wurden mit C57BL/6NCrl-Mé&usen zuriickgekreuzt. Um die Anwesenheit des Targeting-

Konstrukts zu Uberprifen, wurde eine PCR mit folgenden Primern durchgefiihrt:
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Renl-5'arm: 5-CAG CCT CCT TGGCAG CTT CTA GCC-3*

Renl-3'arm: 5-ACT GTC AAC ACC TCT ATG CTT GGG-3"

Die PCR-ProduktgréRen betrugen 519 bp fur das Wildtyp-Allel und 392 bp fur das mutierte
Zielallel. Heterozygote Méuse, die das Targeting-Konstrukt in sich trugen, wurden mit einem
Flippase-Deleterstamm (flpo, verbesserte Flippase [173]) gekreuzt, um die FRT-flankierte Tar-
geting-Kassette auszuschneiden. Die FIpo-Rekombination wurde mittels PCR, unter Verwen-
dung der oben gelisteten Primer Renl-5'arm und Renl-3'arm, Uberprift. Dabei ergaben sich
Produktgrof3en von 519 bp fur das Wildtyp-Allel und 667 bp fur das gefloxte Allel. Nach globaler
Deletion der Targeting-Kassette wurde das Flpo-Transgen durch weitere Kreuzungsschritte
entfernt. Die resultierende Mauslinie (Renin1f°¥oX) pesitzt zwei LoxP-Erkennungssequenzen,
die die Exons 5-8 des Renl°-Gens flankieren. Durch Cre-induzierte Rekombination werden
die gefloxten Exons ausgeschnitten und das Reninmolekil verliert einen wichtigen Bestandteil
seines aktiven Zentrums, was in Folge zu einem Verlust der enzymatischen Aktivitat fuhrt
[142].

3.1.4 Generierung von PDGFR B Cre Ren 1 f¥iox Mause (im Folgenden:
PDGFR B Ren KO)

Die Generierung von Mausen, denen das Ren 1 Gen in interstitiellen Zellen fehlt, erfolgte an-
hand des Cre-LoxP-Systems. Hierzu wurden gefloxte Ren 1 Mause mit Mausen verpaart, die
die Cre-Rekombinase unter dem PDGFR B-Promotor exprimieren. Die PDGFR 8 Cre-Mause
exprimieren ein Cre-ER™-Protein in PDGFR B positiven Zellen. Das Cre-ER™-Protein befindet
sich im Zytoplasma und kann erst nach Exposition gegentiber Tamoxifen in das Kernkompar-
timent gelangen. Nach der Verpaarung von PDGFR 3 Cre Mausen mit Mausen, die eine loxP-
flankierte Sequenz tragen, kann durch Induktion mit Tamoxifen die Deletion der floxierten Se-
guenzen erfolgen. Der zugrunde liegende Mechanismus beruht darauf, dass die Cre-Rekom-
binase die LoxP-Markierungen (in diesem Fall das Reningen) erkennt und das dazwischenlie-
gende DNA-Fragment herauslost. Anschlie3end wird das herausgeloste Produkt abgebaut.
Da die Cre-Rekombinase in den interstitiellen Zellen der Niere unter der Kontrolle des PDGFR
B-Promotors exprimiert wird, bleibt die Genexpression von Renin in den juxtaglomerularen

Zellen und Tubuluszellen der Niere unverandert [174].

3.1.5 Generierung von PDGFR B Cre Reporter Mause (im Folgenden: PDGFR

B tomato)
PDGFR B Cre Reporter Mause (im Folgenden PDGFR 8 tomato Mause) wurden einerseits in
Zellkultur-Experimenten eingesetzt und ermoglichten andererseits die Uberpriifung der Effizi-

enz und Lokalisation der Rekombination der PDGFR B-Cre-Mause. Sie wurden durch
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Kreuzung von PDGFR B Cre Mausen und mTmG Mausen generiert. Die PDGFR (3 tomato
Maus ist eine doppelt fluoreszierende Cre Reportermaus. Vor der Induktion mit Tamoxifen
exprimiert sie in allen Zellen das membranstandige Tandem-DimerTomato (mT), wahrend sie
nach der Rekombination ausschlieRlich in den PDGFR B-positiven Zellen das membranstan-
dige griun fluoreszierende Protein (mG) exprimiert. Alle anderen Zellen behalten die Expres-

sion des rot fluoreszierenden Tomato-Gens bei [175,176].

3.1.6 Genotypisierung der Mause

Im Alter von drei bis vier Wochen wurden die Versuchstiere von den Elterntieren abgesetzt
und mit Léchern oder Kerben am Ohr markiert. Aus diesen Gewebsproben wurde genomische
DNA isoliert und mithilfe der PCR Analyse der Genotyp bestimmt. Nachdem die Tiere getétet
wurden, wurde von der Schwanzspitze eine Biopsie entnommen und eine Kontrollgenotypisie-
rung durchgefihrt.

3.1.7 Induktion der PDGFR B Ren1 WT/KO und PDGFR  tomato Mause

Die Aktivierung der Cre-Rekombinase wurde in den PDGFR B Ren KO/WT und den PDGFR
B tomato Méausen uber Tamoxifen (TMX), einen selektiven Ostrogenrezeptormodulator [177],
initiiert. Die Cre-ER-Rekombinasen der Versuchstiere sind mit mutierten hormonbindenden
Domaénen des Ostrogenrezeptors kombiniert. Die Aktivierung durch 4-OH-Tamoxifen der Cre-
Rekombinase kann zeitlich reguliert werden [178]. Ab einem Alter von 8 Wochen wurde den
Versuchstieren Uber 4 Wochen TMX-haltiges Futter (400 mg/kg Tamoxifen-Citrat) (ssniff-Spe-
zialdiaten) verabreicht. Das Futter wurde in dieser Zeit ad libitum angeboten. Danach folgte
eine mindestens 2-wdchige ,TMX-Auswaschphase® mit Standard-Nagerfutter, um mdgliche
akute Auswirkungen oder Nebenwirkungen von Tamoxifen auf die Versuchstiere auszuschlie-

Ren.

3.1.8 Behandlung mit Adeninfutter (0,2 %)

Nach der Tamoxifen-Induktion und der mind. 2-wdchigen Auswaschphase wurden die PDGFR
B Ren WT/KO Mause (Mannchen) 3 Wochen lang mit adeninhaltiger Nahrung (0,2 % Adenin)
(Altromin Spezialfutter) ad libitum gefittert und unmittelbar danach getétet, Organe entnom-

men und perfusionsfixiert (siehe 3.1.16).

3.1.9 Behandlung mit Streptozotocin (STZ) (low-dose)

Nach der Induktion mit Tamoxifen und der mind. 2-wéchigen Auswaschphase wurde den
PDGFR B Ren WT/KO Méausen (Mannchen) intraperitoneal STZ gemaf dem Protokoll des
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AMDCC (Animal Models of Diabetic Complications Consortium) [179] verabreicht. Die Mause
waren fir mindestens vier Stunden vor jeder intraperitonealer Gabe mit STZ nuchtern. 15
mg/ml STZ wurden im Citratpuffer gelost und innerhalb von 10-15 min in einer Dosis von 55
mg/kg KG mit Hilfe einer Insulinspritze intraperitoneal appliziert. Die Injektion der STZ-L6sung
erfolgte an 5 aufeinander folgenden Tagen. Nach 5 Tagen wurde der Plasmaglukosespiegel
mithilfe eines Blutzuckermessgeréats bestimmt. Bei einem Plasmaglukosespiegel tber 300
mg/dl (bzw. 16,65 mmol/l) wurde das Tier als diabetisch klassifiziert. 12 Wochen nach Injekti-
onsbeginn wurden die Tiere getotet, die Organe perfusionsfixiert (siehe 3.1.16) und entnom-

men.

3.1.10 Behandlung mit Isoproterenol [180]

Nach der ersten Blutentnahme erhielten die induzierten PDGFR 3 Ren WT und KO Mause
eine einmalige Injektion von Isoproterenol (10 mg/kg Koérpergewicht, intraperitoneal verab-
reicht, in isotonischer NaCl Losung). Genau 50 Minuten nach der Injektion wurde von jeder
Maus Blut durch Punktion der Vena facialis entnommen. Das Blut wurde weiterverarbeitet
(siehe Kapitel 3.1.12).

3.1.11 Behandlung mit Enalapril und Niedrigsalz-Diat

Die induzierten PDGFR 3 Ren WT/KO Mause erhielten eine Woche nach der Isoproterenol-
Injektion eine salzarme Diat (ssniff-Spezialdidten GmbH) mit einem Natriumchloridgehalt von
< 0,03 %. Nach einer Eingewdhnungszeit von 4 Tagen wurden sie fur weitere 7 Tage sowohl
mit der salzarmen Diéat als auch mit dem ACE-Inhibitor Enalapril behandelt. Die Dosierung von
Enalapril betrug 50 mg/l im Trinkwasser. AnschlieRend wurden die Tiere get6tet und perfusi-
onsfixiert (siehe 3.1.16).

3.1.12 Blutabnahme

Bei den wachen Mé&usen wurde vor, wahrend und am Ende des Tierversuchs Blut aus der
Vena facialis unter Verwendung einer 22 G Kanile entnommen. Anschliel3end wurde das Voll-
blut in eine EDTA-Kapillare Uberfihrt, die mit Critoseal verschlossen wurde. Daraufhin wurden
die Kapillaren in einer Zentrifuge bei 8000 rpm fir 6 Minuten zentrifugiert, um das Plasma von
den Blutzellen zu trennen. Nach der Zentrifugation wurde der Hamatokritwert gemessen, das
gewonnene Plasma in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} transferiert und bei einer Temperatur von -

20°C zur weiteren Analyse aufbewahrt.
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3.1.13 Spontanurin

Die Mause wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen vormittags, sowie nachmittags in eine
saubere Plastikbox mit Deckel gesetzt. Wenn die Mause nach 15 Minuten in der Box nicht
spontan urinierten, wurden sie zurtick in den Kéafig gesetzt und der Vorgang wurde am néchs-
ten Tag wiederholt. Der Spontanurin wurde in ein 1.5 ml Reaktionsgefaf? tberfuhrt und bei -20

°C fur weitere Analysen aufbewabhrt.

3.1.14 GFR-Messung

Die glomerulare Filtrationsrate-(GFR)-Messungen wurden von Dr. Anna Federlein und Dr. Phi-
lipp Tauber durchgefiihrt. Dazu wurden die Tiere am Vortag unter Narkose (3 % iges Isofluran-
Sauerstoffgemisch) am Rucken rasiert. Noch verbliebene Haare wurden mithilfe einer Enthaa-
rungscreme (Veet) (Einwirkzeit 3 min) und warmen Wasser entfernt. Die GFR-Messungen am
nachsten Tag erfolgten mit der transdermalen GFR-Technologie (MediBeacon Inc., Mann-
heim, Deutschland). Dazu wurde unter 2 %iger Isofluran- Sauerstoffgemisch-Narkose der
GFR-Monitor auf der rasierten Haut installiert und das Hintergrundfluoreszenzsignal zunéachst
5 Minuten lang gemessen, bevor Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiertes Sinistrin (15
mg/100 g KG in NaCl 0,9 %) in die Schwanzvene injiziert wurde. Nach der Injektion wurden
die Tiere einzeln in Kafige gesetzt und das Fluoreszenzsignal flir 90 Minuten gemessen. Die
Mause waren dabei wach und in ihrer Bewegungsfreiheit nicht eingeschrankt. Die aufgezeich-
nete Clearance von FITC-Sinistrin wurde zur Berechnung der Ausscheidungshalbwertszeit
t1/2 von FITC-Sinistrin gemafl den Anweisungen des Herstellers verwendet (MPD Studio2
Software; Filter zur Entfernung von Artefakten; 3-Kompartiment-Modell mit linearer Korrektur).
FITC-Sinistrin t1/2 wurde mit einem mausspezifischen Umrechnungsfaktor in die GFR umge-
rechnet: GFR [pl/min/100 g KG] = 14616,8 [ul/100 g KG]/t1/2 [min] [181,182].

3.1.15 Blutdruck-Messung mithilfe Tail Cuff Plethysmographie

Diese nicht-invasiven Blutdruckmessungen wurden an Mausen mittels Schwanzmanschette
durchgefuhrt (“tail-cuff Methode®). Hierflir wurden die Mause in einer Kammer fixiert, die zuvor
auf eine Temperatur von 37°C aufgewarmt wurde. Die Blutdruckmanschette wurde in der Nahe
von der Schwanzwurzel der Maus angelegt, distal davon wurde die Messsonde platziert. Die
Messsonde besteht aus einem Infrarot-Leuchtdioden-Pulssensor, der gleichzeitig auch die
Lichtdurchlassigkeit des Schwanzes der Maus messen kann. Durch Druckschwankungen auf-
grund des Blutvolumenstroms andert sich die Lichtdurchlassigkeit der Schwanzarterie der
Maus. Die Lichtdurchlassigkeit wird durch einen Optosensor registriert und in ein elektrisches
Signal umgewandelt [183]. Die Schwanzmanschette wird aufgeblasen und kann damit den

Blutfluss sperren. Wenn die Messsonde kein Signal mehr detektieren kann, wird der Wert des
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systolischen Blutdrucks in mmHg mithilfe eines Barometers abgelesen. Dieser Barometer
wurde zuvor an das Gerat kalibriert. Die Herzfrequenz wurde aus dem gemittelten Pulssignal
berechnet. Zur Eingewdhnung wurden die Versuchstiere zuvor tUber den Zeitraum von einer
Woche téaglich in die Blutdruckkammern gesetzt, die gemessenen Werte jedoch nicht verwen-
det. Daraufhin wurde zweimal an 5 aufeinander folgenden Tagen pro Maus 8 Messungen
durchgefuhrt und ein Mittelwert dieser Messungen flr die Auswertung der Ergebnisse verwen-
det.

3.1.16 Perfusionsfixierung mit Paraformaldehyd (PFA)

Im Rahmen der histochemischen Untersuchung wurden sowohl beide Nieren als auch nur eine
Niere der Versuchstiere unter Verwendung einer 4 %igen PFA-LOsung perfusionsfixiert. Diese
Fixierung erfolgte mit der Unterstiitzung von Robert Gétz. Die nicht perfundierte Niere wurde
fur die mMRNA Messungen aufbewahrt. Die Nieren der Versuchstiere, die unter physiologischen
Bedingungen miteinander verglichen wurden, wurden fur Protein und mRNA Messungen ver-
wendet. Dabei erfolgte keine Perfusionsfixierung, sondern lediglich eine Durchsptlung der
Nieren mit einer 0,9 %igen Kochsalzlésung. PFA ist ein kurzkettiges Polymer des Formalde-
hyds und wirkt Gber eine Quervernetzung von Proteinen. Dies bewirkt nicht nur eine Inaktivie-
rung von autolytischen Enzymen, sondern auch eine Stabilisierung der zellularen Strukturen
in der Niere.

Fur die Perfusionsfixierung wurden die Versuchstiere zunachst mit einer Kombination aus Ke-
tamin (80 mg/kg KG i.p.) und Xylazin (10 mg/kg KG i.p.) anasthesiert. Die analgetische Kom-
ponente der Narkose wurde durch Buprenorphin (0,05 mg/kg KG s.c. 1 h pra-op) verstarkt.
Anschliel3end wurde die Bauchdecke der Maus gedffnet und ein Katheter in die Aorta abdo-
minalis gelegt. Mesenterialarterie und Aorta oberhalb der Nierenarterie wurden abgebunden.
Das Offnen der Vena cava dient dazu, dass das Perfusat abflieRen kann. Zunachst wird mit
einer 0,9 %igen 37°C warmen NaCl-L6sung infundiert, um die Erythrozyten aus dem Gewebe
zu entfernen. AnschlieBend wurde mit 37°C warmen PBS nachgesptilt. Daraufhin erfolgt die
Perfusionsfixierung bei einem konstanten Druck von 100 mmHg mit einer 37°C warmen PFA-
Losung. Nach der Perfusion wurde die Niere entnommen, Nierenkapsel entfernt, transversal
halbiert, in ein 2 ml Reaktionsgefald tberfuhrt und Gber Nacht in 4 %iges PFA zum Nachhérten

gelegt.

3.1.17 Isoliert perfundierte Niere mit Brefeldin A
Die isolierte Nierenperfusion mit Brefeldin A wurde mithilfe von Robert Gtz durchgefihrt. Fir
die isolierte Nierenperfusion wurden die Mause durch zervikale Dislokation getdtet. Es wurde

die Bauchdecke geotffnet, die Aorta mit einem kleinen Einschnitt versehen und eine stumpfe
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Perfusionskantle bis zur Abzweigung der Nierenarterie vorgeschoben und mit einer Einbinde-
ligatur fest eingebunden. Die Abbindeligaturen (4) und (2) wurden geschlossen und der Per-
fusionsfluss gestartet. Aorta und Vena cava oberhalb der Leber bzw. unterhalb des Zwerchfells
wurden durchtrennt. Perfusionsfluss wurde auf 100 mmHg eingestellt und die perfundierte
Niere herausgeschnitten. Danach wurde ca. 2/3 der Leber entfernt und die Einbindeligatur (6)
Vena cava unterhalb der Leber wurde gelegt. Innerhalb der Leber wurde ein Katheter in die
Vena cava eingefiihrt und bis zur Nierenvene vorgeschoben. Die Abbindeligatur (5) wurde
geschlossenen. Perfusat flie3t nun mit 100 mmHg durch die Niere und kann Uber den Katheter
in der Vena cava gesammelt werden.

Nun konnte die ex vivo Perfusion mit einer Brefeldin A-Losung fir 3,5 Std. in der thermostati-
sierten feuchten Kammer stattfinden. Anschlie3end wurde die Niere mit einer 37 °C warmen
0,9 % igen NaCl-Loésung durchspilt und 3 Minuten mit einer warmen 4% igen PFA-LOsung
fixiert. Nach der Perfusion wurde die Niere entnommen, Nierenkapsel entfernt, transversal
halbiert, in ein 2 ml Reaktionsgefald uberfuhrt und tber Nacht in 4 %igem PFA zum Nachharten
gelegt [184].

3.2 Histologie

3.2.1 Paraffineinbettung

Die perfundierten Nieren, die tGber Nacht in 4 % iger PFA-LGsung nachfixiert worden waren,
wurden am néchsten Tag durch eine Alkoholreihe mit steigender Konzentration schrittweise
entwassert und gleichzeitig gehartet (siehe Anhang Protokolle).

Im Anschluss daran wurden die Nierenhalften in Paraffin 24 Stunden lang bei einer Temperatur
von 60°C aufbewahrt. Am néchsten Tag wurden sie in frisches Paraffin transferiert und erneut
Uber Nacht bei 60°C gelagert. Schlie3lich wurden sie in Silikon-Kautschuk-Einbettformen ge-
legt, die mit warmem Paraffin gefillt waren. Innerhalb weniger Stunden wurde das Paraffin bei
Raumtemperatur ausgehartet, so dass die Paraffinblocke mit den eingebetteten Nieren fir
Schnitte am Mikrotom verwendet werden konnten. Die Gewebeschnitte wurden mit einer
Schnittdicke von 5 pm von einem 37°C warmen Wasserbad auf einen Objekttrager aufge-
bracht und Gber Nacht getrocknet.

3.2.2 Immunofluoreszenz- Farbungen- Paraffinschnitte

Die getrockneten Objekttrager wurden im ersten Schritt entparaffiniert und rehydriert.

- Roti-Histol 2x 10 min
- Isopropanol abs. 1x 5 min
- 96 % Isopropanol 1x 5 min
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- 80 % Isopropanol 1x 5 min

- 70 % Isopropanol 1X 5min
AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte kurz in destilliertes Wasser getaucht, 3-mal fir 5
min mit PBS Otto gewaschen und in einer feuchten Kammer platziert, wobei sie mit einem
Fettstift umrandet wurden. Um unspezifische Bindungsstellen von Proteinen zu minimieren,
wurden die Nierenschnitte 45 Minuten in einer Losung aus 1 % BSA und 10 % Pferdeserum
in PBS Otto blockiert. Nachdem die Blockierungslésung entfernt wurde, wurde der priméare
Antikorper in der entsprechenden Verdinnung in die Blockierungslosung pipettiert und auf die
Schnitte gegeben. Die Gewebeschnitte wurden Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer
mit der Antikorperlésung inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Objekttrager nach 3-maligem 5-minttigem Waschen mit einer 1
% igen BSA-L6sung bei Raumtemperatur mit dem sekundéaren Antikdrper und DAPI (4',6-dia-
midino-2-phenylindol) in einer Verdinnung von 1:400 in 1 % BSA fir 90 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Der sekundére Antikérper wurde zuvor in einer gekihlten Zentrifuge (4°C) zentrifu-
giert (10.000 rpm, 10 min). Danach wurden die Gewebeschnitte 3-mal je 5 Minuten mit PBS
Otto gewaschen und mit vorgewarmtem Eindeckmedium (DAKO Mounting Medium) und ei-
nem Deckglaschen konserviert (primare und sekundare Antikdrper-Verdiinnungen siehe An-
hang).

3.2.3 Immunofluoreszenz- Farbungen Gefrierschnitte

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Nieren von PDGFR 8 tomato Mausen durch
Perfusion mit einer 4 % igen PFA-L6sung fixiert und transversal halbiert, (siehe Abschnitt
3.1.16). AnschlieRend wurden die Organe in einer Losung aus 1 % PFA und 18 % Saccharose,
die als Kryoprotektivum diente, in ein 2 ml Reaktionsgefald gegeben und so lange nachfixiert,
bis sie zu Boden sanken. Danach wurden die Nierenhalften in vorgekihltem Methylbutan bei
-40°C kurz angefroren, anschlieend in flissigen Stickstoff Uberfuhrt und bis zur weiteren Ver-
wendung bei -80°C gelagert. Die gefrorenen Nierenhalften wurden in Tissue-Tek eingebettet
und auf Objekttrager mit einer Schnittdicke von 5-10 um aufgezogen. Es wurde stets darauf
geachtet, die Schnitte abzudunkeln, da ansonsten die Eigenfluoreszenz der Nierenschnitte der
Reportermause verloren gehen kénnten (Protokoll der Immunofluoreszenz-Farbung der Ge-

frierschnitte siehe Anhang).

3.2.4 Masson-Goldner-Trichrom-Farbekit
Um Fibrose im Nierengewebe der Versuchstiere nachzuweisen, wurde das Masson-Goldner
Trichom Farbekit verwendet. Am ersten Tag wurden die getrockneten Objekttrager bei Raum-

temperatur (RT) entparaffiniert und rehydriert:
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- Roti-Histol 2 x 10 min

- Ethanol 100 % 2 X 5 min
- Ethanol 96 % 2 X 5 min
- Ethanol 80 % 2 X5 min
- Ethanol 70 % 1 x5 min
- VE-Wasser 1 x5 min

Die Objekttrager wurden daraufhin in eine lichtgeschitzte und fest verschlossene Kivette, die
mit Bouin'scher Losung geflillt ist, Gberfihrt. Sie wurden dort Gber Nacht bei RT gelagert. Die
Bouin'scher Losung ist ein Fixiermittel, das aus Pikrinsaure, Formaldehyd und Essigsaure be-
steht. Die Bouin'scher Lésung wirkt als Beizmittel und stérkt die Bindung des Farbstoffs der
Fibrosefarbung an das Gewebe. Die Fibrose-Farbung erfolgte mit dem Masson-Goldner stai-

ning Kit (Sigma-Aldrich) am néchsten Tag (siehe Protokoll im Anhang).

3.3 In-situ Hybridisierung: RNAscope® 2.5 HD Reagent Kit (brown)/
RNAscope® Multiplex Fluorescent Assay

Mithilfe dieser Technologie kann die mRNA im Gewebe erkannt und genau lokalisiert werden.
Gegentber der Realtime PCR besitzt sie den Vorteil, dass man deutlich erkennen kann, in
welchem Bereich des Gewebes und in welchen Zellen die mRNA exprimiert wird [185].

Die in situ Hybridisierung wurde gemaf} dem Protokoll von ACD durchgefuhrt (siehe Protokoll
Anhang).

3.4 Mikroskopie: Licht-/Fluoreszenzmikroskopie

Die Nierenschnitte wurden mittels eines Axiovert 200M-Mikroskops mit motorisierter Objekt-
auflage zusammen mit der Software ZEN 3.0 (blue edition) 2019 von Zeiss untersucht und
aufgenommen. Fur immunfluoreszenzgefarbte Schnitte wurde eine Schwarz-Wei3-CCD-Ka-
mera (AxioCam 506 mono) verwendet, wahrend immunhistochemisch gefarbte Schnitte mit-
hilfe einer Farbkamera (AxioCam 305 color) erfasst wurden. Um die Farbstoffe der verwende-
ten sekundaren Antikdrper anzuregen, wurden Fluoreszenzfilter bei ihrer jeweiligen optimalen
Wellenlange eingesetzt. Das entstandene Emissionslicht wurde anschliel3end im entsprechen-

den Spektralbereich erfasst.

Fluorophor Anregung (nm) Emission (nm)
Cy2 450 - 490 500 — 550
Cy3 533 - 558 570 - 640

Cy5 625 — 655 665 — 715
DAPI 345 455
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3.5 RNA-Isolation und -Analyse

3.5.1 RNA-Isolation aus dem Nierengewebe

Eine Niere der gettteten Versuchstiere wurde entnommen, gewogen und in Cortex, Medulla
und Papille zoniert. Die einzelnen Zonen der Niere wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald uber-
fahrt, in flussigen Stickstoff eingefroren und anschlieRend bei -80°C bis zum Tag der mRNA
Isolation gelagert. Die mMRNA Isolation beginnt mit der Zelllyse durch TRIsure-Reagenz von
Bioline. Dieses Reagenz hat den Vorteil, dass es neben Phenol, das die Zellen lysiert, auch
gleichzeitig Chaotrope wie Guanidiniumthiocyanat besitzt und damit die RNAasen und andere
Enzyme inaktivieren kann. Zunéchst wurden Cortex und Medulla in 1 ml TRIsure in einem
Hochleistungs-Dispergiergerat fur ca. 30 s homogenisiert, sodass keine Gewebsstiicke mehr
sichtbar waren. Die Papille wurde in 250 pl TRIsure-Reagenz mithilfe eines Mikro-StéR3els zer-

kleinert. Danach wurde die RNA-Isolation durchgefiuihrt (siehe Protokoll im Anhang).

3.5.2 RNA-Isolation aus PDGFR B-Zellen (Primarkultur)

Unmittelbar nach den Stimulationsexperimenten wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde das
Medium entnommen und 300 ul Lyse-Puffer (Quick-RNA Microprep ®) in jedes Well der 24-
Well Platte hinzugegeben. Die Zellen wurden anschlief3end mit einer Pipettenspitze abge-
schabt und zusammen mit dem Lysepuffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die RNA-
Isolation der Zellen erfolgte gemaf? dem Protokoll des Quick-RNA Microprep Kits (Zymo Re-
search®) bei Raumtemperatur (siehe Protokoll im Anhang).

3.5.3 Quantifizierung der mMRNA und Umschreiben in cDNA

Die Konzentration und Qualitat der isolierten RNA-Proben wurden unter Verwendung eines
NanoDrop-ND-1000-Spektralphotometers bestimmt. Dabei wurde 1 pl jeder Probe fir die Mes-
sung verwendet. Der Spektralphotometer misst die Lichtintensitat, die die Probe bei einer be-
stimmten Wellenldnge durchdringt und berechnet daraus die Absorption der Probe. Damit
kann letztendlich Uber die Beer-Lambert-Gleichung die Konzentration der RNA in ng/ul be-
stimmt werden. Durch den Quotienten der optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm lasst
sich Ruckschluss auf die Reinheit der mRNA in der Losung ziehen. Nach der Konzentrations-
bestimmung wurde eine definierte Menge der isolierten RNA (Mark + Cortex: 2 pg, Papille: 1
pg) in cDNA umgeschrieben. Da die gewonnene RNA-Konzentration aus den Priméarzellen
deutlich geringer ausfiel, wurde hierfir die komplette RNA in 9 pl Losung in cDNA umgeschrie-
ben. Die Umschreibung erfolgte durch das Enzym Reverse Transkriptase und mit Oligo (dT):s

Primern (siehe Protokoll im Anhang).
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3.5.4 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Mithilfe der PCR kann man sehr kleine Mengen an DNA spezifisch vermehren und die Kon-
zentration bestimmen. In dieser Arbeit wurde mithilfe der PCR indirekt die mRNA Konzentra-
tion durch die umgeschriebene cDNA in der Probe gemessen. Das zu untersuchende Gen
wird dabei mithilfe von 2 spezifischen Primern amplifiziert.

Mittels folgendem PCR-Ansatz wurde die cDNA amplifiziert und die Konzentration des zu un-

tersuchenden Gens bestimmt:

PCR-Ansatz:
- 5 ul SYBR Green Master Mix
- 0,5 yl Primer sense
- 0,5 gl Primer antisense
- 3 ul Wasser
- 1 plcDNA

Amplifizierungsprotokoll (Light Cycler® 480 von Roche)

Zyklen Temperatur Dauer Phase

1 95°C 5 min Aktivierung
95°C 10s Denaturierung

45 60°C 20s Anlagerung
72°C 20s Elongation

1 72°C 1 min Schmelzen

1 4°C o0 Abkuhlen

Zur Quantifizierung der DNA wird ein Schwellenwert des Fluoreszenzsignals festgelegt und
die Zyklenzahl bis zum Erreichen dieses Wertes abgelesen=C-Wert. Dieser Wert wird in Be-

zug eines internen Standards gesetzt (Housekeeper) und damit relativ quantifiziert.

3.6 Blutanalysen

3.6.1 Bestimmung der Plasmakonzentration von Renin bzw. Prorenin

Die Quantifizierung der Plasma-Renin-Konzentration erfolgte durch den Einsatz eines Angio-
tensin | Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA) der Firma IBL International GmbH.
Der ELISA nutzt das Prinzip der enzymatischen Reaktion von Renin, die zur Bildung von ANG
| fuhrt, welches dann gemessen wird. Dadurch lasst sich indirekt die Enzymaktivitat von Renin
in der Probe ableiten. Bei der Vorbehandlung der Proben wurde Angiotensinogen im Uber-
schuss zugesetzt, sodass die Renin-Aktivitat in Gegenwart von (berschiissigem
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Angiotensinogen bestimmt werden konnte, was fur die vorliegende Studie von besonderem
Interesse war. Bei der Probenvorbehandlung wird ferner der Proteaseinhibitor Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF) hinzugegeben, um den Abbau von Angiotensin | in der Probe zu ver-
hindern. Um nur das durch Renin gebildete ANG | in der Plasmaprobe zu bestimmen, wird
zusétzlich ein Probenansatz auf Eis gestellt. Damit konnte die anfangliche ANG | Konzentra-
tion im Plasma ermittelt werden. Dieser Wert wird von der aktivierten Probe subtrahiert. Die
Aktivierung der Probe erfolgt durch eine Inkubation der Probe fur 90 min bei 37 °C.

Um die Prorenin-Konzentration im Plasma zu quantifizieren, wurde ein Probenansatz verwen-
det, bei dem Trypsin (2,5 mg/ml, 5 min, 37°C) eingesetzt wurde. Trypsin spaltet die "Pro"-
Sequenz von Prorenin in der Probe, sodass das in dieser Probe vorhandene Prorenin in Renin
umgewandelt wird. Aus der Differenz zwischen der mit Trypsin behandelten Probe und dem
unbehandelten Probenansatz, bei dem das Prorenin nicht in Renin umgewandelt wurde, kann

auf die Prorenin-Konzentration in der Probe geschlossen werden (Protokoll: siehe Anhang).

3.6.2 Bestimmung der Plasmakonzentration von Aldosteron

Die Messung der Aldosteron-Konzentration im Plasma wurde mit Unterstiitzung von Katharina
Krieger gemal der Anleitung des Aldosteron-ELISAs IBL international durchgefihrt:

Der Aldosteron-ELISA ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay. Die unbekannte Menge an
Antigen in der Probe und eine bekannte Menge an enzymmarkiertem Antigen (E-Ag) konkur-
rieren um die Bindungsstellen des an den Mikrotiterstreifen gebundenen Antikdrpers. Die Er-
gebnisse der Proben kénnen direkt anhand der Standardkurve bestimmt werden. Das Proto-
koll wurde gemal3 der Anleitung des Aldosteron-ELISAs IBL durchgefihrt (siehe Anhang).

3.7 Urinanalysen-Spontanurin

3.7.1 Osmolaritat

Zur Bestimmung der Osmolaritéat wurde der Osmometer Osmomat 030 (Gonotec) verwendet.
Die Messung erfolgte nach dem Prinzip der Gefrierpunktserniedrigung. Vor der Messung wur-
den die Urinproben im Verhaltnis 1:10 mit MQ-Wasser verdinnt. Hierfur wurden 0,5 ml Reak-
tionsgefalle verwendet, die mit 50 pl der Probenmenge beflllt wurden. Zur Erstellung eines

Leerwertes wurde eine Messung mit ausschlie3lich MQ-Wasser durchgefiihrt.

3.7.2 Kreatinin-Konzentration

Die Ausscheidung von Kreatinin mit dem Harn erfolgt bei gesunden Menschen bzw. bei ge-
sunden Mausen mit einer relativ konstanten Rate, die weitgehend unabhéngig von der Ernéh-

rung ist. Aufgrund dieser Konstante eignet sich Kreatinin gut als Referenzwert fur renal
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ausgeschiedene Stoffe. Die Konzentration von Substanzen im Urin kann variieren, je nachdem
wie konzentriert oder verdinnt der Urin ist. Ein Referenzwert hilft, die gemessenen Werte im
Urin zu standardisieren und zu vergleichen. Zur Bestimmung der Kreatinin-Konzentration
wurde das QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit von BioAssaySystems verwendet. Dieser As-
say basiert auf der sogenannten "Jaffe-Reaktion", Pikrat reagiert mit Kreatinin zu einem oran-
geroten Komplex. Dieser kann durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenl&nge von
490-530 nm zur quantitativen Bestimmung des Kreatinins herangezogen werden. Die Intensi-
tat der Farbe ist direkt proportional zur Kreatininkonzentration. Fur die Durchfihrung wurden
5 pl unverdunnter Spontanurin, Standard und Negativkontrolle (MQ-Wasser) gemaf3 den Vor-
gaben des Herstellerprotokolls auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Anschliel3end wurden Losung
A und L6sung B im Verhéltnis 1:1 gemischt, und 200 pl der Mischung wurden zigig in die
Wells pipettiert. Die Absorption wurde unmittelbar nach dem Pipettieren, sowie 5 Minuten spa-
ter bei einer Wellenlange von 492 nm gemessen.

3.7.3 Elektrolytkonzentration

Die Bestimmung der Natrium- und Kalium-lonen-Konzentration im Spontanurin der Versuchs-
tiere erfolgte mithilfe eines Flammenphotometers (BWB-XP). Die Flammenphotometrie ist eine
emissions-spektroskopische Methode zur quantitativen Analyse von lonen der Alkali- und
Erdalkali-Gruppe. Die Hitzeeinwirkung der Flamme hebt die Valenzelektronen der Atome kurz-
zeitig auf ein hoheres Niveau an. Kurz darauf kehren sie jedoch in den Grundzustand zurick
und emittieren dabei Licht mit einer spezifischen Wellenl&nge. Die Intensitat des emittierten
Lichts steht in direktem Zusammenhang zur Stoffmenge des lons. Fir die Messungen wurden
die Urinproben am Vortag im Verhaltnis 1:1000 mit entionisiertem Wasser verdunnt. Vor der
Messung wurde das Photometer mithilfe von Standard-Ldsungen, die eine definierte Natrium
und Kalium-Konzentrationen aufweisen, kalibriert. Die Elektrolytkonzentration wurde auf die

Kreatinin-Konzentration im Urin bezogen.

3.7.4 Albumin-Konzentration im Urin

Fur die Bestimmung des Albumingehalts im Spontanurin wurde ein ELISA der Firma ICL ver-
wendet. Hierbei handelt es sich um einen sogenannten Sandwich-ELISA. Bei diesem ELISA
reagiert das in den Proben vorhandene Albumin mit Antikérpern, die an die Oberflache der
Wellplatte haften. Nach der Entfernung ungebundener Proteine durch Waschen, werden HRP
konjugierte Anti-Albumin-Antikdrper hinzugefiigt. Diese enzymmarkierten Antikbrper bilden
Komplexe mit dem zuvor gebundenen Albumin. Nach einem weiteren Waschschritt wird dieser
enzymmarkierte Antikérper durch Zugabe eines chromogenen TMB-Substrats bestimmt. Die

Intensitat der Absorption des entstandenen Chromophors ist direkt proportional zur
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Albuminkonzentration in der Urinprobe. Die Albuminmenge in der Probe kann anhand der aus
den Standards erstellten Standardkurve interpoliert und unter Berucksichtigung der Proben-
verdinnung bestimmt werden. Die Durchfiihrung der Albuminbestimmung im Urin erfolgte
nach den Angaben des Herstellerprotokolls. Hierfiir wurde der Spontanurin im Verhdltnis 1.

500 mit der im Kit enthaltenen Verdiinnungslosung gemischt (Protokoll siehe Anhang).

3.7.5 Renin-Konzentration im Urin

Die Reninausscheidung wurde mit Hilfe des kompetitiven Angiotensin | ELISAs der Firma IBL
International GmbH bestimmt. Das genaue Prinzip der Messung wurde bereits in Abschnitt

3.6.1 beschrieben (Probenvorbereitung siehe Anhang).

3.8 Renin-Konzentration im Gewebe

Fir die Bestimmung der Konzentration von aktiven Renin im renalen Gewebe wurden die Nie-
ren der Versuchstiere zunachst in Cortex, Medulla und Papille zoniert und gewogen. Die Pa-
pille und die Medulla wurden vollstéandig verwendet, wahrend nur ein kleinerer Gewebeanteil
des Cortex verwendet wurde, der dem Gewicht der Medulla angepasst wurde (46-56 mg). Die
einzelnen Nierenzonen wurden auf Eis gestellt und anschlieend in frisch hergestelltem Ho-
mogenisierungspuffer (siehe Anhang) zerkleinert. Der Cortex und die Medulla wurden mit Hilfe
eines Ultra-Turrax in 1 ml Puffer homogenisiert, wahrend die Papille mit einem elektronischen
StoRel in 100 ul Homogenisierungspuffer zerkleinert wurde. Nach dem Homogenisierungs-
schritt wurden die Proben bei 13.000 rpm fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt. Fir den ELISA wurde der
Cortex und die Medulla mit Maleatpuffer 1:100 verdinnt, die Papille wurde unverdinnt einge-
setzt. Zur Bestimmung der Konzentration von aktivem Renin wurde die Umwandlung von An-
giotensinogen zu Angiotensin | mithilfe des Angiotensin | ELISAs der Firma IBL International

GmbH gemessen.

3.9 Zellkultur

3.9.1 Isolation von PDGFR B-Zellen (Priméarkultur) aus der Mausniere
Das Protokall fir die Zellisolation der PDGFR B-Zellen aus der Mausniere wurde mit Unter-
stltzung von Dr. Anna Federlein und Katharina Fremter im Rahmen dieser Arbeit etabliert:
- Toéten von 4-5 induzierten PDGFR B-Cre/tomato-Mause durch Genickbruch, Nieren
entnehmen, Kapsel entfernen und in Cortex/Mark zonieren, auf Eis stellen

- Die weiteren Schritte erfolgten unter der Sterilbank
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Cortex und Mark jeweils in eine Petrischale Uberfuhren, mit dem Skalpell zerkleinern
bis keine groReren Stiicke mehr zu erkennen sind, auf Eis stellen

Cortex und Mark jeweils mit 4 ml Verdaulésung (Kollagenase Il 0,58 mg/ml, Pronase E
0,58 mg/ml und DNAse | (15.000 1U/ml in 40 mM Tris pH 7,5 und 2 mM MgCl,) in HBSS
vermengen und in jeweils ein 15 ml Falcon Tube Uberflhren

Verdauldsung vortexen

Rotation der Verdaul6sung bei 37°C, 30 rpm 15 min

Nach 15 min vortexen

Erneute Rotation der Verdaulosung bei 37°C, 30 rpm 15 min

Nach dem Verdau beide Falcon Tubes fiir 2 min auf Eis abkiihlen lassen

Filtration der Verdaulésung von Cortex und Mark durch 100 um Siebe, mit eisgekuhl-
tem HBSS nachspllen

Zentrifugation: 600 g, 4°C, 5 min

Uberstandsabnahme, Cortex und Mark jeweils in weitere 4 ml Verdauldsung resuspen-
dieren und vortexen

Rotation 30 rpm, 30 min:

1.) nach 10 min: vortexen

2.) nach 20 min: vortexen

3.) nach 30 min: mit 5 ml Spritze und 27 G Kanile Verdauldsung aufziehen und ablas-
sen (2x)

Zentrifugation: 600 g, 4°C, 5 min

Uberstandsabnahme, in jeweils 5 ml Blutlysepuffer (NH4Cl: 8,03 mg/ml; Tris Base:
20,59 mg/ml, in autoklaviertem Wasser im Verhaltnis 10:1) resuspendieren

4 min, bei 37°C inkubieren

Lyse der Blutzellen mit jeweils 5 ml 10 % FCS in PBS (eisgekuhlt) abstoppen
Zentrifugation 600 g, 5 min, 4°C

Uberstandsabnahme und Zellpellet mit eisgekiihltem PBS resuspendieren

Durch 40 um Sieb filtrieren

Zentrifugation: 600 g, 5 min, 4°C

Uberstandsabnahme und resuspendieren in 2,5 ml eisgekiihitem FACS Puffer (0,1 %
FCS + 0,1 % Propidiumiodid (1 mg/ml in autoklaviertem Wasser) in PBS)
Zellsuspension von Cortex und Mark in jeweils ein FACS Rohrchen tberfuhren

Die Zellsuspension wurde nachfolgend auf Eis zum Klinikum transportiert. Dort wurden die

PDGFR B-positiven Zellen anhand ihrer GFP-Expression mittels Durchflusszytometrie von den

rot-fluoreszierenden Zellen separiert. Nach dem 2,5-sttindigen Sortieren wurden die kortikalen

und medullaren PDGFR B-positiven, GFP-exprimierenden Zellen abzentrifugiert (1.500 rpm,

37°C, 10 min) und in jeweils ein Well einer 24 Wellplatte ausgeséat. Das Well wurde zuvor mit

42



Coating-Medium (siehe Anhang) Uberschichtet. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und 5 %
CO; mit einem DMEM/GlutaMAX (low Glucose) Medium, supplementiert mit 15 % FCS, 1 %

Penizillin / Streptomycin, 1 % Insulin / Transferrin / Selenium, 0,1 % Amphotericin B.

3.9.2 Stimulation der PDGFR B-Zellen mit PGE->

Die PDGFR B-Zellen verlieren in Kultur nach einer bestimmten Zeit die Eigenschaft Renin zu
exprimieren. Aus diesem Grund wurden die Zellen méglichst bald (ungeféhr 8-9 Tage) nach
dem Ausséen (siehe 3.9.1) von der Oberflache der 24-Well- Platte mit Hilfe von 10-fachem
Trypsin geldst, in 6 Wells aufgeteilt und fiir 4-5 weitere Tage mit dem Zusatz von Forskolin
oder 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) kultiviert. Der Zusatz von Forskolin oder IBMX fuhrte
zur Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration und dadurch zur Férderung der Renin-
Produktion in den Zellen. Um dies zu untersuchen, wurden Zellkulturexperimente durchge-
fuhrt. Alle Zellen wurden mit 10 uM Forskolin bzw. 100 uM IBMX fir 4 bzw. 6 Tage stimuliert.
Ein Teil der Zellen wurde anschlieBend fur einen zusatzlichen Tag mit Forskolin bzw. IBMX
stimuliert. Die Kontrollzellen wurden mit dem Lésungsmittel von Forskolin/IBMX behandelt.
Nach den Stimulationsexperimenten mit Forskolin und IBMX wurden weitere Stimulationsex-

perimente mit 1 uM PGE; durchgefihrt.
1. Protokoll:

Dabei wurden 3 Wells mit 1 uM PGE; stimuliert; im gleichen Ansatz wurden 3 Wells als Kon-
trolle mit dem Vehikel ETOH (1puM) (Lésungsmittel von PGE>) behandelt.

Kultivierung 4

Tage im
Kultivierung 8-9 forskolinhaltigen
Tage im Medium Medium Stimulation 24 h

Zellpassage C
+ 10 pM

Aussaen der
Zellenin je 1
Well einer

24 Well-
Platte

FACS

Forskolin

Ernten der

Stimulation
im
serumfreien

Medium mit Zellen

PGE,
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2. Protokoll:

Dabei wurden 3 Wells mit 1 uM PGE_ und 100 uM IBMX stimuliert; im gleichen Ansatz wurden
3 Wells als Kontrolle mit dem Vehikel ETOH (1uM) (Losungsmittel von PGE;) und 100 pM
IBMX behandelt.

Kultivierung 5
Kultivierung 8-10 Tage im IBMX-

Tage im Medium haltigen Medium Stimulation 24 h
Stimulation
Ausséaen der im
Zellen in je 1 Zellpassage serumfreien,
FACS Well einer +100 pM IBMX- Ergzll;r{;ler
24 Well- IBMX haltigen

Platte Medium mit

PGE,

3.10 Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten wurden als Mittelwert (MW) der Einzelmessungen + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die statistische Auswertung und die Erstellung der Graphen
erfolgten mit Microsoft Excel und GraphPad Prism 6. Die Werte wurden auf Normalverteilung
Uberprift und abhangig von den gegebenen Versuchsbedingungen wurde der entsprechende
T-Test durchgefuhrt (gepaarter/ungepaarter T-Test). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit bei p <
0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung und Charakterisierung der PDGFR (B-Cre Renin Knockout/
PDGFR B-Cre mTmG Maus

Durch das Cre-LoxP-System wurden M&use erzeugt, in denen die Expression des Reningens
in den PDGFR B positiven Zellen herunterreguliert ist. Dies erfolgte durch eine Kreuzung von
Ren 1 flxflox_M3usen mit PDGFR B Cre Mausen (vgl. Methoden 3.1.4). Um zu Uberprifen, ob
die Cre in den PDGFR B-Zellen und nicht in anderen Zellen aktiv ist, wurden PDGFR 8 Cre
Mause mit Reportermausen (mTmG) gekreuzt. Nach der Induktion mit Tamoxifen (siehe 3.1.7)
exprimieren PDGFR 8 Cre Tomato Mause in den PDGFR (-Zellen das membranstandige grin

fluoreszierende Protein (GFP), wahrend alle anderen Zellen ihre rote Fluoreszenz behalten
(siehe Abbildung 4).

Abbildung 4 Fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahmen eines Nierengefrierschnitts einer PDGFR B Cre /
mTmG Maus

Zellen mit Cre-Aktivitat exprimieren das griin fluoreszierende Protein (GFP). Alle anderen Zellen exprimieren das
rot fluoreszierendes Protein mT

Links: Ubersichtsaufnahme eines Nierenschnittes, MaRstabbalken: 500 um; Rechts: Ausschnitt: Nierenmark, dort
befinden sich die meisten Renin-bildenden PDGFR (3 positiven Zellen, Mafistabbalken: 50 um

Die PDGFR B-positiven Zellen befinden sich tber alle Nierenzonen verteilt. Zusatzlich zu den
.Klassischen® renalen interstitiellen Zellen, exprimieren auch Mesangiumzellen und Perizyten
den PDGFR B [186]. Es ist bekannt, dass im kortikalen Bereich der Niere die perivaskularen
Zellen um die afferente Arteriole auch den PDGFR [ exprimieren und unter bestimmten Vo-
raussetzungen Renin produzieren konnen [187]. Um zu uberpriufen, dass es sich bei diesen
Zellen nicht um die klassischen juxtaglomerularen Zellen handelt, wurde auf den Gefrierschnit-

ten von Reportermausen eine Renin-Farbung angefertigt, auf der man die Abgrenzung der
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PDGFR B Zellen und die Renin-Expression der klassischen juxtaglomerularen Zellen gré3ten-

teils erkennen kann (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5 Glomerulus: Reninprotein-Farbung auf einem Gefrierschnitt einer PDGFR 3 /mTmG Maus
Renin-Signal (blau) der juxtaglomeruldren Zellen uberlagert sich nicht mit dem GFP-Signal der perivaskularen
PDGFR B-Zellen (griin), MaRRstabbalken 10 pm

Bei der PDGFR B Cre Ren*fx Maus (im Folgenden: PDGFR B Ren KO) handelt es sich um
eine induzierbare Cre-Mauslinie, deren PDGFR B-positiven interstitielle Zellen die Fahigkeit
zur Produktion von Renin theoretisch verlieren sollten. Durch die Anwendung der In Situ Hyb-
ridisierungs-Technologie war es mdglich, die Présenz beziehungsweise das Fehlen von Renin
MRNA in Nierenschnitten nachzuweisen. Die dunkelbraunen Markierungen, die auf den Nie-
renschnitten in Abbildung 6 zu sehen sind, stellen Signale fir Renin mRNA dar. Die deutlichen
punktuellen Farbungen im kortikalen Bereich der Niere zeigen die Renin mRNA Expression
der juxtaglomerularen Zellen (vgl. Abbildung 6 A und B), wahrend das feinere punktartige
Renin-Signal in der Medulla den interstitiellen Zellen zugeschrieben werden kann (vgl. Abbil-
dung 6 C und D). Wie man deutlich erkennen kann, besitzen PDGFR [ Ren KO Mause, ge-
nauso wie PDGFR 3 Ren WT Mause die Fahigkeit zur Renin-Produktion in den juxtaglome-
rularen Zellen (vgl. Abbildung 6 A und B). Bei der PDGFR 3 Ren WT Maus erkennt man auch
Renin mRNA in medullaren interstitiellen Zellen (vgl. Abbildung 6 C). In Abbildung 6 D ist er-
kennbar, dass die PDGFR  Ren KO Maus hingegen nur wenige Renin-produzierende Zellen
im Interstitium aufweist. Diese Beobachtungen bestatigen die korrekte und effektive Rekombi-
nation der genetisch veranderten PDGFR 3 Ren KO Mause.
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PDGFR 8 Ren WT PDGFR B Ren KO

Abbildung 6 ISH Renin mRNA, Renin mRNA (braun), Mal3stabbalken 50 um

A. PDGFR B Ren WT, Ausschnitt Cortex: juxtaglomeruldres Renin mRNA Signal

B. PDGFR B Ren KO, Ausschnitt Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA Signal

C. PDGFR B Ren WT, Ausschnitt Medulla: einige interstitielle Zellen exprimieren Renin

D. PDGFR B Ren KO, Ausschnitt Medulla: interstitielles Renin mRNA Signal kaum sichtbar

Die Tatsache, dass das interstitielle Renin-Signal bei PDGFR B Ren KO Mausen fast vollstan-
dig fehlt, spricht dafur, dass es sich bei den PDGFR (3-Zellen um die priméren Renin produ-
zierenden interstitiellen Zellen in der Niere handelt. Durch die Verwendung des Multiplex RNA
Scopes kdnnen gleichzeitig zwei Ziel MRNAs nachgewiesen werden. Um zu untersuchen, ob
die interstitiellen Zellen nicht nur Renin mRNA, sondern auch (Pro)-Renin-Protein bilden,
wurde anschlieend auf diesen Schnitten eine (Pro)-Renin-Farbung angefertigt. Die Kolokali-
sation von Renin mRNA, (Pro)-Renin-Protein und PDGFR 8 mRNA bekraftigt die vorherige
Beobachtung, dass PDGFR B-positive Zellen die interstitiellen Zellen sind, die Renin produ-
zieren (siehe Abbildung 7). Diese Methode belegt zudem, dass die PDGFR (3 positiven Zellen
nicht nur Renin mMRNA herstellen, sondern gleichzeitig auch das zugehdrige Protein bilden. Zu
erwahnen ist, dass fir diese Untersuchungen diabetische Mause verwendet wurden, da bei
den Kontrolltieren kaum bis gar keine (Pro)-Renin-Féarbung in den interstitiellen Zellen nach-
weisbar ist. Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mit diabetischer Nephropathie eine hohere
Renin-Expression in interstitiellen Zellen.
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Abbildung 7 Ausschnitt: Nierenmark Fluoreszenz-mRNA Scope: Renin mRNA, PDGFR  mRNA und
anschlieBende Fluoreszenzfarbung (Pro)-Renin einer diabetischen Maus (WT), Mal3stabbalken: 50 pm

WeilRer Kreis: Kolokalisation von Renin mRNA, PDGFR B mRNA und Renin (Protein) in den interstitiellen Zellen,
Renin mRNA (orange), PDGFR $ mRNA (violett), (Pro)-Renin (Protein) (griin)

Die dennoch schwache (Pro)-Renin-Farbung im Interstitium der diabetischen Mause koénnte
darauf zurlckzuflhren sein, dass PDGFR B-Zellen (Pro)-Renin unmittelbar nach der Transla-
tion freisetzen und die intrazellulare Konzentration daher unterhalb der Nachweisgrenze liegt.
Diese Hypothese konnte durch den Einsatz von Brefeldin A bestatigt werden. Durch Brefeldin
A werden Proteine gehemmt, die die Aktivierung von ADP-Ribosylierungsfaktoren férdern. Die
Ribosylierungsfaktoren sind fur die Rekrutierung und Assemblierung von Proteinkomplexen
("Hullen") verantwortlich, welche die Reifung kleiner Membranvesikel vorantreiben, die ihrer-
seits Voraussetzung fur die Sekretion der Vesikel sind [188]. Brefeldin A inhibiert daher die
Sekretion von Exozytosevesikeln aus den Zellen. Um eine in vivo Toxizitat von Brefeldin A zu
vermeiden, wurde es unter kontrollierten Bedingungen an isoliert perfundierten Nieren ange-
wendet. Wie in Abbildung 8 gezeigt, war nach Anwendung von Brefeldin A eine deutlichere
Reninfarbung in interstitiellen Zellen erkennbar. Damit sprechen diese Ergebnisse fir die die
Hypothese, dass interstitielle Zellen (Pro)-Renin als Protein nicht lange speichern, sondern

unmittelbar freisetzen (vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8 Ausschnitt: Nierenmark, ISH Renin mRNA und anschlieRende Farbung mit Renin (isoliert perfundierte
Niere mit Brefeldin A), Maf3stabbalken: 50 pm
Deutliche (Pro)-Reninfarbung durch Brefeldin A-Perfusion; Renin mRNA (schwarz), (Pro)-Renin-Protein (rot)

4.2 Physiologische Parameter der PDGFR 3 Ren KO und WT Mause

Um die physiologischen Unterschiede der PDGFR B Ren WT und KO Mause zu bestimmen,
wurden jeweils sieben méannliche PDGFR B Ren WT und PDGFR 3 Ren KO Mause im Alter
von 26-29 Wochen induziert und miteinander verglichen.

4.2.1 Korper- und Organgewichte

Die Korpergewichte der Tiere wurden vor der Tamoxifen (TMX)-Induktion sowie am Ende des
Versuchs erfasst und miteinander verglichen. Die Gewichte der Nieren und Herzen wurden
auf das Gehirngewicht bezogen. Unter physiologischen Bedingungen zeigen die beiden Ge-
notypen keine Unterschiede hinsichtlich Kérpergewicht, Gehirngewicht und relativem Nieren-
gewicht (siehe Abbildung 9 A-C). Aufgrund des Lebensalters der Mause kam es im Beobach-
tungszeitraum zu keiner Veranderung des Korpergewichtes (Abb. 9 A). Lediglich das relative
Herzgewicht der PDGFR 3 Ren KO Mause im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Méausen
ist geringer (Abb. 9 D).
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Abbildung 9 Gewichte: Kérpergewicht, Gehirngewicht, Nierengewicht, Herzgewicht

A. Kérpergewicht: vor der Induktion: PDGFR 8 Ren WT (n=7): 32,6 £ 0,5 g vs. PDGFR B Ren (n=7) KO 32,9+ 1,0
g; nach der Induktion: PDGFR 8 Ren WT (n=7): 30,8 £ 0,2 g vs. PDGFR 3 Ren KO (n=7)31,1+1,2g

B. Gehirngewicht: PDGFR 3 Ren WT (n=7): 415,7 + 14,6 mg vs. PDGFR B Ren KO (n=7) 428,9 + 10,6 mg
C.Relatives Nierengewicht (in Bezug auf Gehirngewicht): PDGFR 8 Ren WT (n=6): 0,62 + 0,02 vs. PDGFR 3 Ren
KO (n=7): 0,58 + 0,04

D. Relatives Herzgewicht (in Bezug auf Gehirngewicht): PDGFR 8 Ren WT (n=7): 0,38 + 0,02 vs. PDGFR B Ren
KO (n=6): 0,30 £ 0,01; Signifikanzniveau: * p < 0,05

4.2.2 Renin-Expression im Nierengewebe
Mithilfe der In Situ Hybridisierungs-Technologie (vergleiche Abbildung 6) konnte man bereits

die unterschiedliche Renin-Expression zwischen den beiden Genotypen visuell erfassen. Die
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Quantifizierung der Renin mRNA mittels qPCR (Abbildung 10) stimmen mit den visuellen Be-
obachtungen tberein. Die renale Renin mRNA Konzentration der PDGFR  Ren KO Mause
ist im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Mausen niedriger (siehe Abbildung 10 A). Es ist
allgemein bekannt, dass nicht nur die Niere, sondern auch andere Organe wie beispielsweise
die Nebenniere ein autonomes, lokales RAAS aufweisen. Sowohl in der Niere als auch in der
Nebenniere sind alle Bestandteile des RAAS vorhanden [119]. Die PDGFR 8 Ren KO Mause
weisen in der Nebenniere tendenziell niedrigere Renin mMRNA Konzentrationen auf als die
PDGFR 3 Ren WT Mé&use (siehe Abbildung 10 B). Man kann daher nicht ausschlie3en, dass
PDGFR B positive Zellen moglicherweise in der Lage sind, nicht nur in der Niere, sondern auch
in anderen Organen, wie der Nebenniere, Renin zu produzieren. Die durchschnittliche Zyklen-
zahl von Renin in der Niere von PDGFR 3 Ren WT Mausen betragt 20, verglichen mit 28 bei
PDGFR B Ren WT Mausen in der Nebenniere (ahnliche RPL 32-Zyklenzahl der beiden Or-
gane). Dies zeigt deutlich, dass in der Nebenniere viel weniger Renin mRNA exprimiert wird

als in der Niere.
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Abbildung 10 gPCR Renin mRNA in Bezug auf RPL32, gesamte Niere
A. PDGFR B Ren WT (n=6): 1,03 £ 0,11 vs. PDGFR B Ren KO (n=7): 0,70 + 0,101, Signifikanzniveau: * p < 0,05
B. PDGFR $ Ren WT (n=7): 1,34 + 0,31 vs. PDGFR 3 Ren KO (n=6): 0,68 + 0,08

Anschlie3end wurde untersucht, ob neben der niedrigeren Renin mMRNA Expression auch eine
verringerte Reninaktivitéat im Nierengewebe der PDGFR 3 Ren KO Méuse festzustellen ist. Zur
Bestimmung der Reninaktivitat im Gewebe wurde der ANG-I-ELISA verwendet (vgl. Metho-
denteil). Die gemessene ANG-I-Konzentration des ELISA’s lasst auf die Renin-Aktivitat in der
Probe schlie3en. Die Nieren wurden zuvor in Cortex, Medulla und Papille zoniert. Wie in Ab-

bildung 11 dargestellt ist, weist aktives Renin einen deutlichen kortikal-papillaren Gradienten
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auf, wobei die Renin-Aktivitdt vom Cortex zur Papille hin abnimmt. Die Renin-Aktivitat im
Cortex ist bei den PDGFR B Ren KO Méausen im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Mausen
signifikant niedriger. Auch in der Medulla und der Papille liegen tendenziell niedrigere Renin-
Konzentrationen bei den PDGFR 8 Ren KO Tieren vor (Abb.11 B-C).
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Abbildung 11 Renin-Aktivitat im Nierengewebe

A. Renin-Aktivitét im Cortex: PDGFR 3 Ren WT (n=6): 258.614 + 29.262 ng ANG I/h pro mg Gewebe vs. PDGFR
B Ren KO (n=7) 160.906 + 24.711 ng ANG I/h pro mg Gewebe; Signifikanzniveau: * p < 0,05

B. Renin-Aktivitat in der Medulla: PDGFR 8 Ren WT (n=6): 73.278 + 8.434 ng ANG I/h pro mg Gewebe vs. PDGFR
B Ren KO (n=7): 55.667 + 5.908 ng ANG I/h pro mg Gewebe

C. Renin-Aktivitat in der Papille: PDGFR 3 Ren WT (n=6): 2.676 + 713 ng ANG I/h pro mg Gewebe vs. PDGFR 3
Ren KO (n=7): 1.459 + 260 ng ANG I/h pro mg Gewebe

4.2.3 Renin-, Prorenin-, und Aldosteron-Konzentration im Plasma

Wie oben gezeigt, scheinen interstitielle Zellen direkt nach der Translation Renin und/oder
Prorenin extrazellular abzugeben. Es wurde daher untersucht, ob der interstitielle Renin KO
die systemische (Pro)-Renin-Konzentration beeinflusst. Um die StichprobengroRe der Analyse
zu erhdhen, wurde auch Plasma von Kontrolltieren und von Adenin- und STZ-Versuchstieren
(s.u.) unter Basalbedingungen einbezogen. Ein Unterschied zwischen den einzelnen Tierko-
horten fand sich nicht. Allerdings ist sowohl die Renin- als auch die Prorenin-Plasma-Konzent-
ration der PDGFR 3 Ren KO Tiere im Vergleich zu den PDGFR B Ren WT Méausen geringer
(siehe Abbildung 12 A und B). Diese Ergebnisse zeigen, dass der interstitielle Renin KO zu
einer Verringerung der Renin- und Prorenin-Konzentration im Plasma fihrt. Man kann erken-
nen, dass sich der interstitielle Renin KO starker auf die Prorenin-, als auf die Renin-Plasma
Konzentration auswirkt. Die Prorenin-Plasma-Konzentration ist bei den PDGFR B Ren KO
Mausen starker reduziert als die Renin-Plasma Konzentration. Es sei an dieser Stelle nochmal
darauf hingewiesen, dass es sich bei dem Begriff ,Konzentration® in diesem Zusammenhang

nicht um eine Konzentration im eigentlichen Sinne handelt, sondern um die Reninaktivitat in
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Anwesenheit eines Uberschusses von Reninsubstrat. Diese Ungenauigkeit hat sich in der Li-
teratur zum Renin-System durchgesetzt, wird dort durchgangig verwendet und wird daher
auch hier gebraucht. Anschliel3end wurde gepruft, ob durch die verringerte Renin-/Prorenin-
Konzentration der PDGFR 3 Ren KO Tiere auch weitere Bestandteile des RAAS und damit
seine Wirkung abgeschwécht wird. Hierzu wurde die Aldosteron-Konzentration im Plasma der
Tiere gemessen. Auch die Aldosteron-Plasma-Konzentration der PDGFR 3 Ren KO Tiere ist
geringer (vgl. Abbildung 12 C). Dies deutet darauf hin, dass die geringere (Pro)-Renin-Kon-

zentration bei den PDGFR  Ren KO Tieren zur verringerten Aldosteron-Konzentration im
Plasma fuhrt.

A Renin B Prorenin C Aldosteron
60 100+ —_ 150- %
—
80
£ £ 100-
E E o0 _
3 3 ~ £ .
= 2 8-7
< < 40-
2 2 50
20
0 ’ 0-
& o ¢ &
& & & &
N N N N
& & & &
~ o o F <
< < Q < Q

Abbildung 12 Renin-, Prorenin-, Aldosteron-Konzentration im Plasma

A. Renin-Konzentration im Plasma: PDGFR 8 Ren WT (n=31): 49,88 + 3,99 ng ANG I/h/ml vs. PDGFR B Ren KO
(n=32): 33,53 + 3,05 ng ANG I/h/ml; Signifikanzniveau: ** p < 0,01

B. Prorenin-Konzentration im Plasma: PDGFR 8 Ren WT (n=29): 88,05 + 5,84 ng ANG I/h/ml vs. PDGFR 8 Ren
KO (n=33): 43,59 + 4,92 ng ANG I/h/ml; Signifikanzniveau: ** p < 0,001

C. Aldosteron-Konzentration im Plasma: PDGFR  Ren WT (n=21): 121,5 + 14,51 pg/ml vs. PDGFR B Ren KO
(n=18): 72,63 £ 13,21 pg/ml; Signifikanzniveau: * p < 0,05

4.2.4 Osmolaritat, Elektrolytkonzentration im Urin
Im Hinblick auf die Osmolaritat, die Kreatinin- und Kaliumkonzentration im Urin wurden keine
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen festgestellt (siehe Abbildung 13 A, B und D).

Allerdings weisen die PDGFR B Ren KO Mause eine erhdhte Ausscheidung von Natrium auf
(vergleiche Abbildung 13 C).
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Abbildung 13 Urin: Osmolaritat, Elektrolyt-Konzentration

A. Osmolaritat im Urin: PDGFR B Ren WT (n=35): 1630 + 64,9 mosmol/kg vs. PDGFR B Ren KO (n=34): 1522 +
57,7 mosomol/kg

B. Kreatinin im Urin: PDGFR 3 Ren WT (n=29): 27,4 + 1,2 mg/dl vs. PDGFR 3 Ren KO (n=29): 25,9 + 1,2 mg/dI
C. Natriumkonzentration im Urin: PDGFR  Ren WT (n=26): 3,3 + 0,2 Na mM/Kreatinin mg/dl vs. PDGFR 3 Ren
KO (n=29): 4,6 £ 0,5 Na mM/Kreatinin mg/dl, Signifikanzniveau: * p < 0,05

D. Kaliumkonzentration im Urin: PDGFR 8 Ren WT (n=29): 7,5 + 0,5 K mM/Kreatinin mg/dl vs. PDGFR 3 Ren KO
(n=27): 7,3 £ 0,5 K mM/Kreatinin mg/dl

54



4.2.5 Albumin-Konzentration

Unter physiologischen Bedingungen zeigen die PDGFR  Renin KO Mause eine geringflgig

erhdhte Albumin-Konzentration im Urin.
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Abbildung 14 Albumin-Konzentration im Urin,
PDGFR B Ren WT (n=26): 27,80 + 1,303 pg Albumin/mg Kreatinin vs. PDGFR 3 Ren KO (n=24): 33,2 + 1,9 ug
Albumin/mg Kreatinin; Signifikanzniveau: * p < 0,05

4.2.6 Blutdruck

Um mogliche Auswirkungen der reduzierten Renin-Aktivitat der PDGFR B Ren KO Mause auf
den Blutdruck zu untersuchen, wurde dieser bei den Tieren mittels Tail Cuff Plethysmographie
bestimmt. Der Blutdruck wurde Uber einen Zeitraum von 6 Tagen gemessen, wobei taglich 8
Messungen an jedem Tier durchgefihrt wurden.

Die PDGFR B Ren KO Tiere weisen einen niedrigeren Blutdruck als die PDGFR  Ren WT
Méuse auf (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15 systolischer Blutdruck

A. gemittelter Blutdruck von 6 Tagen PDGFR  Ren WT (n=7):127,5 + 3,6 mmHg vs. PDGFR B Ren KO (n=7):
114,8 + 3,3 mmHg

B. Blutdrucksverlaufskurve gemittelte Werte pro Tag und pro Genotyp

4.2.7 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bereits unter physiologischen Bedingungen
deutlich erkennbare Unterschiede zwischen den beiden Genotypen bestehen. Die Produktion
von Renin durch PDGFR B-positive Zellen tragt sowohl zum zirkulierenden Renin, als auch
zum zirkulierenden Prorenin bei und wirkt sich somit auf den Aldosteronspiegel und den Blut-
druck aus. Im nachfolgenden Teil wird untersucht, ob das interstitielle Renin auch in die pa-

thophysiologischen Verénderungen bei Nierenschadigungen eingebunden ist.
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4.3 Funktionelle Bedeutung von Renin aus interstitiellen Zellen der Niere im
Krankheitsmodell

Der 2. Teil der Arbeit befasst sich mit der funktionellen Bedeutung von Renin aus interstitiellen
Zellen der Niere in den Nierenschadigungsmodellen Adeninnephropathie und diabetische Ne-
phropathie. Durch die In Situ Hybridisierung-Technologie habe ich in Vorversuchen festge-
stellt, dass sowohl bei einer Adenin-induzierten Nephropathie als auch bei einer diabetischen
Nephropathie die Renin mMRNA Expression in den interstitiellen Zellen zunimmt. Um die Aus-
wirkung und die Bedeutung dieser erhthten Renin-Expression in den interstitiellen Zellen zu
untersuchen, wurden die beiden Genotypen unter einer Adeninnephropathie und einer diabe-

tischen Nephropathie hinsichtlich Nierenfunktion und Nierenschadigungsmarkern miteinander

verglichen.

4.3.1 Blutzuckerspiegel

Hyperglykdmie und arterielle Hypertonie sind die starksten Risikofaktoren fiir die Entwicklung
einer diabetischen Nephropathie [189,190]. Durch die STZ-Behandlung entwickelten PDGFR
B Ren WT und PDGFR B Ren KO Mause eine Hyperglykamie, ihr Blutzuckerspiegel stieg um
das 3-fache (siehe Abbildung 16). Es wurden alle Mause als diabetisch angesehen, die einen
Blutzuckerspiegel tiber 300 mg/dl aufweisen. Hinsichtlich des Blutzuckerspiegels gibt es keine

Unterschiede zwischen den Genotypen.
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Abbildung 16 Blutzuckerspiegel

PDGFR 8 Ren WT basal (n= 7): 160,0 + 5,6 mg/dl vs. PDGFR B Ren KO basal (n=6): 153,6 + 8,7 mg/dl;
PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 520,4 + 42,7 mg/dl vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 587,8 + 11,0 mg/dl
Signifikanzniveau: *** p < 0,001
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4.3.2 Korpergewicht, Nieren- und Herzgewicht

Die Korpergewichte der PDGFR 3 Ren WT und PDGFR B Ren KO Mause unterscheiden sich
sowohl unter physiologischen, als auch unter einer Adeninnephropathie nicht. Beide Genoty-
pen nahmen unter Schadigungsbedingungen ab (siehe Abbildung 17 A). Im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, sind die Kérpergewicht der Adenin-behandelten M&ause deutlich niedriger, da-
her wird das Nieren- und Herzgewicht auf das Gehirngewicht bezogen. Die Gehirngewichte
der beiden Genotypen unterscheiden sich nicht. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass es
bei den PDGFR 3 Ren WT Mé&usen in Bezug auf das Nieren- und Herzgewicht keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen der Behandlungs- und Kontrollgruppe gibt. Im Gegensatz dazu
lasst sich bei den mit Adenin behandelten PDGFR 3 Ren KO Tieren eine Reduktion des Nie-
ren- und Herzgewichts im Vergleich zur PDGFR B Ren KO Kontrollgruppe feststellen (siehe
Abbildung 17 B und C). Demzufolge ist das relative Herzgewicht der behandelten PDGFR 3
Ren KO Tiere signifikant geringer als das Herzgewicht der PDGFR 3 Ren WT Adenin Mause.
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Abbildung 17 Kdrpergewicht, relatives Nieren- und Herzgewicht, Adeninnephropathie

A. Korpergewicht:

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 28,3 + 0,93 g vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8): 30,9 + 0,87 g;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 23,2 + 1,38 g vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin (n=8): 23,8 £ 0,96 g
Signifikanzniveau: * p < 0,05; ** p < 0,001

B. Nierengewicht/Gehirngewicht:

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 0,431 £+ 0,022 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,450 + 0,012;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=7): 0,437 = 0,023 vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8):0,384 + 0,022
Signifikanzniveau: * p < 0,05

C. Herzgewicht/Gehirngewicht

PDGFR B8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,315 * 0,024 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,336 + 0,008;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 0,313 + 0,010 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=8): 0,276 + 0,010

Signifikanzniveau: * p < 0,05

Unter diabetischen Bedingungen nahmen die Versuchstiere ebenfalls ab. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe sind die Kdrpergewichte der STZ Méause signifikant niedriger. Zwischen den
Genotypen gibt es keine Unterschiede. Hinsichtlich des Nierengewichts zeigt sich eine Zu-
nahme bei den PDGFR 3 Ren WT und PDGFR 8 Ren KO Méausen (siehe Abbildung 18 B).
Vermutlich entwickelten die Mause nach 12 Wochen Hyperglykdmie eine renale Hypertrophie

[189]. Das Herzgewicht der PDGFR B Ren WT Tiere bleibt durch dieses Schadigungsmodell
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unverandert. Interessanterweise zeigt sich unter einer diabetischen Nephropathie, genauso
wie unter einer Adenin-Behandlung bei den PDGFR B Ren KO Tieren eine Reduktion des
relativen Herzgewichts im Vergleich zu PDGFR 3 Ren KO Kontrolltieren. Das Herzgewicht der
PDGFR 3 Ren KO STZ Tiere ist signifikant geringer als bei den behandelten PDGFR 3 Ren
WT STZ Tiere (vgl. Abbildung 18 C).
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Abbildung 18 Kdrpergewicht, relatives Nieren- und Herzgewicht: diabetische Nephropathie
A. Kdrpergewicht:

PDGFR B8 Ren WT Kontrolle (n=6): 32,27 + 1,23 g vs. PDGFR  Ren KO Kontrolle (n=5) 34,72 + 1,45 g;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=7): 28,15 + 0,66 g vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 27,30+ 0,89 g
Signifikanzniveau: * p < 0,05; * p < 0,01

B. Nierengewicht/Gehirngewicht:

PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,428 + 0,022 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=5) 0,424 + 0,013;
PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 0,501 £ 0,011vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 0,511 + 0,021
Signifikanzniveau: ** p < 0,01

C. Herzgewicht/Gehirngewicht:

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 0,361 + 0,028 vs. KO Kontrolle (n=5) 0,336 + 0,011

PDGFR 3 Ren WT STZ (n=7): 0,328 + 0,007, PDGFR 3 Ren KO STZ (n=5):0,292 + 0,004
Signifikanzniveau: ** p < 0,01

4.3.3 Untersuchung der Renin mRNA bei einer Adeninnephropathie

Um die Renin mRNA in der Niere zu detektieren und spezifischen Zellen zuzuordnen, wurde
auf Nierenschnitten von PDGFR B Ren WT und PDGFR B Ren KO Mausen die Renin mRNA
mittels In Situ Hybridisierungs-Technologie (RNA Scope) sichtbar gemacht.

Neben den Renin-produzierenden juxtaglomerularen Zellen der Niere, exprimieren PDGFR
Ren WT Mause Renin mRNA auch in interstitiellen Zellen der Niere (vgl. Abbildung 19 A
rechts). Unter Schadigungsbedingungen, wie einer Adeninnephropathie kommt es bei PDGFR
B Ren WT Tieren zu einer starken Zunahme der Zahl Renin-produzierender interstitieller Zellen
und zu einem Anstieg der Renin mRNA in interstitiellen Zellen der Niere (siehe Abb. 19 C
rechts). Bei den PDGFR 3 Ren KO Mausen scheint das juxtaglomeruldre Renin mRNA Signal
im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Tieren unverandert zu sein. Allerdings sind bei diesem

Genotyp unter Kontrollbedingungen kaum Renin-bildende interstitielle Zellen zu erkennen (vgl.
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Abbildung 19 B rechts). Unter Schadigungsbedingungen ist keine Zunahme des interstitiellen
Renins bei PDGFR B Ren KO Tieren zu beobachten (Abbildung 19 D). Es sind auch unter
Schéadigungsbedingungen bei diesem Genotyp kaum Renin-bildende Zellen im Interstitium zu
erkennen.

Gesamte Niere Cortex Medulla




Abbildung 19 ISH Renin mRNA (braun), MaRstabbalken 50 um, Adenin

A.PDGFR B Ren WT Kontrolle: links: Gesamtniere, Mitte: Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA Signal,
rechts: Medulla: interstitielles Renin mMRNA Signal: einige, wenige interstitielle Zellen exprimieren Renin mRNA
B. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle: links: Gesamtniere, Mitte: Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA Signal,
rechts: Medulla: keine Renin-bildenden interstitiellen Zellen (bis auf vereinzelte Ausnahmen)

C. PDGFR B Ren WT Adenin: links: Gesamtniere, Mitte: Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA Signal,
rechts: Medulla: interstitielles Renin mRNA Signal: starke Zunahme der Renin-bildenden interstitiellen Zellen
unter Adeninnephropathie

D. PDGFR B Ren KO Adenin: links: Gesamtniere, Mitte: Cortex: juxtaglomeruldres Renin mRNA Signal,
rechts: Medulla: keine Renin-bildenden interstitiellen Zellen (bis auf vereinzelte Ausnahmen)

Die quantitativen Unterschiede der renalen Renin mRNA zwischen den beiden Genotypen
wurden mithilfe einer qPCR bestimmt. Dafiir wurden die Nieren der Kontroll- und Adenin-be-
handelten-Tiere in Cortex, Medulla und Papille zoniert. Die PDGFR B Ren KO Kontrolltiere
weisen geringere Renin mRNA Konzentrationen im Cortex und der Medulla auf als die PDGFR
B Ren WT Kontrolltiere (Abbildung 20 A, B). In der Papille ist ein deutlicher Trend zur geringe-
ren Renin mRNA Konzentration der PDGFR 3 Ren KO Kontrolltiere erkennbar (Abbildung 20
C). Unter einer Adeninnephropathie nimmt die Renin mRNA Konzentration im Cortex bei
PDGFR B Ren WT Mausen (tendenziell) und bei PDGFR 8 Ren KO Mausen (signifikant) im
Vergleich zu Kontrolltieren ab (Abbildung 20 A). Da im Cortex hauptséachlich juxtaglomerulare
Zellen Renin produzieren [8,191], kénnte man durch diese Ergebnisse darauf schlieRen, dass
unter einer Adeninnephropathie moglicherweise die Renin-Produktion aus den juxtaglomerula-
ren Zellen abnimmt. Auf den Nierenschnitten zeigt das juxtaglomerulare Renin mRNA-Signal,
das mithilfe des RNA-Scopes gefarbt wurde, keinen Unterschied zwischen Behandlung und
Kontrolle (siehe Abbildung 19). Der Grund, warum auf den mit RNA-Scope gefarbten Schnitten
kein Unterschied zu erkennen ist, konnte die starke Farbung der juxtaglomerularen Renin
MRNA sein, die es nicht mdglich macht, feine Unterschiede in der Renin mRNA Konzentration
zu erkennen. Die gPCR-Daten zeigen, dass bei PDGFR 3 Ren WT Tieren die Renin mRNA
Konzentration in der Medulla durch die Adeninbehandlung abnimmt. Im Gegensatz dazu zei-
gen die RNA Scope-Befunde (siehe Abbildung 19 C) deutlich, dass die Renin-Expression in
der Medulla bei den PDGFR 3 Ren WT Adenin Mausen zunimmt. Diese Diskrepanz deutet
maoglicherweise auf einen Fehler beim Zonieren der Nieren hin, bei dem die Medulla falschli-
cherweise mit Teilen des Cortex verunreinigt sein kdnnte. Bei den PDGFR 3 Ren KO Tieren
zeigt sich bei der gPCR eine Zunahme der Renin mRNA Konzentration in der Medulla unter
einer Adeninnephropathie (Abbildung 20 B). Dies wirft weitere Fragen auf. Der Anstieg der
Renin mRNA Konzentration in der Medulla kénnte auf Verunreinigungen durch kortikale Be-
reiche in der Niere zurlickzufiihren sein. Betrachtet man die Papille der PDGFR 3 Ren WT
Mause, kann man erkennen, dass die Renin mRNA Konzentrationen dort unter Schadigungs-
bedingungen ansteigt (Abbildung 20 C). Diese Ergebnisse spiegeln die Befunde des RNA
Scopes wider. Beim Zonieren der Papille kann ausgeschlossen werden, dass diese mit Teilen

des Cortex verunreinigt wurde. Daher kénnten die gq°PCR-Daten der Papille die genausten
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Ergebnisse bezlglich der Renin mRNA aufRerhalb des Cortex liefern. Kongruent mit den Er-
gebnissen aus dem RNA-Scope kann man bei den PDGFR B Ren KO Tieren keinen Anstieg
der Renin mMRNA Konzentration in der inneren Medulla feststellen.
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Abbildung 20 gPCR Renin mRNA, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=5): 4,06 + 0,65 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=7): 1,82 + 0,13;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 2,48 + 0,67 vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8): 0,88 + 0,08

Signifikanzniveau: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

B. Medulla: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=6): 1,90 + 0,28 vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle (n=7): 0,14 + 0,07,
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 1,01 + 0,23, PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8): 0,38 + 0,06

Signifikanzniveau: * p < 0,05; * p < 0,01

C. Papille: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=5): 0,0028 + 0,0007 vs. PDGFR  Ren KO Kontrolle (n=7): 0,0014 +
0,0003;

PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=7): 0,0096 + 0,0020 vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin (n=8): 0,0016 + 0,0005
Signifikanzniveau: ** p < 0,01; *** p < 0,001

4.3.4 Untersuchung von juxtaglomerularem (Pro)-Renin (Protein) bei einer A-
deninnephropathie

Um die Unterschiede hinsichtlich juxtaglomerularen Renins zwischen PDGFR 3 Ren WT und
PDGFR 8 Ren KO Mausen unter Kontrollbedingungen und unter einer Adeninnephropathie zu
erfassen, wurde auf Nierenschnitten dieser Tiere eine Renin-Immunfluoreszenzfarbung ange-
fertigt (siehe Abb. 21 B und C). Um die Anzahl der Glomeruli auf einem Nierenschnitt zu be-
riicksichtigen, wurde die Flache des Renin-Signals pro Glomerulus berechnet. Uberra-
schenderweise zeigt sich bereits unter Kontrollbedingungen ein signifikanter Unterschied hin-
sichtlich des Renin Signals am Glomerulus zwischen PDGFR B Ren WT und PDGFR 3 Ren
KO Mausen (vgl. Abbildung 21 A). PDGFR B-Zellen wurden nicht nur in der Medulla, sondern
auch im Cortex in den perivaskularen Reninzellfeldern des juxtaglomerularen Apparats identi-
fiziert [187]. Inwieweit die Renin-Produktion dieser Zellen mit der Renin-Sekretion, die aus den
,Klassischen juxtaglomerularen Zellen hervorgeht, zusammenhanagt, ist noch véllig unklar. Die
Auswertung zeigt au3erdem, dass die Flache der Renin-Féarbung am juxtaglomerularen
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Apparat unter einer Adeninnephropathie bei beiden Genotypen signifikant abnimmt. Diese Er-
gebnisse bekraftigen die Hypothese, dass unter einer Adeninnephropathie méglicherweise die

Renin mRNA Produktion in den juxtaglomerularen Zellen abnimmt.
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Abbildung 21 Auswertung der Immunofluoreszenzfarbung von Renin, MaRRstabbalken 50 um

A. Auswertung des Renin-Signals am Glomerulus:

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 173,1 + 18,99 um? vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle (n=7): 93,61 +9,26 ums3;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=7): 114,2 + 8,71 um2 vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin: 46,94 + 7,74 ym?
Signifikanzniveau* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

B. PDGFR 3 Ren WT Kontrolle, Ausschnitt Cortex, Renin (rot), DAPI (blau)

C. PDGFR B Ren WT Adenin, Ausschnitt Cortex, Renin (rot), DAPI (blau)

4.3.5 Untersuchung der Renin mRNA bei einer diabetischen Nephropathie

Wie in Abbildung 22 C deutlich zu sehen ist, zeigt sich bei PDGFR  Ren WT Mausen unter
einer diabetischen Nephropathie eine Zunahme des interstitiellen Renin-Signals im Vergleich
zu den Tieren unter Kontrollbedingungen. Die PDGFR 3 Ren KO Mé&use besitzen unter Kon-
trollbedingungen kaum Renin-bildende interstitielle Zellen (siehe Abb. 19 B). Auch unter einer
diabetischen Nephropathie kommt es bei diesen Mausen nicht zu einem Anstieg des intersti-
tiellen Renin Signals (vgl. Abb. 22 D). Im Gegensatz zur Adenin-induzierten Nephropathie,
kann man auf den Nierenschnitten der Diabetes-M&ause auch Renin mRNA erkennen, die von
Tubuluszellen produziert wird. Sowohl in der PDGFR B Ren WT STZ, als auch in der PDGFR
B Ren KO STZ Maus, kann in der Medulla Renin mRNA nachgewiesen werden, die aus Tubu-
luszellen stammt (siehe Abbildung 22 C und D). Mithilfe der gPCR wurde bei den STZ und
Kontroll- Tieren die Renin mRNA in Cortex, Medulla und Papille gemessen. Dabei ist ersicht-
lich, dass die PDGFR 3 Ren KO Kontrolltiere tendenziell geringere Mengen an Renin mRNA
Konzentration aufweisen als die PDGFR 3 Ren WT Kontrolltiere. Im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen des RNA-Scopes zeigt sich bei beiden Genotypen unter der STZ-Behandlung kein An-
stieg der Renin mRNA Konzentration in der Medulla (siehe Abbildung 23 B). Diese Diskrepanz
konnte auf Verunreinigungen bei der Zonierung durch kortikale und medullare Bereiche in der
Niere zurlckzuflihren sein. Bei der Renin-Expression in der Papille fallt auf, dass der
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Fehlerbalken bei den PDGFR B Ren WT Kontrolltieren sehr groR3 ist. Méglicherweise wurde
bei der Zonierung der Papille féalschlicherweise Stiicke der Medulla mit einbezogen. Daher ist
es wichtig, bei nachfolgenden gPCR-Analysen diese Verunreinigungen im Hinterkopf zu be-
halten.

Gesamte Niere Cortex Medulla

Abbildung 22 ISH Renin mRNA (braun), MaRstabbalken 50 ym, STZ

A.PDGFR B Ren WT Kontrolle: links: Gesamtniere, Mitte: Ausschnitt Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA
Signal, rechts: Ausschnitt Medulla: interstitielles Renin mRNA Signal: einige, wenige Zellen exprimieren Renin

B. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle: links: Gesamtniere, Mitte: Ausschnitt Cortex: juxtaglomeruldres Renin mRNA
Signal, rechts: Ausschnitt Medulla: keine Renin-bildende interstitielle Zellen (bis auf vereinzelte Ausnahmen)

C. PDGFR B Ren WT STZ: links: Gesamtniere, Mitte: Ausschnitt Cortex: juxtaglomerulares Renin mRNA Signal,
rechts: Ausschnitt Medulla: interstitielles Renin mRNA Signal: starke Zunahme der Renin-bildenden interstitiellen
Zellen (Kreise) und tubuldres Reninsignal (Pfeile) unter einer diabetischen Nephropathie
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D. PDGFR B Ren STZ: links: Gesamtniere, Mitte: Ausschnitt Cortex: juxtaglomeruldres Renin mRNA Signal, rechts:
Ausschnitt Medulla: keine Renin-bildende interstitielle Zellen (bis auf vereinzelte Ausnahmen) und tubuléres Renin
(Pfeile) unter einer diabetischen Nephropathie
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Abbildung 23 gPCR Renin mRNA in Bezug auf B aktin: Cortex, Medullla und Papille

A. Cortex: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 4,34 = 0,77 vs. PDGFR  Ren KO Kontrolle (n=5): 2,32 + 0,56;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=7): 5,43 + 1,52 vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 1,47 + 0,36

Signifikanzniveau: * p < 0,05,

B. Medulla: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,867 + 0,153 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=5): 0,478 + 0,190;
PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 1,370 + 0,280 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 0,303 + 0,082

Signifikanzniveau: ** p < 0,01

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=5): 0,672 + 0,395 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=5): 0,021 + 0,018;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=7): 0,072 + 0,065 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 0,091 + 0,058

4.3.6 Aktives Renin und Prorenin im Plasma unter Schadigungsbedingungen

Die Deletion des Reningens in PDGFR B-Zellen hat offensichtlich Auswirkungen auf die Renin
und Prorenin Konzentration im Plasma und nimmt dadurch Einfluss auf das systemische
RAAS (vgl. 4.2.3). Um den systemischen Einfluss unter Bedingungen einer Nierenschadigung
zu bestimmen, wurden die Renin-/Prorenin-Konzentrationen im Plasma der beiden Genotypen
gemessen. Unter einer Adeninnephropathie zeigt sich im Vergleich zu den Ausgangsbedin-
gungen ein Rickgang der Renin-Konzentration im Plasma der Tiere (bei PDGFR 3 Ren WT
Méusen Trend; bei PDGFR 8 Ren KO Méusen statistisch signifikant (vergleiche Abbildung 24
A)). Bei der Betrachtung der Prorenin-Konzentration im Plasma zeigt sich jedoch eine interes-
sante Beobachtung: Bei den mit Adenin behandelten PDGFR 3 Ren WT Mausen ist ein etwa
3-facher Anstieg der Prorenin-Konzentration zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu bleibt bei
den PDGFR B Ren KO Mausen die Prorenin-Konzentration unverandert und auf dem Aus-
gangsniveau (siehe Abbildung 24 B). Durch den fehlenden Anstieg der Prorenin-Konzentration
bei den PDGFR 3 Ren KO Mausen Iasst sich schlussfolgern, dass unter einer Adeninnephro-
pathie der Renin mRNA Anstieg aus den medullaren PDGFR (-Zellen der PDGFR 3 Ren WT
Mause hauptsachlich zum Prorenin-Anstieg im Plasma der PDGFR 3 Ren WT Mause beitragt.
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Abbildung 24 Renin und Prorenin-Konzentration im Plasma: Adenin

A. Renin-Konzentration im Plasma:

PDGFR B Ren WT basal (n=7): 173,4 + 45,28 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR B Ren KO basal (n=7): 114,5 + 16,79 ng
ANG-I ml/h;

PDGFR B8 Ren WT Adenin (n=7): 76,74 + 8,07 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=7): 42,70 = 4,07 ng
ANG-I ml/h; Signifikanzniveau: ** p < 0,01

B. Prorenin-Konzentration im Plasma:

PDGFR B Ren WT basal (n=7): 92,44 + 7,45 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR 3 Ren KO basal (n=5): 75,55 + 12,75 ng
ANG-I ml/h;

PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=7): 314,8 + 51,38 ng ANG-I mil/h vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=5): 74,16 + 22,16
ng ANG-I ml/h Signifikanzniveau: * p < 0,05, ** p <0,01

Bei einer diabetischen Nephropathie zeigt sich wie bei einer Adeninnephropathie, eine Ab-
nahme der Renin-Konzentration im Plasma bei beiden Genotypen (vgl. Abbildung 25 A). Der
Anstieg der Renin mRNA aus den medullaren interstitiellen Zellen (vgl. Abbildung 22 C) kdnnte
sich erneut durch den Anstieg des Prorenins im Plasma der PDGFR  Ren WT STZ Méause
bemerkbar machen (siehe Abb. 25 B). Im Vergleich zur basalen Prorenin-Konzentration steigt
Prorenin im Plasma der PDGFR 3 Ren WT Mause unter diabetischer Nephropathie auf etwa
das Zweifache an. Im Gegensatz zur Adenin-induzierten Nephropathie, fuhrt die diabetische
Nephropathie bei den PDGFR  Ren KO Méausen auch zu einem Anstieg der Plasma Prorenin-
Konzentration. Dieser etwa 3-fache Prorenin-Anstieg im Plasma der PDGFR B Ren KO Mause
konnte auf das tubuléar produzierte Renin zurlckzufiihren sein [142]. Sicherlich kénnte auch
bei den PDGFR 3 Ren WT Mausen das Tubulus Renin zum Anstieg des Prorenins im Plasma

dieser Tiere beigetragen haben.
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Abbildung 25 Renin und Prorenin-Konzentration im Plasma: STZ

A. Renin-Konzentration im Plasma:

PDGFR B Ren WT basal (n=6): 45,53 * 4,01 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR B Ren KO basal (n=6): 53,69 + 7,79 ng
ANG-I ml/h;

PDGFR B Ren WT STZ (n=6): 31,28 + 3,67 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 20,67 * 4,25 ng ANG-
I ml/h; Signifikanzniveau: * p < 0,05; ** p < 0,01

B. Prorenin-Konzentration im Plasma:

PDGFR B Ren WT basal (n=6): 79,26 + 12,62 ng ANG-I mi/h vs. PDGFR 3 Ren KO basal (n=6): 22,34 + 5,43 ng
ANG-I ml/h;

PDGFR B Ren WT STZ (n=6): 152,0 + 14,79 ng ANG-I mil/h vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 57,62 + 6,32 ng
ANG-I ml/h; Signifikanzniveau: * p < 0,05; ** p < 0,01

4.3.7 Urin: Osmolaritat und Elektrolytkonzentration

Eine durch Adenin verursachte Nephropathie geht mit einer ausgeprégten Diurese einher.
Beide Genotypen zeigen eine ahnliche Verringerung der Harnosmolaritdt unter einer A-
deninnephropathie (siehe Abbildung 26 A). In Bezug auf die Elektrolytkonzentration im Urin (in
Relation zum Kreatininwert) ist weder unter Schadigungsbedingungen noch unter Kontrollbe-
dingungen ein Unterschied der Natrium- und Kaliumausscheidung im Urin zu erkennen. Ent-
gegen den Erwartungen und den Ergebnissen, die oben in Abbildung 13 C gezeigt werden,
weisen die PDGFR 3 Ren KO Mause in diesem Versuchsteil unter Kontrollbedingungen keine
signifikant héhere Natriumausscheidung auf als die PDGFR 3 Ren WT Mause. Dieser Unter-
schied kdnnte durch die starke Abhéangigkeit der Natriumausscheidung von der Tageszeit und
das damit gekoppelte Trink- und Essverhalten der Mause erklart werden. In Abbildung 13 C
werden knapp 60 Tiere miteinander verglichen, hier in Abbildung 26 sind es lediglich 14 Tiere.

Womadglich stellt Abbildung 13 die aussagekréftigeren Ergebnisse dar.
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Abbildung 26 Osmolaritat und Elektrolytkonzentration, Adenin

A. Osmolaritat:

PDGFR B Ren WT basal (n=7):1626 + 165,9 mosmol/kg vs. PDGFR  Ren KO basal (n=8): 2003 + 281,2
mosmol/kg; PDGFR B Ren WT Adenin (n=7): 462,9 + 25,8 mosmol/kg PDGFR B Ren KO Adenin (n=8): 512,5 *
31,7 mosmol/kg

Signifikanzniveau: ** p < 0,01; *** p < 0,001

B. Natriumkonzentration im Urin:

PDGFR B Ren WT basal (n=7): 3,12 + 0,42 mM Na/mg /dl Krea vs. PDGFR B Ren KO basal (n=7): 3,07 £ 0,40 mM
Na/mg /dl Krea;

PDGFR B8 Ren WT Adenin (n=7): 2,59 * 0,54 mM Na/mg /dl Krea,vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=7): 2,28 + 0,29
mM Na/mg /dl Krea

C. Kaliumkonzentration im Urin:

PDGFR 8 Ren WT basal (n=8): 6,20 + 0,65 mM K/mg /dl Krea vs. PDGFR 8 Ren KO basal (n=8): 6,34 + 1,27 mM
K/mg /dl Krea;

PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 4,13 £ 0,66 mM K/mg /dl Krea vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin (n=8): 4,50 + 1,23
mM K/mg /dl Krea

Unter einer diabetischen Nephropathie steigt wie bei der Adeninnephropathie die Diurese der
Tiere, dadurch sinkt die Osmolaritat im Urin der PDGFR 8 Ren WT und PDGFR 8 Ren KO
Mause. Diesbezglich gibt es keine Unterschiede zwischen PDGFR 8 Ren WT und PDGFR 3
Ren KO Mause (siehe Abb. 27 A). Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Natrium- bzw. Kali-
umausscheidung im Urin unter diabetischen Zustéanden bei beiden Genotypen nicht verandert.
Lediglich die Kaliumausscheidung unter basalen Bedingungen ist bei den PDGFR B Ren KO
Mausen signifikant geringer als bei den PDGFR B Ren WT Mausen (vgl. Abb. 27 C). Bemer-
kenswert ist, dass die basale Kaliumkonzentration im Urin der PDGFR 3 Ren WT Mause in
Abbildung 27 C im Vergleich zur Kaliumausscheidung in Abbildung 13 C vergleichsweise hoch
ist. Dies konnte moglicherweise die signifikanten Unterschiede bei den Genotypen in der Ka-
liumausscheidung unter Basalbedingungen in Abbildung 27 C erklaren. Auch hier sollte den
Ergebnissen in Abbildung 13 C mehr Vertrauen geschenkt werden, da dort eine groRere An-

zahl von Tieren miteinander verglichen wurde.
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Abbildung 27 Osmolaritat und Elektrolytkonzentration, STZ

A. Osmolaritéat:

PDGFR B Ren WT basal (n=7): 1467 + 124,4 mosmol/kg vs. PDGFR B Ren KO basal (n=6): 1335 = 158,3
mosmol/kg; PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 902,9 + 126,6 mosmol/kg vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 860,0 £
56,86 mosmol/kg;

Signifikanzniveau: * p < 0,05

B. Natriumkonzentration im Urin:

PDGFR B Ren WT basal (n=7): 3,37 + 0,40 mM Na/mg /dl Krea vs. PDGFR B Ren KO basal (n=6): 3,26 + 0,57 mM
Na/mg /dl Krea

PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 3,30 £ 0,77 mM Na/mg /dl Krea vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 2,59 + 0,65 mM
Na/mg /dl Krea

C. Kaliumkonzentration im Urin:

PDGFR 8 Ren WT basal (n=7): 9,41 + 0,90 mM K/mg /dl Krea vs. PDGFR B Ren KO basal (n=6): 6,082 + 0,4129
mM K/mg /dl Krea;

PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 6,42 + 1,20 mM K/mg /dl Krea vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 5,555 + 1,799mM
K/mg /dl Krea; Signifikanznivau: ** p < 0,01

4.3.8 Renin-Konzentration im Urin

Um die Unterschiede in der Renin-Exkretion zwischen den beiden Genotypen zu analysieren,
wurde die Renin-Aktivitat im Urin mittels ANG-l ELISAs gemessen. Die Renin-Konzentration
im Urin kdnnte Rickschlusse auf die Renin-Produktion der Tubuluszellen liefern, die bei einer
diabetischen Nephropathie verstarkt auftritt [142]. Wahrend die Renin-Konzentration im Urin
bei Kontrolltieren gering ausfallt, kann bei den STZ-Tieren ein Anstieg verzeichnet werden.
Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sowohl die PDGFR B Ren KO Tiere unter
Kontrollbedingungen als auch unter STZ-Bedingungen verglichen mit PDGFR 8 Ren WT Mau-
sen eine erhéhte Renin-Aktivitat im Urin aufweisen. Es war kein Prorenin im Urin nachweisbar.
Dies liegt héchstwahrscheinlich daran, dass Prorenin durch Proteasen im Tubuluslumen zu
aktivem Renin gespalten wird [192]. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass aktives
Renin im Urin zum Teil aus Prorenin hervorgeht. Da bei der Adenin-Nephropathie kein Anstieg
des tubularen Renins beobachtet wurde und daher davon ausgegangen werden kann, dass
die Renin-Konzentration im Urin der Adenin-Tiere nicht ansteigt, wurde die Renin-Konzentra-

tion im Urin nur bei den STZ-Tieren gemessen.
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Abbildung 28 Renin-Konzentration im Urin

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 0,138 + 0,039 ng ANG-I mi/h vs. PDGFR B Ren KO Kontrolle (n=5): 0,228 +
0,093 ng ANG-I ml/h;

PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 0,355 + 0,084 ng ANG-I ml/h vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=6): 0,625 + 0,132 ng
ANG-I ml/h; Signifikanzniveau: * p < 0,05

4.3.9 Pathologische Unterschiede der PDGFR 3 Ren WT und PDGFR B Ren

KO Mause unter Kontroll- und Schadigungsbedingungen

4.3.9.1 Albuminausscheidung im Urin

Die Ausscheidung von Albumin im Urin ist ein bedeutendes Merkmal chronischer Nierener-
krankungen. Sie kann auf eine Beeintrachtigung der glomeruléren Filtrationsbarriere hinwei-
sen. Podozyten spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Der zugrundeliegende Mechanis-
mus der Proteinurie besteht darin, dass die glomerulare Filtrationsbarriere in der Niere auf-
grund von Podozytenschadigungen nicht mehr intakt ist [193].

Die Adenin-behandelten PDGFR B Ren WT und PDGFR B Ren KO Mause weisen lediglich
eine leichte Albuminurie auf (siehe Abb. 29 A). Dies liegt daran, dass die Adenin-induzierte
Nephropathie hauptséachlich eine tubulointerstitielle Nierenschadigung verursacht, bei der die
Podozyten weniger stark betroffen sind [194]. Zwischen den beiden Genotypen gibt es weder
unter Kontrollbedingungen noch unter einer Adenin-Behandlung signifikante Unterschiede hin-
sichtlich der Albuminausscheidung. Die diabetische Nephropathie ist daftir bekannt, dass sie
Podozytenschaden verursacht, die spater zur Albuminurie fihren [195] . Die diabetische Ne-
phropathie fiihrt bei unseren Versuchstieren lediglich zu einer milden Albuminurie, die aller-
dings etwas starker als bei Adeninnephropthie ist (vgl. Abb. 29 A und B). In Bezug auf die
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Albuminkonzentration im Urin ist kein Unterschied zwischen PDGFR 3 Ren WT und PDGFR

B Ren KO Mause zu erkennen.
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Abbildung 29 Albuminausscheidung im Urin

A. PDGFR  Ren WT basal: 29,02 + 2,30 pg Alb/mg Krea vs. PDGFR 3 Ren KO basal: 33,17 + 2,39 pg Alb/mg
Krea;

PDGFR 8 Ren WT Adenin: 71,52 + 12,70 pg Alb/mg Krea vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin: 94,02 + 17,55 pg Alb/mg
Krea;

Signifikanzniveau: * p < 0,05; * p < 0,01

B. PDGFR 8 Ren WT basal: 24,76 + 2,23 ug Alb/mg Krea vs. PDGFR B Ren KO basal: 24,33 +1,83 pg Alb/mg
Krea;

PDGFR B Ren WT STZ: 115,2 + 18,56 pg Alb/mg Krea vs. PDGFR 3 Ren KO STZ: 94,14 + 17,22 ug Alb/mg Krea;
Signifikanzniveau: * p < 0,05; * p < 0,01

4.3.9.2 Renale Fibronektin, Kollagen | und I1l, F4/80 Expression

Mittels gqPCR wurde die Konzentration von Fibronektin mRNA in der Niere bestimmt. Fib-
ronektin ist eine Komponente der extrazellularen Matrix, die bei Fibrose vermehrt gebildet wird
[196]. Bei einer Adeninnephropathie kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Fibronektin
MRNA in allen Bereichen der Niere (Cortex, Medulla, Papille) (siehe Abbildung 30). Wahrend
die PDGFR B Ren WT und PDGFR 3 Ren KO Kontrolltiere keinen Unterschied hinsichtlich
Fibronektin mRNA aufweisen, haben PDGFR 8 Ren KO Adenin Méause niedrigere Fibronektin
MRNA Konzentrationen im Cortex und in der Medulla als PDGFR 3 Ren WT Adenin Tiere (vgl.
Abb. 30 A und B). In der Papille ist einen Trend zur geringeren Fibronektin mMRNA Konzentra-
tion bei PDGFR B Ren KO Tieren erkennbar (vgl. Abb. 30 C).
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Abbildung 30 Adenintiere: qPCR Fibronektin mRNA in Bezug auf B aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=5): 0,132 + 0,029 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrollle (n=8): 0,124 + 0,023;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 1,446 + 0,124 vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8): 0,937 * 0,082;
Signifikanzniveau ** p<0,01; *** p<0,001

B. Medulla: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=5): 0,153 = 0,015 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8):0,189 * 0,024;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 2,978 + 0,401 vs. PDGFR  Ren KO Adenin (n=8):1,722 + 0,379;
Signifikanzniveau * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,080 + 0,017 vs. PDGFR B Ren KO Kontrolle (n=6): 0,036 + 0,010;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 0,514 + 0,1251 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=8): 0,344 + 0,096;
Signifikanzniveau: * p < 0,05

Analog dazu wurde die Fibronektin mMRNA Konzentration bei diabetischen Mausen gemessen.
Im kortikalen Bereich der Niere weisen die STZ Tiere hohere Fibronektin mRNA Konzentrati-
onen auf, als die Kontrolltiere (siehe Abb. 31 A). In der Medulla zeigen die STZ Méuse ten-
denziell hdhere Fibronektin mRNA Konzentrationen. In der Papille ist kein Unterschied zwi-
schen STZ und Kontrolltieren in Bezug auf die Fibronektin mRNA erkennbar. Diese Daten
deuten darauf hin, dass die STZ Mause vor allem im Cortex einen Fibronektin mRNA Anstieg
aufweisen. Im Gegensatz zum Schadigungsmodell der Adeninnephropathie weisen die
PDGFR B Ren KO Mause unter diabetischer Nephropathie keine geringeren Fibronektin
MRNA Konzentrationen in der Niere auf als die PDGFR 3 Ren WT STZ Méause.
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Abbildung 31 STZ-Tiere qPCR Fibronektin mRNA in Bezug auf 3 aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=5): 0,426 + 0,012 vs. PDGFR  Ren KO Kontrolle (n=4): 0,471 + 0,027,
PDGFR B Ren WT STZ (n=6): 1,358 + 0,178 vs. PDGFR 3 Ren KO STZ (n=5): 1,557 £ 0,341,

Signifikanzniveau: * p< 0,05,** p < 0,01

B. Medulla: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n= 6): 0,475 + 0,103 vs. PDGFR B Ren KO Kontrolle (n=4):0,409 + 0,020;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=6): 0,779 + 0,101 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 0,997 + 0,223

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n= 4): 0,083 + 0,028 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=5) 0,067 + 0,026;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=7): 0,074 + 0,027 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=4): 0,051 + 0,007

Da keine Unterschiede hinsichtlich der Fibronektin mRNA Konzentration zwischen den diabe-
tischen PDGFR 3 Ren WT und PDGFR 8 Ren KO Mausen festgestellt wurden, wurde ange-
nommen, dass in diesem Schadigungsmodell auch keine histologischen Unterschiede erkenn-
bar sind. Daher konzentrieren sich die histologischen Untersuchungen auf das Schadigungs-
modell der Adeninnephropathie.

Die gPCR-Daten zeigen, dass PDGFR B Ren WT Adenin M&use hohere Fibronektin und F
4/80 mRNA Konzentrationen aufweisen als PDGFR 3 Ren KO Adenin Mause (vgl. Abbildung
30 und 36). Um diese Ergebnisse auf Proteinebene zu bestéatigen, wurden Immunofluores-
zenzfarbung auf Nierenschnitten durchgefihrt. Die Flache mit Fibronektinfarbung nimmt unter
der Adeninnephropathie deutlich zu. Wenn man den Anteil der Fibronektin Farbung auf dem
Nierenschnitt betrachtet, ist zu erkennen, dass die PDGFR B Ren KO Adenin Mause tenden-
ziell weniger Fibronektin aufweisen als die PDGFR 3 Ren WT Méuse (siehe Abb. 32 A).
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Abbildung 32 Auswertung der Immunofluoreszenzfarbung von Fibronektin (violett), DAPI (blau) Maf3stabbalken 100
pm

A. Auswertung Fibronektin Flache /DAPI Flache,

PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 0,022 + 0,005 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,018 + 0,006;

PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 0,289 + 0,056 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=6): 0,152 + 0,010
Signifikanzniveau: ** p<0,01; ***p<0,0001

B. PDGFR B Ren WT Kontrolle, Immunofluoreszenzezfarbung Fibronektin

C. PDGFR B Ren WT Adenin, Immunofluoreszenzezfarbung Fibronektin

Fibrose ist charakterisiert durch die pathologische Produktion und Ansammlung von extrazel-
lularer Matrix (ECM) im Niereninterstitium. Dabei stellen Kollagen Typ | und Ill neben Fib-
ronektin die Hauptbestandteile der ECM in fibrotischen Nieren dar [197]. Wie bereits in Abbil-
dung 30 gezeigt wurde, weisen PDGFR 3 Ren KO Adenin Mause niedrigere mMRNA Konzent-
rationen von Fibronektin auf als PDGFR 3 Ren WT Adenin Mause. Um festzustellen, ob auch
Kollagen | und Il in den Nieren der PDGFR 3 Ren KO Adenin Mause geringer exprimiert wer-
den, wurden an den Adenintieren g°PCR Messungen von Kollagen | und Il durchgefihrt. So-
wohl die Kollagen | mMRNA Konzentration als auch die Kollagen 11l mMRNA Konzentration steigt
in der Niere unter einer Adeninnephropathie. In der Medulla der PDGFR 3 Ren KO Adenin
Mé&use erkennt man einen starken Trend zu geringeren Kollagen | mRNA Konzentrationen, im
Vergleich zu den der PDGFR 3 Ren WT Adenin Mause (siehe Abbildung 33 B). Generell wei-
sen die PDGFR 3 Ren KO Adenin Mause tendenziell geringere Kollagen | und Ill mRNA Kon-
zentrationen in allen Bereichen der Niere auf als die PDGFR B Ren WT Adenin Mause. Aller-

dings gibt es keinen statistisch signifikanten Unterschied (vergleiche Abbildung 33 und 34).
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Abbildung 33 Adenintiere: qPCR Col1A1 mRNA in Bezug auf 8 aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=4): 0,014 + 0,004 vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrollle (n=7): 0,013 + 0,003;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 0,641 + 0,117 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=7): 0,586 + 0,094
Signifikanzniveau ** p < 0,01; *** p < 0,001

B. Medulla: PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,180 * 0,038 vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,220 * 0,049;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 3,175 £ 0,661 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=8): 1,703 £ 0,271;
Signifikanzniveau * p < 0,05; *p <0,01; **p < 0,001

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,130 + 0,031 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=6): 0,062 + 0,017;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=7): 1,198 + 0,405 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=6): 0,547 + 0,168;
Signifikanzniveau: * p < 0,05
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Abbildung 34 Adenintiere: qPCR Col3A1 mRNA in Bezug auf B aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=5): 0,038 + 0,009 vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrollle (n=8): 0,034 + 0,007;
PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 1,265 + 0,357 vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin (n=8): 0,576 + 0,066;
Signifikanzniveau * p < 0,05; ** p < 0,001

B. Medulla: PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=5): 0,077 £ 0,010 vs.; PDGFR B Ren KO Kontrolle (h=7): 0,087 + 0,007;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 2,196 + 0,367 vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin (n=8): 1,456 + 0,324;
Signifikanzniveau *** p < 0,001

C. Papille: PDGFR B Ren WT Kontrolle (n=6): 0,077+ 0,007 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=7): 0,166 + 0,075;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 3,124 + 0,919 vs. PDGFR  Ren KO Adenin (n=8): 2,551 * 0,822;

Signifikanzniveau: * p < 0,05; * p < 0,01
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Bei den diabetischen Versuchstieren zeigen sich in Bezug auf Kollagen | und [l mRNA Kon-
zentrationen, ahnlich wie bei Fibronektin, keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Geno-
typen.

Durch die Anwendung der Masson-Goldner-Farbung auf den Nierenschnitten kénnen fibroti-
sche Bereiche nachgewiesen werden, die sich blau farben. Aufgrund der festgestellten Unter-
schiede der Fibronektin Expression zwischen PDGFR 3 Ren WT und den PDGFR 3 Ren KO
Adenin Tieren wurden mdgliche Unterschiede hinsichtlich der Fibrose zwischen den beiden
Genotypen untersucht. Die Auswertung ergibt, dass die fibrotische Flache bei den PDGFR 3
Ren KO Kontrolltieren groRRer ist als bei den PDGFR 3 Ren WT Kontrolltieren (siehe Abbildung
35 A). Unter Schadigungsbedingungen nimmt die Anzahl der fibrotischen Areale bei beiden
Genotypen zu. Es gibt jedoch keinen Unterschied zwischen den PDGFR 3 Ren WT Adenin
und PDGFR B Ren KO Adenin Méausen in Bezug auf die fibrotische FlachengroRe (siehe Ab-
bildung 35 A).
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Abbildung 35 Fibrosequantifizierung nach Masson Goldner, Fibrose (blau), MaRRstabbalken 100 pm

A. Auswertung: Flache Fibrose/Gesamtflache Niere in %:

PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,745 + 0,065 % vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle: 1,329 + 0,137 %
PDGFR B Ren WT Adenin; 3,067 £ 0,371 % vs. PDGFR 3 Ren KO Adenin: 3,436 + 0,454 %,
Signifikanzniveau: ** p < 0,01

B. Ausschnitt Medulla: PDGFR $ Ren WT Kontrolle, Masson Goldner Farbung

C. Ausschnitt Medulla: PDGFR $ Ren WT Adenin, Masson Goldner Farbung

Chronische Nierenerkrankungen wie die Adenin-induzierte Nephropathie sind durch eine Im-
munzellinfiltration gekennzeichnet. Da insbesondere die Infiltration von Makrophagen eine
wichtige Rolle beim Beginn der Nierenerkrankung spielt [198], wurde diese durch die Quanti-
fizierung des Makrophagenmarkers F 4/80 untersucht. Die mRNA Expression von F 4/80 ist in
den kortikalen und medullaren Bereichen der Adenin-behandelten Mause deutlich hoher als
bei den Mausen unter Kontrollbedingungen (siehe Abbildung 36 A). Allerdings weisen die

PDGFR B Ren KO Tiere unter Schadigungsbedingungen niedrigere F 4/80 mRNA
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Konzentrationen auf als die PDGFR 3 Ren WT Adenin Mause. In der Papille sind keine signi-
fikanten Unterschiede hinsichtlich der F 4/80 mRNA Konzentration erkennbar. Die Werte

schwanken dort insgesamt stark (siehe Abbildung 36 C).
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Abbildung 36 Adenintiere gPCR F4/80 mRNA in Bezug auf B aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=5): 0,241 + 0,033 vs. PDGFR 3 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,261 + 0,032;
PDGFR B8 Ren WT Adenin (n=8): 1,82 + 0,304 vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8): 1,131 + 0,124
Signifikanzniveau:* p < 0,05,*p < 0,01, *** p< 0,001

B. Medulla: PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=5): 0,300 + 0,030 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8): 0,468 + 0,063;
PDGFR 8 Ren WT Adenin (n=8): 1,853 + 0,210 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=7): 1,098 + 0,141
Signifikanzniveau:* p < 0,05, *** p < 0,001

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,861 + 0,316 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=6): 0,182 + 0,040
. PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 0,756 * 0,204 vs. PDGFR 8 Ren KO Adenin (n=8): 0,647+ 0,220

Wie in Abbildung 37 dargestellt ist, nimmt auch bei den PDGFR 3 Ren WT und PDGFR 3 Ren
KO Adenin Méausen die Flache der Makrophagen, im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich
zu. In Bezug auf die FlachengréRe von F4/80 zeigen die beiden Genotypen im Schadigungs-
modell keine Unterschiede (siehe Abbildung 37 A).

A F4/80

0.251 BN PDGFR B Ren WT
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Abbildung 37 Auswertung der Immunofluoreszenzfarbung von F4/80 (violett), DAPI (blau), MaR3stabbalken 50 um
A. Auswertung: F 4/80 Flache/ Zellkern Flache:

PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,034 + 0,005 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=8):0,042 + 0,005;

PDGFR B Ren WT Adenin (n=8): 0,217 + 0,011 vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=8): 0,197 + 0,010;
Signifikanzniveau: *** p < 0,001
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B. Ausschnitt Medulla: PDGFR  Ren WT Kontrolle, Immunofluoreszenzezfarbung F 4/80
C. Ausschnitt Medulla: PDGFR 8 Ren WT Adenin, Immunofluoreszenzezfarbung F 4/80

Unter diabetischen Bedingungen zeigen die PDGFR B Ren WT Mause signifikant hohere F
4/80 mRNA Konzentrationen im Cortex im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Kontrollmau-
sen (vgl. Abb. 38 A). Bei den PDGFR B Ren KO STZ Tieren ist ein deutlicher Trend zu héheren
F4/80 mRNA Konzentrationen im Cortex erkennbar. Die PDGFR 3 Ren WT STZ und PDGFR
B Ren KO STZ Mause weisen in der Medulla tendenziell h6here F 4/80 mRNA Konzentrationen
auf, als die Kontrolltiere (siehe Abb. 38 B). In der Papille kann man keinen Anstieg der F 4/80
MRNA Konzentration bei den diabetischen Tieren verzeichnen, die Werte weisen eine hohe
Streuung auf (Abb. 38 C). Hinsichtlich der F 4/80 mRNA Konzentration zeigt sich weder unter
Kontrollbedingungen, noch unter diabetischen Bedingungen ein Unterschied zwischen den
PDGFR 3 Ren WT und PDGFR 8 Ren KO Tieren.
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Abbildung 38 STZ-Tiere qPCR F4/80 mRNA in Bezug auf 8 aktin, Cortex, Medullla, Papille

A. Cortex: PDGFR 8 Ren WT Kontrolle (n=6): 0,661 + 0,068 vs. PDGFR B Ren KO Kontrolle (n=5): 0,849 + 0,123;
PDGFR 8 Ren WT STZ (n=7): 2,468 + 0,454 vs. PDGFR 8 Ren KO STZ (n=5): 1,609 + 0,459

Signifikanzniveau: (**p < 0,01)

B. Medulla: PDGFR  Ren WT Kontrolle (n=6): 0,701 + 0,111 vs. PDGFR  Ren KO Kontrolle (n=5): 0,642 + 0,076;
PDGFR B Ren WT STZ (n=7): 1,504 + 0,326 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=6): 1,059 + 0,208

C. Papille: PDGFR 3 Ren WT Kontrolle (n=4): 1,520 + 1,029 vs. PDGFR 8 Ren KO Kontrolle (n=5): 0,419 +0,103;
PDGFR B Ren WT STZ (n=6): 0,228 + 0,045 vs. PDGFR B Ren KO STZ (n=5): 0,753 + 0,436

4.3.9.3 Glomerulére Filtrationsrate

Eine Adeninnephopathie ist gekennzeichnet durch eine starke Einschrankung der Nierenfunk-
tion [199]. Zur Erfassung der Unterschiede in Bezug auf die Nierenfunktion zwischen PDGFR
B Ren WT und PDGFR B Ren KO Tieren, wurde die glomerulare Filtrationsrate (GFR) der
Tiere unter Basalbedingungen und Schadigungsbedingungen gemessen. Unter Basalbedin-
gungen unterscheiden sich beide Genotypen hinsichtlich ihrer GFR nicht. Unter der
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Adeninnephropathie reduziert sich die GFR bei beiden Genotypen stark, wobei die Abnahme
bei den PDGFR 3 Ren KO Tieren weniger ausgepragt ist.

Man kann keine Unterschiede hinsichtlich der GFR zwischen den beiden Genotypen unter
Ausgangsbedingungen erkennen. Ebenso weisen die beiden Genotypen unter diabetischen

Bedingungen auch keine Unterschiede auf (siehe Abb. 39 B).

A GFR B GFR

500- 500+ BN PDGFR p Ren WT
&3 PDGFR p Ren KO
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100+ 100+

Abbildung 39 Glomerulére Filtrationsrate Adenin und STZ Tiere
A. PDGFR B Ren WT basal (n=7): 392,2 + 25,05 pl/min/Maus vs. PDGFR 3 Ren WT Adenin (n=7): 80,23 + 7,662

w/min/Maus;

PDGFR 8 Ren KO basal (n=8): 425,9 + 10,86, pl/min/Maus vs. PDGFR  Ren KO Adenin (n=8): 148,6 + 25,71
p/min/Maus; Signifikanzniveau: * p < 0,05, *** p < 0,001

B. PDGFR B Ren WT basal (n=7): 436,3+ 21,99 pl/min/Maus vs. PDGFR  Ren WT STZ (n=7): 389,2 + 17,87

w/min/Maus;
PDGFR B Ren KO basal (n=6): 410,4 + 14,58, pl/min/Maus vs. PDGFR B Ren KO Adenin (n=6): 371,9 + 25,25

p/min/Maus

4.4 Regulation der Renin-Freisetzung aus PDGRF B-Zellen durch physiologi-

sche Stimuli

4.4.1 Regulation der Renin-Freisetzung aus PDGRF (-Zellen: chronische Renin

Stimulation

Zur Untersuchung der Regulation der Renin-Freisetzung wurden 5 weibliche PDGFR 3 Ren
WT und 4 weibliche PDGFR 3 Ren KO Mause induziert und gleichzeitig mit dem ACE-Inhibitor
Enalapril und einer Niedrigsalz-Diat behandelt. Diese Kombination fuihrt zu einer starken Sti-
mulation der Renin-Freisetzung. Im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen wird bei den
PDGFR 3 Ren WT und PDGFR B Ren KO Mausen (Trend) unter Behandlung des ACE-Inhi-

bitors und der Niedrigsalz-Diat eine Zunahme der Plasma Renin-Konzentration festgestellt.
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Zwischen den Genotypen kann sowohl unter Ausgangsbedingungen als auch unter der Be-
handlung kein Unterschied festgestellt werden (siehe Abbildung 40). Insgesamt zeigen die

Plasma Renin-Konzentrationen unter der Behandlung eine betrachtliche Schwankung.

Renin im Plasma
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Abbildung 40 Renin-Konzentration im Plasma

PDGFR B Ren WT basal (n= 5): 56,97 + 13,63 ng ANG-I/mi/h vs. PDGFR B Ren KO basal (n=4) 69,00 + 25,49 ng
ANG-I/ml/h;

PDGFR B Ren WT Behandlung: 393,3 + 90,06 ng ANG-I/ml/h; vs. PDGFR 8 Ren KO Behandlung (n=4): 356,5 +
129,8 ng ANG-I/ml/h, Signifikanzniveau: * p < 0,05

Um genauere Aussagen Uber die Renin-Produktion aus interstitiellen Zellen zu treffen, wurde
die Renin mRNA mittels RNA-Scope auf Nierenschnitten von Tieren unter Behandlung einer
Hochsalz- und einer Niedrigsalz-Diat + Enalapril detektiert. Die juxtaglomerulare Renin mRNA
Expression steigt unter einer Niedrigsalzdiat + ACE-Inhibitor (siehe Abbildung 41B) wéhrend
sie unter einer Hochsalz-Diat abnimmt (siehe Abbildung 41 C). M&use, die mit einer Niedrig-
salz-Diat und Enalapril behandelt wurden, zeigen eine Zunahme der Anzahl und Verteilung
der Renin-bildenden juxtaglomerulédren Zellen (Rekrutierung der Reninzellen). Wie in Abbil-
dung 41 zu sehen ist, wird allerdings weder durch die Niedrigsalz- noch durch die Hochsalz-
Diat die Renin-Expression in den medullaren PDGFR [3-Zellen beeinflusst (siehe Abbildung
41).
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Abbildung 41 Renin mRNA Scope, Rein mRNA braun, PDGFR 3 Ren WT Mause

A. Gesamtniere einer PDGFR 8 Ren WT Kontrollmaus, rechts Ausschnitt Medulla: interstitielles Renin

B. Gesamtniere einer ACE-Inhibitor+ Niedrigsalz behandelten PDGFR B Ren WT Maus, rechts Ausschnitt Medulla:
interstitielles Renin

C. Gesamtniere einer Hochsalz behandelten WT Maus, rechts Ausschnitt Medulla: interstitielles Renin
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4.4.2 Regulation der Renin-Freisetzung aus PDGRF B-Zellen: akute Renin Sti-
mulation

Bislang wurde der Einfluss des interstitiellen Renin KOs bei einer chronischen Stimulation von
Renin beschrieben. Im Folgenden wird die akute Stimulation von Renin unter der Verwendung
von Isoproterenol untersucht. Isoproterenol ist ein 3-Rezeptoragonist, der tUber adrenerge 31-
Rezeptoren wirkt und zu einer unmittelbaren Freisetzung von Renin fuhrt und die physiologisch
sehr bedeutsame Stimulation der Renin-Sekretion durch das sympathische Nervensystem imi-
tiert [180]. Durch die Behandlung der Mause mit Isoproterenol wirde Uberprift, ob B-Rezep-
toren in interstitiellen Zellen in vivo einen Einfluss auf die Renin-Produktion haben. Die Renin-
Konzentration im Plasma der PDGFR 3 Ren WT Méause steigt unter Isoproterenol-Behandlung
um etwa das 75-fache an. Auch bei PDGFR B Ren KO Mausen kommt es zu einem sehr
starken Anstieg der Renin-Konzentration im Plasma, der allerdings gegenuber PDGFR 3 Ren
WT Mausen reduziert ist.

Renin im Plasma
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Abbildung 42 Renin-Konzentration im Plasma, Isoproterenol (ISO)

PDGFR B Ren WT basal (n=5): 56,97 + 13,63 ng ANG I/ml/h vs. PDGFR B Ren KO basal (n=3): 71,06 + 35,93 ng
ANG I/mli/h;

PDGFR B Ren WT ISO (n=5): 4.192 + 583,8 ng ANG I/ml/h vs. PDGFR  Ren KO ISO (n=3): 1.276 + 32,97 ng
ANG I/ml/h; Signifikanzniveau ** p < 0,01

4.5 Zellkulturexperimente: Regulation der Renin-Freisetzung aus PDGRF B-Zel-
len

Die grun fluoreszierenden interstitiellen Zellen von PDGFR B-Cre/mTmG Mausen wurden fur
Zellkulturversuche verwendet. Zur Sicherstellung der korrekten Sortierung der PDGFR B Zel-
len mittels Durchflusszytometrie, wurde eine gPCR durchgefiihrt, wobei das Vorhandsein der

PDGFR B mRNA der Zellen tberpruft wurde. Zusétzlich wurde eine
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Immunofluoreszenzfarbung mit einem PDGFR B Antikoérper durchgefihrt, um die Anwesen-
heit des Rezeptors auf den Zellen zu bestéatigen (siehe Abbildung 43). Durch diese Techni-

ken konnte sichergestellt werden, dass PDGFR B-positive Zellen kultiviert wurden.

Abbildung 43  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
kultivierten PDGFR f3-positiven Zellen, MaRRstabbalken: 50 pm
Immunofluoreszenzfarbung von PDGFR B (violett), DAPI (blau)
und griin fluoreszierende mG Protein

Um auszuschliel3en, dass es sich bei den kortikalen PDGFR 3 Zellen nicht teilweise auch um
juxtaglomerulare Zellen handelt, wurde vor der Isolation der PDGFR 8 Zellen aus den murinen
Nieren, die Niere in Cortex und Medulla zoniert. Dieser Ansatz ermdglicht nicht nur die genaue
Trennung der PDGFR 3 Zellen von den juxtaglomerularen Zellen, sondern eréffnete auch die
Mdoglichkeit, etwaige Unterschiede im Verhalten dieser Zellpopulationen zu erkennen. Um den
Stimulus zu untersuchen, der die Renin-Produktion auf hormoneller und molekularer Ebene
beeinflusst, wurde zunachst analysiert, ob die Renin-Produktion in primaren PDGFR 3-Zellen
durch Forskolin und IBMX stimuliert wird [135]. Sowohl Forskolin (Aktivator der Adenylatcyc-
lase (AC)), als auch IBMX (nichtselektive Inhibitor der Phosphodiesterasen (PDE)) erhdhen
die Renin-Freisetzung in isolierten juxtaglomerularen Zellen [81,200]. Forskolin, sowie IBMX
bewirken eine Erhéhung der cAMP-Konzentration in der Zelle. Adenylatcyclasen (AC), die in
eukaryotischen Zellen weit verbreitet sind, sind Enzyme, die cCAMP aus zytosolischem Adeno-
sintriphosphat (ATP) erzeugen. Forskolin bindet allosterisch an AC und stimuliert die ATP-
Katalyse [201]. Die cAMP-Konzentration in den Zellen wird durch ein Gleichgewicht zwischen
der Geschwindigkeit der cAMP-Erzeugung durch AC und der cAMP-Hydrolyse durch Phos-
phodiesterasen (PDE) bestimmt [81]. PDE férdern somit den Abbau von cAMP. Durch die
Hemmung der PDE wird folglich die cAMP-Konzentration in der Zelle gesteigert. Es stellte sich
heraus, dass die kultivierten murinen PDGFR B-Zellen, genauso wie kultivierte humane Peri-
zyten [135] nach einigen Tagen die Fahigkeit zur Renin-Produktion verlieren und nur durch die
Zugabe von Forskolin oder IBMX wieder dazu angeregt werden kdnnen, Renin zu produzieren.
Es wurden daher alle Zellen fur 4 Tage mit Forskolin behandelt, um die Renin-Expression der
Zellen aufrecht zu erhalten. Nach 4 Tagen wurden die Zellen entweder fur einen weiteren Tag
mit Forskolin stimuliert oder nur mit dem Vehikel (DMSO) behandelt. Es wurde festgestellt,
dass die um einen Tag langere Stimulation mit 10 uM Forskolin zu einer erhéhten Renin-Pro-
duktion in PDGFR B Zellen fiihrt (vgl. Abbildung 44 A und B). Ahnlich verhielten sich die Zellen,
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die einen weiteren Tag mit 100 uM IBMX behandelt wurden. Alle Zellen wurden 5 Tage lang
mit 100 uM IBMX behandelt, anschlieBend wurde ein Teil der Zellen ein Tag langer mit 100
UM IBMX stimuliert (siehe Abbildung 44 C und D). Die Zellen, die ein Tag langer mit IBMX
behandelt wurden, weisen eine héhere Renin-Produktion auf.
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Abbildung 44 gPCR Renin mRNA in Bezug auf RPL32, PDGFR (-Zellen vor Stimulation 8-9 Tage kultiviert, 1 n=
Mittelwert von mindestens 3 Wells

A.PDGFR B Zellen aus dem Nierenmark: 1 Tag klrzer mit Forskolin behandelte Zellen (n=3) wurden auf 1 nomiert
vs. 1 Tag langer mit Forskolin behandelte Zellen (n=3): 11,14 + 4,739

B. PDGFR (3 Zellen aus dem Nierencortex: 1 Tag kiirzer mit Forskolin behandelte Zellen (n=2) wurden auf 1 nomiert
vs. 1 Tag langer mit Forskolin behandelte Zellen (n=2): 8,634 + 3,202

C. PDGFR f Zellen aus dem Nierenmark: 1 Tag kirzer mit IBMX behandelte Zellen (n=2) wurden auf 1 nomiert
vs.1 Tag langer mit IBMX behandelte Zellen (n=2): 5,233 + 0,9088

D. PDGFR B Zellen aus dem Nierencortex: 1 Tag kirzer mit IBMX behandelte Zellen (n=3) wurden auf 1 nomiert
vs. 1 Tag langer mit IBMX behandelte Zellen (n=3): 7,765 + 2,890

Um zu untersuchen, ob PGE., das verstarkt unter Nierenschadigungsbedingungen produziert
wird, die Renin-Produktion erhdht, wurde eine Stimulation der PDGFR 8 Zellen mit diesem
Hormon durchgefiihrt. Zunéchst wurde mithilfe der gPCR Uberprift, ob in den kultivierten

PDGFR B Zellen Prostaglandinrezeptoren vorhanden sind. Dabei wurde festgestellt, dass die
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Zellen insbesondere EP2 und EP4 mRNA exprimieren. Um die Renin mRNA Expression in
allen kultivierten Zellen nachzuweisen, wurden fur das Stimulationsexperiment die PDGFR
Zellen 4 Tage lang mit Forskolin vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit PGE,
beziehungsweise dem Vehikel (ETOH) 24 Stunden stimuliert. Die Stimulation mit PGE; bewirkt
einen Anstieg der Renin mRNA in den PDGFR B-Zellen (Medulla: signifikanter Anstieg, Cortex:
starker Trend) (siehe Abbildung 45).

A Medulla: PDGFR B Zellen B Cortex: PDGFR B Zellen
41 El 4T Forskolin, 1 T ETOH 41 El 4T Forskolin, 1 TETOH
x €3 4 T Forskolin, 1 T PGE, —— &3 4TForskolin, 1T PGE,
—

i 1
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0-. r o-. B e
Abbildung 45 gPCR Renin mRNA in Bezug auf RPL32, PDGFR B-Zellen vor Stimulation 8-9 Tage kultiviert, 1 n=
Mittelwert von mindestens 3 Wells

A. PDGFR (8 Zellen aus dem Nierenmark: Die Nicht stimulierten Zellen (n=7) wurden auf 1 nomiert. Stimulation mit
PGE2 (n=7): 2,534 *+ 0,656; Signifikanzniveau:* p < 0,05

B. PDGFR 8 Zellen aus dem Nierencortex : Die Nicht stimulierten Zellen (n=8) wurden auf 1 nomiert. Stimulation
mit PGE2 (n=8): 2,641 + 0,912

Renin/ RPL32 mRNA
N

Renin/ RPL32 mRNA
N

PGE; konnte ein Anstieg der Renin mRNA in den Zellen bewirken. Anschliel3end wurde unter-
sucht, ob dieser Anstieg durch gleichzeitige Inhibition von Phosphodiesterasen verstérkt wer-
den kann. Aufgrund der Tatsache, dass PGE; durch die Aktivierung der EP2- und EP4-Rezep-
toren die intrazellulare cAMP-Konzentration steigert [202], kdbnnte man erwarten, dass eine
zusatzliche Hemmung der PDE durch IBMX zu einer noch hdheren intrazellularen cAMP-Kon-
zentration fuihrt. Wenn dies zu einer weiteren Steigerung der Renin-Produktion in den PDGFR
B-Zellen fuhrt, kbnnte dies darauf hinweisen, dass PDGFR B-Zellen lber PGE,-vermittelte
cAMP-Signalwege die Renin-Produktion verstarken. Abbildung 46 zeigt, dass der Anstieg der

Renin mRNA in den Zellen durch die Kombination von PGE, und IBMX weiter erhdht wird.
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Abbildung 46 gPCR Renin mRNA in Bezug auf RPL32, PDGFR B-Zellen vor Stimulation 8-10 Tage kultiviert, 1 n=
Mittelwert von mindestens 3 Wells

A. PDGFR B Zellen aus dem Nierenmark: Die Nicht stimulierten Zellen (n=5) wurden auf 1 nomiert vs. Stimulation mit
PGE2 (n=7): 15,77 + 4,988; Signifikanzniveau:* p < 0,05

B. PDGFR B Zellen aus dem Nierencortex : Die Nicht stimulierten Zellen (n=6) wurden auf 1 nomiert vs. Stimulation mit
PGE2 (n=7): 11,15 + 3,568; Signifikanzniveau:* p < 0,05
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5 Diskussion

5.1 Regulation und funktionelle Bedeutung von Renin in interstitiellen Zellen un-
ter physiologischen Bedingungen

Um die funktionelle Bedeutung des interstitiellen Renins genauer zu untersuchen, wurde eine
genetisch modifizierte Maus generiert, bei der das Reningen gezielt in den interstitiellen Zellen
ausgeschaltet wurde. Vorherige Forschungsergebnisse deuteten darauf hin, dass Renin-bil-
dende interstitielle Zellen den PDGFR B exprimieren [137]. Daher wurden Renl"o/lox -Mause
mit einer Mauslinie gekreuzt, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des PDGFR (-
Promotors exprimiert. Durch diese Kreuzung konnte eine Maus erzeugt werden, bei die Renin-
Bildung in PDGFR B positiven interstitiellen Zellen stark reduziert oder sogar aufgehoben ist.
Zu einem beliebigen Zeitpunkt kann die Aktivierung der Cre-Rekombinase, die unter der Kon-
trolle des PDGFR B-Promotors steht, durch die Verabreichung von tamoxifenhaltigem Futter
erfolgen [203]. Der Vorteil gegentber dem konstitutiven Knockout Modell ist, dass bei dem
induzierbaren Maus Modell die Embryonalentwicklung durch den Knockout nicht beeintrachtigt
wird und die Funktion des Gens im Erwachsenenalter untersucht werden kann [178]. Es wurde
darauf geachtet, dass die Induktion mit Tamoxifen (TMX) der Versuchstiere erst im Erwachse-
nenalter erfolgte. Mause mit induzierbaren Cre-Systemen kdnnen normal heranwachsen und
die genetische Funktion bis zur Induktion uneingeschrankt beibehalten. Die korrekte Rekom-
bination der PDGFR B-Zellen wurde mithilfe der TMX-induzierten PDGFR 3 Cre mTmG Maus
Uberprift. Es war deutlich erkennbar, dass nur interstitielle Zellen und Mesangiumzellen der
Glomeruli das grun fluoreszierende mG-Protein exprimieren, was darauf schliel3en lasst, dass
die Cre-Rekombination in den PDGFR 8 Zellen stattfindet. Die Tubuli und die juxtaglomerula-
ren Zellen exprimieren hingegen weiterhin das rote mT-Protein. Dennoch konnte man in der
PDGFR B Cre Ren fo¥flox Maus vereinzelte interstitielle Zellen erkennen, die Renin exprimie-
ren. Dies kénnte zum einen an einer nicht 100%igen Rekombinationseffizienz liegen [204]. So
konnte u.a. eine nicht ausreichende Tamoxifen-Dosis die Ursache fur eine unzureichend indu-
zierteTransgenexpression sein [205]. Zum anderen kdnnten auch weitere Zellen des Intersti-
tiums, die nicht den PDGFR 8 exprimieren, Renin exprimieren. Diese wirden entsprechend
keine Cre-Aktivitat und damit auch keine Deletion des Reningens aufweisen. Allerdings war
bereits unter physiologischen Bedingungen ein deutlicher Unterschied in der Renin mRNA Ex-
pression zwischen den beiden induzierten Genotypen erkennbar, was darauf schliel3en I&sst,
dass die Rekombination gréf3tenteils stattgefunden hat.

PDGFR B Ren KO Tiere unterschieden sich von PDGFR 3 Ren WT Tieren durch geringere
Renin mRNA Konzentrationen in der Niere. Um die Lokalisation der Renin-produzierenden

PDGFR B positiven interstitiellen Zellen zu bestimmen, wurde geschaut, in welchem Bereich
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der Niere der Unterschied der Renin mRNA aulftritt. Vorangegangene Untersuchungen haben
bereits gezeigt, dass die PDGFR {8 positiven Zellen, welche Renin bilden, vorwiegend in der
auRBeren Medulla der Niere lokalisiert sind [153]. Durch die Verwendung eines RNA-Scopes
erkennt man auf Nierenschnitten, insbesondere im Bereich der &uf3eren Medulla, einen deut-
lichen Unterschied der Renin mRNA Expression zwischen den PDGFR 3 Ren WT und PDGFR
B Ren KO Mausen. Im Gegensatz zu den PDGFR 3 Ren WT Mausen, weisen die PDGFR (3
Ren KO Méause mit Ausnahme einiger weniger Falle keine Renin mRNA in den interstitiellen
Zellen der &ufl3eren Medulla auf. Dies spiegelt sich auch in der Renin mRNA Konzentration im
Nierengewebe der Mause wider. Die gPCR Daten zeigen, dass die PDGFR 3 Ren KO Mause
in der Medulla weniger Renin mRNA aufweisen als die PDGFR 3 Ren WT Mause. Dadurch
kann bestatigt werden, dass sich die Renin-bildenden interstitiellen Zellen im Nierenmark be-
finden. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass PDGFR 3 Ren KO Tiere geringere Renin
MRNA Konzentrationen in allen Bereichen der Niere aufweisen. Die Ergebnisse der gPCR
verdeutlichen , dass die PDGFR 3 Ren KO Mause auch im Cortex im Vergleich zu den PDGFR
B Ren WT Mausen niedrigere Renin mRNA Konzentrationen besitzen. Allerdings ist dieser
Unterschied auf den Nierenschnitten der Tiere nicht eindeutig erkennbar. Es besteht die Mdg-
lichkeit, dass aufgrund der makroskopischen Zonierung der Niere in Cortex, Medulla und Pa-
pille eine unabsichtliche Kontamination des Cortex mit Teilen der Medulla aufgetreten ist. Da
sich im Cortex allerdings juxtaglomerulare Zellen befinden, die deutlich mehr Renin exprimie-
ren als die interstitiellen Zellen, hétte eine Verunreinigung moglicherweise nur einen geringfu-
gigen Unterschied der Renin mRNA Konzentration in der gq°PCR gezeigt. Die Expression von
Renin in kortikalen interstitiellen Zellen wurde bereits in Mausen gezeigt, bei denen durch die
Behandlung mit dem Vasodilatator Hydralazin bzw. dem AT 1 Rezeptor Antagonist Losartan
eine Hypotonie induziert wurde [136]. Die Verabreichung von Hydralazin und Losartan flhrte
zu einer Blutdrucksenkung der Mause, begleitet von einem Anstieg der Renin 1 mRNA. Der
Anstieg der Renin 1 mRNA wurde vor allem in den kortikalen tubulointerstitiellen Zellen fest-
gestellt, wahrend in den medulléaren interstitiellen Zellen und den juxtaglomerularen Zellen kein
bedeutender Anstieg der Renin mRNA zu verzeichnen war [136]. Dies legt nahe, dass sich
auch im Cortex einige PDGFR B Zellen befinden, die Renin produzieren kénnen. Allerdings
konnte ich auf den Nierenschnitten der PDGFR B Ren WT Mause unter physiologischen Be-
dingungen nur wenig Renin mRNA in den kortikalen tubulointerstitiellen Zellen nachweisen.
Daher scheint eine unterschiedliche Expression von Renin in PDGFR  positiven interstitiellen
Zellen allein nicht ausreichend zu sein, um den Unterschied in der Renin mRNA Expression
im Cortex der beiden Genotypen vollstandig zu erklaren. Allerdings wurde beschrieben, dass
sich PDGFR B Zellen auch direkt um die juxtaglomeruléren Zellen herum gruppieren und diese
Zellen daher nicht als klassische interstitielle Zellen, die eher im losen Verband im Gewebe

liegen, imponieren. Bisher ist nicht bekannt, ob die perivaskularen PDGFR (3 Zellen unter
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physiologischen Bedingungen Renin produzieren [187]. Hinweise auf die Fahigkeit der peri-
vaskularen PDGFR B Zellen zur Renin-Produktion liefert eine Immunofluoreszenzfarbung mit
Renin (siehe Ergebnis-Teil 4.3.4). Bei der Quantifizierung des Renin-Signals an der afferenten
Arteriole von PDGFR Ren WT und PDGFR Ren KO Ma&usen stellt sich heraus, dass die
PDGFR Ren KO Mause eine geringere Flache der Renin-Farbung im Bereich des juxtaglome-
ruldaren Apparats aufweisen als die PDGFR Ren WT Mause. Dies legt nahe, dass die perivas-
kularen Renin-Zellen auch unter physiologischen Bedingungen in der Lage sind Renin zu pro-
duzieren. Auf den Nierenschnitten, die mithilfe des RNA-Scope-Verfahrens angefertigt wur-
den, ist keine eindeutige Zuordnung der Renin mMRNA-Expression zu den perivaskuléaren
PDGFR-B-Zellen mdglich, da das starke Renin mRNA Signal von den juxtaglomerularen Zel-
len das Renin-Signal der perivaskularen Zellen Uberdeckt. Allerdings sprechen die geringere
Flache der Renin-Féarbung, die geringere Renin mRNA und die geringere Renin-Aktivitat im
Cortex der PDGFR Ren KO Mause dafiir, dass die perivaskularen PDGFR 3 Zellen im Bereich
des juxtaglomeruldren Apparats auch unter physiologischen Bedingungen in der Lage sind
Renin zu produzieren.

Die RNA-Scope Untersuchungen zeigen zudem, dass auch in der Papille Renin-bildende in-
terstitielle Zellen vorhanden sind. Allerdings ist die Gesamtzahl der Renin-exprimierenden Zel-
len hier sehr gering. Dies kdnnte erklaren, warum bei der Messung der Renin mRNA Konzent-
ration lediglich ein Trend zu einer geringeren Renin-Konzentration bei den PDGFR Ren KO
Mausen, im Vergleich zu den PDGFR Ren WT Mausen beobachtet wird. Aufgrund der sehr
geringen Gewebemenge und der unmittelbaren Nachbarschaft zum Nierenmark, das eine
deutlich hohere Renin mRNA Expression aufweist, besteht die Mdglichkeit der Kontamination
mit Gewebe aus dem Nierenmark, sodass die Isolierung von mRNA aus der Papille stéranfallig
ist.

Parallel zu den Ergebnissen der Renin mRNA Expression in der gPCR, ist auch die Renin-
Konzentration, also die Renin-Aktivitat in Anwesenheit eines Uberschusses Angiotensinogen,
bei PDGFR 3 Ren KO Tieren im Cortex signifikant niedriger als bei PDGFR 3 Ren WT Tieren.
Madoglicherweise kdnnten, wie bereits oben erlautert, daftir auch die perivaskularen PDGFR 3
Zellen im juxtaglomerularen Apparat verantwortlich sein. Leider konnte ich in diesem Gewebe
kein Prorenin nachweisen. Dies konnte einerseits daran gelegen haben, dass Prorenin, anders
als Renin, konstitutiv freigesetzt wird und nicht in der Zelle gespeichert wird, sondern unmittel-
bar in den Blutkreislauf freigesetzt wird [104]. Somit liegt die Prorenin-Konzentration im Ge-
webe mdglicherweise unterhalb der Nachweisgrenze des ANG | ELISA’s. Ein weiterer Grund
daftr, dass Prorenin nicht nachgewiesen werden konnte, konnte die enzymatische Umwand-
lung von Prorenin in Renin wahrend der Gewebehomogenisierung sein. Die oben aufgeflinrte
Renin-Konzentration ware in diesem Fall also als Gesamt-Renin-Konzentration, also die

Summe aus aktiven Renin und aktivierten Prorenin, zu verstehen.
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In der Medulla und der Papille kann man lediglich einen Trend zur geringeren Renin-Aktivitét
der PDGFR B Ren KO Tiere beobachten. Basierend auf diesen Daten kénnte man vermuten,
dass die Renin mRNA Expression in den medullaren PDGFR (3 Zellen nicht zu einer Verande-
rung der Freisetzung von aktivem Renin fuhrt, sondern viel mehr zur Prorenin-Freisetzung
beitragt. Dies wirde etwas im Widerspruch zu den Beobachtungen im Cortex stehen, da diese
vermuten lassen, dass die kortikalen PDGFR B Zellen auch aktives Renin freisetzen kdnnen.
Die resultierende Schlussfolgerung, dass PDGFR B Zellen sowohl aktives Renin, als auch
primér inaktives Prorenin freisetzen konnen wird durch die Untersuchungen im Plasma ge-
stutzt. Hier haben PDGFR B Ren KO Mause unter physiologischen Bedingungen im Vergleich
zu PDGFR B Ren WT Mausen geringere Konzentrationen von aktiven Renin und Prorenin Es
bleibt jedoch noch weiter zu untersuchen, ob die Freisetzung von Renin und Prorenin aus den
PDGFR B Zellen von ihrer Lokalisation in der Niere abhangt.

Renin 16st durch die Aktivierung der nachgeschalteten enzymatischen Kaskade eine Vielzahl
physiologischer Effekt aus, von denen die offensichtlichsten die Erhdhung der renalen Koch-
salzresorption und des Blutdrucks sind. Die renalen Effekte der Renin-Angiotensin-Kaskade
werden zum Teil Uber direkte tubuléare Effekte von Angiotensin Il vermittelt. Darliber hinaus
stimuliert Angiotensin Il auch die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde, was
dann seinerseits auf den Tubulus einwirkt. Die verminderte Aldosteron-Konzentration der
PDGFR B Ren KO Tiere sowie die beobachtete erhéhte renale Natrium-Ausscheidung kann
daher gut auf die reduzierten Konzentrationen von Renin und Prorenin im Plasma der Tiere
zurtickzufuhren sein. Es ist anzumerken, dass die PDGFR B Ren KO Tiere trotz der niedrigen
Aldosteron-Konzentration im Blut keine reduzierte Ausscheidung von Kalium zeigen, da eine
niedrige Aldosteron-Konzentration im Blut sowohl zu einer erhéhten Natriumausscheidung als
auch zu einer verringerten Kaliumausscheidung fihren kénnte [206]. Mogliche Grinde hierfr
kénnten sein, dass es neben den Aldosteron-abhéngigen Mechanismen der renalen Kali-
umausscheidung weitere Regulatoren des Kaliumhaushalts gibt [207]. Des Weiteren ist die
Ausscheidung von Elektrolyten im Urin abhéngig von der Uhrzeit, von der Trinkmenge und der
Nahrungsaufnahme. Diese Faktoren wurden bei unseren Untersuchungen nicht standardisiert,
um eine moglichst allgemeingultige und tUbertragbare Aussage treffen zu kénnen. Neben den
Veranderungen der Renin-Aktivitat im Plasma konnte auch die beobachtete tendenziell redu-
zierte Renin mRNA in der Nebenniere zur niedrigeren Aldosteron-Konzentration im Plasma
der PDGFR 3 Ren KO Méause beitragen. Wie viele andere Organe verfiigt auch die Nebenniere
Uber ein eigenstandiges lokales Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) [119]. PDGFR
B Zellen kommen hier vor allem in der kortikomedullaren Grenzzone vor. Es ist bekannt, dass
diese Zellen auch EPO mRNA exprimieren kdnnen [148]. Ob die PDGFR {3 positiven Zellen in
der Nebenniere tatséchlich auch aktives Renin produzieren und sezernieren, bleibt noch weiter

zu erforschen. Der Unterschied hinsichtlich der Renin und Prorenin-Konzentration und damit
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verbundenen unterschiedlichen Aldosteron-Plasma Konzentration der Tiere ist hochstwahr-
scheinlich verantwortlich fur die niedrigeren Blutdruckwerte bei den PDGFR  Ren KO Mau-
sen. Es lasst sich vermuten, dass der niedrige Blutdruck bei den PDGFR 3 Ren KO Mausen
nach 15 Wochen mdéglicherweise zu einer Abnahme des Herzgewichts beigetragen haben
kénnte (siehe Ergebnis-Teil 4.2.1). Es ist zudem bekannt, dass die Aktivierung des Prorenin-
Rezeptors die Hypertrophie von Kardiomyozyten fordert [208]. Die verminderten Renin und
Prorenin-Konzentrationen kdnnten daher, Uber die resultierende reduzierte Aktivierung des
Prorenin-Rezeptors, auch direkt an den Kardiomyozyten zu einer reduzierten Zell- und damit
HerzgrolRe beitragen.

Die genannten Veranderungen bei PDGFR B Ren KO Mausen, also reduzierte Renin-,
Prorenin- und Aldosteron-Konzentration, erhdhte Natriumausscheidung und niedriger Blut-
druck, lassen die Schlussfolgerung zu, dass unter physiologischen Bedingungen offensichtlich
keine anderen Zellen im Koérper die fehlende Renin-Produktion der PDGFR 8 Zellen vollstandig
kompensieren kénnen. Dies ist insofern erstaunlich, da der reduzierte Blutdruck eigentlich zu
einer Stimulation der Renin-Bildung in den juxtaglomeruléren Zellen fuhren sollte. Es bleibt
also die Frage, warum die vorhandenen juxtaglomeruldren Zellen in der PDGFR B Ren KO
Maus, den Mangel der Renin-Freisetzung aus den PDGFR 3 Zellen nicht ausgleichen kénnen.
Um diese Frage zu beantworten, ist es zunachst notwendig, den Mechanismus zu verstehen,
wie ein erhoéhter Bedarf an Renin beantwortet wird und welche Zellen dabei zur Renin-Syn-
these mobilisiert werden. Tiere mit angeborenen genetischen Defekten im Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System weisen eine erhohte Anzahl von Renin-produzierenden Zellen in der adul-
ten Niere auf, was als Hyperplasie der Renin-Zellen bezeichnet wird [187,209,210]. In der Re-
gel wird ein erhdhter Renin-Bedarf im Kdrper bei Aktivierung des RAAS nicht durch eine ver-
starkte Renin-Produktion in den vorhandenen Zellen gedeckt, sondern durch eine Zunahme
der Anzahl von Renin-produzierenden Zellen [187,211]. In Nieren mit genetischen Defekten
im RAAS finden sich Renin-Zellen nicht nur im juxtaglomeruléaren Bereich, sondern auch in der
mittleren Schicht der préaglomerularen Arteriolen und insbesondere in den Zellschichten um
die afferente Arteriole herum. Diese zellularen Schichten sind perivaskuléare Zellen, die unter
anderem den PDGFR 3 exprimieren [187]. Die Hyperplasie dieser Zellen entwickelt sich mit
der Zeit und ist irreversibel [210]. Bei der kurzzeitigen Behandlung mit Arzneimitteln, die das
RAAS hemmen, wird ebenfalls die Anzahl der Renin-Zellen erhdht sowie auch die Menge des
sezernierten Renins [147,212). Diese Wirkstoffe fuhren zur Rekrutierung von Renin-Zellen aus
den glatten Muskelzellen der praglomerularen GefaRe. Allerdings sind in diesem Rekrutie-
rungsprozess keine perivaskularen PDGFR -Zellen involviert. [209]. Dies spiegelt sich auch
in den Ergebnissen der mit Enalapril und Niedrigsalz behandelten PDGFR  Ren WT und
PDGFR B Ren KO Mause wider. Bei den PDGFR  Ren WT Méausen konnte man unter dieser

Behandlung keine verstarkte Renin-Expression in den perivaskularen PDGFR [ Zellen
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erkennen. Selbstverstandlich ist bei diesem Experiment zu bedenken, dass es sich nur um
eine geringe Anzahl von Tieren handelt und dass in diesem Fall Weibchen verwendet wurden.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Renin-Sekretion geschlechtsspezifische Ver-
anderungen aufweist. In beiden Genotypen zeigen sich keine Unterschiede hinsichtlich des
juxtaglomeruléaren Renin-Signals und der Renin-Konzentration im Plasma. Dies lasst darauf
schlie®en, dass die PDGFR 8 Renin KO Maus prinzipiell einen erhdhten Renin-Bedarf im Kor-
per, ausgeldst durch einen ACE-Hemmer in Kombination mit einer Niedrigsalzdiat, durch die
vorhandenen juxtaglomerularen Zellen kompensieren kann. In anderen Hypotonie-Modellen,
die durch die Verwendung von Hydralazin und Losartan erzeugt wurden, blieb die Renin-Ex-
pression der medullaren interstitiellen Zellen nahezu auf dem Ausgangsniveau [136]. Ahnlich
haben auch die mit Enalapril und Niedrigsalz behandelten M&ause keine erhdéhte Renin-Pro-
duktion in den medullaren PDGFR B Zellen. Dies lasst darauf schlie3en, dass die Regulation
der Renin-Produktion in den juxtaglomerularen Zellen unabhangig von der Renin-Produktion
der PDGFR B Zellen erfolgt. Diese Entkopplung der Regulation des interstitiellen Renins von
der juxtaglomerulédren Renin-Produktion im Hypotonie-Modell zeigt erstmals, dass die Renin-
Produktion in den PDGFR 3-Zellen eine eigenstandige Funktion hat und nicht ein Spiegelbild
der Reninproduktion im juxtaglomeruléren Apparat ist.

Die Frage bleibt jedoch, warum die juxtaglomerularen Zellen unter physiologischen Bedin-
gungen die reduzierte Renin-Produktion bei PDGFR  Ren KO Tieren nicht ausgleichen.
Mdglicherweise ist die Blutdruckreduktion der PDGFR 3 Ren KO Tiere zu gering, um den Ba-
rorezeptormechanismus zu aktivieren und so die Rekrutierung von Renin-Zellen zu initiieren
[22]. Eine weitere Erklarung konnte sein, dass die PDGFR 3 Ren KO Mause die geringere
Renin/Prorenin-Konzentration im Plasma durch eine zusatzliche lokale Renin-Produktion in
der Niere ausgleichen. Da die Gesamtexpression von Renin mRNA im Gewebe der PDGFR
B Ren KO Mause niedriger ist als bei PDGFR B Ren WT Mause, kann das fehelende intersti-
tielle Renin der PDGFR 3 Ren KO Mause offensichtlich nur teilweise durch tubulares Renin
kompensiert werden. Es ist bekannt, dass die Produktion von lokalem Renin aus Tubuluszel-
len die Nierenschéadigung bei Diabetes fordert [213]. Moglicherweise produzieren die PDGFR
B Ren KO Méause unter Kontrollbedingungen vermehrt tubuléres Prorenin. Durch den Einsatz
der Masson-Goldner Farbung konnte belegt werden, dass die PDGFR 8 Ren KO Mause un-
ter physiologischen Bedingungen einen erhéhten Fibroseanteil in der Niere im Vergleich zu
den PDGFR B Ren WT Mausen aufweisen, was zu dieser Hypothese passen wirde. Zudem
konnte die Tatsache, dass PDGFR 3 Ren KO Méuse tendenziell hdhere Renin-Konzentratio-
nen im Urin aufweisen als PDGFR  Ren WT Méause, ein weiterer Hinweis daflr sein, dass
PDGFR 3 Ren KO Tiere mehr tubuléres Renin produzieren. Im Allgemeinen kann Renin im
Urin aus zwei verschiedenen Quellen stammen:

Aus [192,213,214]:
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1.) Plasma-Renin bzw. Prorenin, das im Glomerulus filtriert wird und nicht vollstandig vom
proximalen Tubulus rickresorbiert wird

2.) Renin bzw. Prorenin, das lokal vom Tubulus produziert und freigesetzt wird

Da die PDGFR B Ren KO Tiere sowohl niedrigere Renin, als auch Prorenin Konzentrationen
im Plasma aufweisen, ist es sehr unwahrscheinlich, dass die tendenziell héheren Renin-Kon-
zentrationen im Urin der PDGFR B Ren KO Mause durch eine starkere Filtration von (Pro)-
Renin bedingt sind. Es ist daher wahrscheinlicher, dass es zu einer verstarkten Freisetzung
aus den Tubuli kommt.

Interessant ist die Erkenntnis, dass bei PDGFR B Ren KO Mausen der Anstieg der Plasma
Renin- Konzentration durch eine akute Stimulation mit Isoproterenol geringer war als bei
PDGFR B Ren WT Mausen. Isoproterenol wirkt Gber B 1 und B 2 adrenerge Rezeptoren [180].
Durch Aktivierung der Beta Rezeptoren, deren Aufgabe die Signallibertragung im sympathi-
schen Nervensystem ist, kommt es in der Niere zur Renin-Freisetzung [215]. Der 1 Rezeptor
ist fur die Renin-Freisetzung aus den juxtaglomerularen Zellen verantwortlich, der dort durch
den intrazellularen Anstieg des cAMP Spiegels die Renin-Sekretion fordert [216]. Entspre-
chend der grof3en Rolle von B-Rezeptoren fir die Renin-Freisetzung weisen Mause mit einem
B1/B2 Rezeptor Doppelknockout geringere Renin-Konzentrationen im Plasma und infolgedes-
sen auch geringere Blutdruckwerte auf [64]. Die reduzierte Renin-Antwort auf die Stimulation
mit Isoproterenol legt nahe, dass der (3-Rezeptor nicht nur in den juxtaglomerularen Zellen,
sondern auch in den interstitiellen Zellen zur Kontrolle der Renin-Freisetzung beitragt. Daraus
ist zu entnehmen, dass die Renin Freisetzung aus PDGFR B Zellen offensichtlich durch adr-
energe 3 Rezeptoren stimuliert werden kann. Ferner liefert dies einen weiteren Hinweis dafir,
dass PDGFR 3 Zellen in der Lage sind Renin zu speichern und durch die regulierte Exozytose
freizusetzen. Die schwache Immunofluoreszenzfarbung von Renin in den medullaren PDGFR
B Zellen, spricht allerdings eher daflir, dass diese Zellen hauptsachlich auf dem konstitutiven
Weg Prorenin freisetzen. Moglicherweise sind es vor allem die perivaskuldaren PDGFR 3 Zellen
im Bereich des juxtaglomeruléren Apparats, die durch Isoproterenol zur Renin-Freisetzung
stimuliert werden. Bei den mit Isoproterenol behandelten Tieren konnte aus methodischen
Grunden die Plasma Prorenin-Konzentration nicht gemessen werden. Aufgrund der sehr ho-
hen Renin-Konzentrationen mussten die Plasmaproben stark verdinnt werden, um innerhalb
des Messbereichs des ANG | ELISAs zu bleiben. Durch die starke Vorverdinnung der Proben
war das Prorenin nicht mehr nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass Prorenin bei akuter
Stimulation wahrscheinlich nicht proportional zum aktiven Renin ansteigt. Eine ahnliche Be-
obachtung wurde auch von Derkx et al. gemacht, die zeigten, dass Isoproterenol bei Menschen
das aktive, aber nicht das inaktive Renin im Plasma erhoht. Isoproterenol fuhrt sogar zu einer
Abnahme von Prorenin im Plasma [217]. Schlief3lich bleibt die Frage welche Stimuli neben der

B1-Adrenorezeptor-vermittelten Stimulation fir die Renin-Freisetzung der PDGFR (3 Zellen auf
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zellularer Ebene verantwortlich ist. Passend zur zellularen Wirkung des p1-Adrenorezeptors
konnten Stefanska et al in kultivierten humanen Perizyten die Renin-Induktion durch den cAMP
Induktor Forskolin, sowie den Hemmstoff des cAMP Abbaus IBMX nachweisen [135]. Zellkul-
turversuche mit primaren PDGFR B Zellen aus der Mausniere kdnnen die cAMP vermittelte
Renin-Produktion bestatigen (siehe Ergebnis-Teil). Sowohl Forskolin als auch IBMX stimulie-
ren die Renin-Produktion in diesen Zellen. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass in den
PDGFR B-Zellen sowohl Adenylatzyklasen zur Synthese von cAMP als auch Phosphodiester-
asen zum Abbau von cAMP vorhanden sind. Welche Isoformen hierbei von funktioneller Be-
deutung sind, muss in kinftigen Untersuchungen geklart werden. Letztendlich fuhrt eine ho-
here cAMP Konzentration in den PDGFR B Zellen zu einer gesteigerten Renin-Produktion. Ein
Hormon mit gro3er physiologischer und pathopyhsiologischer Bedeutung in der Niere, das
Uber cAMP wirkt, ist Prostaglandin E; (PGE;). PGE; stimuliert Uber die EP2- und EP4-Rezep-
toren der E-Typ-Prostanoid (EP)-Rezeptorfamilie die Synthese von cAMP [78].Die PGE; -Pro-
duktion ist unter Diabetes mellitus erhdht [218] EP2 und EP4 Rezeptoren werden zudem von
interstitiellen Zellen der Niere exprimiert [219]. Die Ergebnisse meiner gPCR-Daten bestatigen
eine hohe Expression von EP2- und EP4-Rezeptoren in kultivierten PDGFR-3-Zellen, wahrend
die Expression von EP1- und EP3-Rezeptoren in diesen Zellen nur sehr gering ist (Daten nicht
gezeigt). Die Stimulation mit PGE: fuihrt zu einem signifikanten Anstieg der Renin mRNA Kon-
zentration in PDGFR 3 Zellen. Dieser Anstieg wird durch die gleichzeitige Blockade der Phos-
phodiesterasen weiter verstarkt, so dass sich schlussfolgern lasst, dass PGE; in PDGFR £
Zellen die Produktion von Renin Uber Aktivierung des cAMP-Signalwegs stimuliert. Dieser Me-
chanismus kénnte moglicherweise gemeinsam mit anderen freigesetzten Entziindungsfakto-
ren und Hormonen bei chronischen Nierenerkrankungen den Anstieg der Renin-mRNA-Ex-
pression in interstitiellen Zellen der Niere erklaren.

Es bleibt abschlieRend die Frage offen, ob die Regulation der Renin mRNA in isolierten
PDGFR B Zellen auch von entsprechenden Veranderungen der Renin- oder Prorenin-Freiset-
zung begleitet wird. Die dazu notwendigen Zellkulturexperimente werden Gegenstand spéte-

rer Untersuchungen sein.

5.2. Regulation und funktionelle Bedeutung von Renin aus interstitiellen Zellen

der Niere bei chronischer Nierenschadigung

Bei Entzundungs-und Fibroseprozessen in der Niere gewinnt das renale Interstitium zuneh-
mend an Bedeutung. Pathologische Zustande in der Niere fihren zur Aktivierung einer Vielzahl
von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren. Diese Signalmolekile haben direkte Aus-
wirkungen auf die interstitiellen Zellen und bewirken unter anderem die Differenzierung der
residenten Fibroblasten zu Myofibroblasten [220]. Mdglicherweise kdnnen auch Perizyten und

Fibrozyten zu Myofibroblasten differenzieren. In einer Studie von Lin et al., bei der in Mausen
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eine Fibrose durch eine Harnleiterobstruktion induziert wurde, wird gezeigt, dass Perizyten die
Hauptquelle der interstitiellen Myofibroblasten in fibrotischen Nieren darstellen [221]. Myo-
fibroblasten spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Progression der Nieren-
fibrose [222]. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass sie bei Nierenschadigungen fur die ge-
steigerte Expression von Renin im renalen Interstitium verantwortlich sind. Miyauchi et al zeigt
in murinen Nieren, dass die Anzahl der Renin positiven interstitiellen Zellen mit dem Fortschrei-
ten der Fibrose zunimmt [136]. Diese Induktion von Renin erfolgt durch aSMA-positive Myo-
fibroblasten, die sich im geschadigtem Tubulointerstitium der Niere bilden. Eine erhdhte Pro-
duktion von interstitiellem Renin kann nicht nur in der Maus, sondern auch beim Menschen mit
einer chronischen tubulointerstitiellen Nephritis beobachtet werden. Folglich kénnte die Akti-
vierung des interstitiellen Renins nicht nur im Mausmodell, sondern auch beim Menschen eine
bedeutende Rolle spielen [136]. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gesteigerte Ex-
pression von Renin mRNA in renalen, interstitiellen Zellen in Mausen unter chronischen Nie-
renerkrankungen wie der Adeninnephropathie und der diabetischen Nephropathie nachgewie-
sen. Bei Betrachtung der Renin mRNA auf den Nierenschnitten zeigt sich unter Schadigungs-
bedingungen eine starke Zunahme von Renin in den medullaren PDGFR (3 Zellen der PDGFR
B Ren WT Mause. Die Expression der Renin mRNA im Interstitium nimmt vor allem entlang
der Blutgefalie deutlich zu. Dies lasst vermuten, dass insbesondere die Perizyten fir den An-
stieg von Renin mRNA im Interstitium unter pathologischen Zustdnden verantwortlich sind. Es
bedarf jedoch weiterer Untersuchungen, um zu unterscheiden, ob die Perizyten in ihrer Ur-
sprungsform oder erst als differenzierte Myofibroblasten Renin produzieren. Die PDGFR 3 Ren
KO Mause hingegen exprimieren unter Kontrollbedingungen, sowie unter Schadigungsbedin-
gungen wie erwartet kaum interstitielles Renin.

Im nachfolgenden Abschnitt werden die beiden verschiedenen Nierenschadigungsmodelle (A-
deninnephropathie und diabetische Nephropathie) im Hinblick auf das interstitielle Renin naher
betrachtet. Der Fokus liegt dabei zundchst auf der Adeninnephropathie:

Die gPCR-Daten der inneren Medulla zeigen, dass die Renin mRNA Konzentration unter einer
Adenin-Nephropathie bei PDGFR B Ren WT Tiere ansteigt. Hochstwahrscheinlich ist dieser
Anstieg verantwortlich fur den Prorenin Anstieg im Plasma der Tiere unter Schadigungsbedin-
gungen. Sowohl die Konzentration der Renin-mRNA in der inneren Medulla als auch die
Prorenin-Konzentration im Plasma der PDGFR 3 Ren KO Mause bleiben unter Schadigungs-
bedingungen unverandert. Diese Ergebnisse, zusammen mit den RNA-Scope Befunden, las-
sen den Schluss zu, dass unter einer Adenin-Nephropathie ausschlie3lich die PDGFR (3 posi-
tiven Zellen fur den Anstieg der Renin mRNA in der Medulla und den damit verbundenen An-
stieg von Prorenin im Plasma verantwortlich sind. Mdglicherweise konnte der Renin mRNA
Anstieg aber zusétzlich auch die (Pro)-Renin Konzentration in der Niere erhéht haben und

somit Auswirkungen auf das lokale RAAS in der Niere ausiben. Es bedarf weiteren
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Untersuchungen, um diese Frage zu beantworten. Weder auf den Nierenschnitten der PDGFR
B Ren WT noch der PDGFR B Ren KO Mause unter einer Adeninnephropathie ist eine deutli-
ches Renin mMRNA-Signal in den Tubuluszellen festzustellen. Basierend auf dieser Beobach-
tung lasst sich folgern, dass nach drei Wochen Adenin-Futtergabe die lokale tubulare Renin-
Produktion keine wesentliche Rolle spielt. Federlein et al. haben gezeigt, dass unter diabeti-
schen Bedingungen die Tubuluszellen fur den Anstieg von Prorenin im Plasma verantwortlich
sind. [142,213]. Aufgrund des fehlenden Anstiegs von Prorenin im Plasma der PDGFR 3 Ren
KO Mause kann man davon ausgehen, dass zu diesem Zeitpunkt der Adeninnephropathie
keine verstarkte Renin-Produktion in den Tubuluszellen stattfindet. Allerdings kann dadurch
nicht ausgeschlossen werden, dass PDGFR 3 Ren KO Tiere unter einer Adenin-Nephropathie,
wie auch moglicherweise schon unter physiologischen Bedingungen, mehr Tubulus-Renin pro-
duzieren als PDGFR B Ren WT Tiere. Trotz des vollstandigen Ausbleibens des Prorenin-An-
stiegs im Plasma der PDGFR 3 Ren KO Méause wurde bei diesen Tieren eine stéarkere Reduk-
tion der Renin-Konzentration im Plasma im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Adenin Tieren
beobachtet. Die Ergebnisse der Renin-Farbung (siehe Ergebnis-Teil) deuten darauf hin, dass
der Riuckgang der Renin-Konzentration wahrscheinlich auf eine Abnahme des juxtaglomerula-
ren Renins beruht. Die Tatsache, dass bei den PDGFR 3 Ren KO Adenin-Tieren die Flache
der juxtaglomeruldaren Renin-Farbung und gleichzeitig auch die Renin-Konzentration im
Plasma im Vergleich zu PDGFR B Ren KO-Kontrolltieren um etwa 50 % fallt, starkt die Hypo-
these, dass die juxtaglomerularen Zellen fur den Riuckgang der Renin-Konzentration im
Plasma verantwortlich sind. Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass die PDGFR B Ren KO
Mause die fehlende Renin/Prorenin-Produktion unter einer Adeninnephropathie nicht durch
die juxtaglomerularen Zellen kompensieren. Auch die PDGFR  Ren WT Tiere verzeichnen
einen Rickgang der Reninfarbung und eine Abnahme der Renin-Konzentration im Plasma.
Vermutlich erfolgt der Rlickgang der Renin-Konzentration bei beiden Genotypen aus kompen-
satorischen Grinden, da der systolische Blutdruck unter einer Adenin-Nephropathie ansteigt
[223]. Bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen gibt es verschiedene Hauptursachen
far Bluthochdruck. Neben der Aktivierung des RAAS, insbesondere des lokalen RAAS [224] ,
spielen auch ein erhéhtes Blutvolumen aufgrund von Schadigungen der Nephrone sowie die
Entwicklung von Geféalverkalkungen eine entscheidende Rolle bei der Hypertonie im Zusam-
menhang mit Nierenerkrankungen. Letztere resultieren aus strukturellen Veréanderungen der
Arterienwand, die durch langanhaltenden Bluthochdruck verursacht werden und schlief3lich zu
einer Abnahme der Geféal3elastizitat fiihren. Diese GefaRverkalkungen konnen zur Entwicklung
einer isolierten systolischen Hypertonie beitragen [225,226]. Ahnlich wie im Hypotonie-Modell
der Mause zeigt sich auch im Nierenschadigungsmodell, dass die Renin-Produktion aus den
interstitiellen Zellen unabh&ngig von der Renin-Produktion der juxtaglomerularen Zellen er-
folgt. Sowohl PDGFR  Ren WT Adenin Tiere als auch PDGFR 3 Ren KO Adenin Tiere
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produzieren unter Schadigungsbedingungen aktives Renin aus juxtaglomeruléaren Zellen. Die
deutlich niedrigere Konzentration von aktivem Renin im Plasma von PDGFR 3 Ren KO Adenin
Mausen im Vergleich zu PDGFR B Ren WT Adenin-Tieren legt nahe, dass dieser Unterschied
zwischen den beiden Genotypen auf die Renin-Produktion durch PDGFR B-positive Zellen
zurtickzufuhren ist. Es ist wahrscheinlich, dass PDGFR 3 Ren WT Adenin Tiere unter einer
Adeninnephropathie weiterhin aktiv Renin freisetzen, mdglicherweise sogar vermehrt. Im Ge-
gensatz dazu kann angenommen werden, dass die Renin-Produktion aus juxtaglomeruléren
Zellen unter einer Adennephropathie abnimmt. Dies deutet darauf hin, dass die Regulation der
Reninsekretion aus PDGFR B-positiven Zellen anders erfolgt als die aus juxtaglomeruléren
Zellen. Es scheint, dass die Freisetzung von Renin aus interstitiellen Zellen nicht durch einen
erhdhten Blutdruck inhibiert, sondern moglicherweise sogar stimuliert wird. Dies kdnnte auf die
unterschiedliche Regulation der Renin-Gen-Transkription in rekrutierten glatten Muskelzellen
im Vergleich zu interstitiellen Fibroblasten zuriickzufihren sein [136].

Im Folgenden werde ich das interstitielle Renin im Zusammenhang mit der diabetischen Ne-
phropathie betrachten und es mit dem Adeninmodell vergleichen. Die diabetische Nephropa-
thie ist gekennzeichnet durch eine Expression von Renin in den Tubuluszellen der PDGFR 3
Ren WT und PDGFR 8 Ren KO Mause. Es ist bereits bekannt, dass unter einer diabetischen
Nephropathie vor allem die Sammelrohre in der Niere Renin exprimieren [227]. Interessanter-
weise wird bei der gPCR-Analyse in der Niere beider Genotypen keine Zunahme der Renin
MRNA Konzentration festgestellt. Dies kénnte darauf hindeuten, dass gleichzeitig mit der Zu-
nahme der Renin mMRNA in den tubuléren Zellen eine Abnahme der juxtaglomeruldren Renin-
Expression unter diabetischen Bedingungen auftritt [214]. Es ist verwunderlich, dass nicht nur
im Cortex, wo sich die juxtaglomerularen Zellen befinden, sondern auch in der Medulla der
STZ-Tiere keine Erhohung der Renin mRNA beobachtet wird. Dies konnte auf eine Verunrei-
nigung der Medulla mit kortikalen Bereichen der Niere zurtickzuftihren sein, die aufgrund der
makroskopischen Zonierung der Nieren der Kontrolltiere und STZ-Tiere aufgetreten ist. Diese
Verunreinigung konnte dazu gefuhrt haben, dass der Renin mRNA Anstieg in der Medulla bei
den STZ-Mausen im Vergleich zu den Kontrollmausen nicht mehr detektierbar war. Es ist in-
teressant zu beobachten, dass Méause unter diabetischen Bedingungen nicht nur eine erhdhte
Expression von Renin in den Tubuluszellen, sondern auch in den interstitiellen Zellen aufwei-
sen [142]. Dies wurde auch bei PDGFR 3 Ren WT Mausen unter diabetischen Bedingungen
beobachtet. Moglicherweise kdnnte das tubulére Renin auch die Freisetzung von interstitiellem
Renin verstarken. Die Aktivierung des tubularen Renins und die daraus resultierende erhohte
intrarenale ANG lI-Konzentration fhren zur Infiltration von Immunzellen und zur Produktion
von Chemokinen [228]. Dartiber hinaus bewirkt die Bindung von ANG Il an den AT1-Rezeptor
eine verstarkte Freisetzung von TGF-3, was zu einer Tubuluszellhypertrophie und interstitieller

Vernarbung fahrt [229]. Es wurde auch beobachtet, dass TGF-f3 die Expression von alpha-

97



SMA-mRNA in Myofibroblasten férdert, was eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung
von Myofibroblasten spielt [230]. Kirzlich wurde entdeckt, dass diese Myofibroblasten fir die
Induktion von interstitiellem Renin bei Nierenschadigungen verantwortlich sind [136]. Dies legt
nahe, dass moglicherweise aufgrund der Aktivierung des tubuldren Renins eine verstarkte
Freisetzung von interstitiellem Renin stattfindet. Zudem deutet einiges darauf hin, dass tubula-
res und interstitielles Renin auch durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst werden. Insbe-
sondere im diabetischen Modell scheint die Aktivierung des tubularen Renins in erster Linie
auf hyperglykédmische Zustande zuriickzufihren zu sein [142,231]. MAglicherweise ist dies der
Grund, warum im Adenin-Modell kein deutliches tubulédres Renin-Signal festgestellt wurde. Die
genauen Mechanismen der Aktivierung des interstitiellen Renins sind jedoch noch weitgehend
unbekannt. In dieser Arbeit wurden Zellkulturversuche durchgefiihrt, bei denen festgestellt
wurde, dass PDGFR-B-positive Zellen durch PGE;-vermitteltes cAMP die Renin-Produktion
stimuliert. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass es noch weitere Entziindungs-Zytokine/Hor-
mone gibt, die die interstitielle Renin-Freisetzung fordern.

Gemal den Ergebnissen aus dem Adenin-Modell tragt die Zunahme des interstitiellen Renins
zur Erhéhung des Prorenins im Plasma der PDGFR B Ren WT Tieren bei. Es ist bekannt, dass
nicht nur das interstitielle Renin, sondern auch das tubuldre Renin flr einen Anstieg des
Prorenins im Plasma verantwortlich ist [213]. Im Vergleich zu den basalen Prorenin Plasma
Werten, steigt bei den diabetischen PDGFR (3 Ren WT Tieren die Prorenin-Konzentration um
das 1,9-fache an. Schlief3lich fuhrt unter diabetischen Bedingungen auch das tubulare Renin
bei den PDGFR 8 Ren KO Mausen zu einem Prorenin-Anstieg im Plasma. Bei den PDGFR B
Ren KO Tieren unter diabetischen Bedingungen kommt es zu einem 2,6-fachen Anstieg der
Prorenin-Konzentration im Plasma. Daraus wird ersichtlich, dass bei diabetischen Tieren das
Tubulus-Renin mdglicherweise starker aktiviert wird, als das interstitielle Renin und dadurch
einen grofReren Prorenin-Anstieg im Plasma der PDGFR 3 Ren KO Tiere bewirkt. Es besteht
natlrlich auch die Méglichkeit, dass die PDGFR 3 Ren KO Tiere unter diabetischen Bedingun-
gen verstarkt tubulares Renin freisetzen, um das interstitielle Renin zu kompensieren. Dafur
sprechen auch die tendenziell héheren Renin-Konzentrationen im Urin der PDGFR § Ren KO-
Tiere unter STZ-Bedingungen.

Auch unter einer diabetischen Nephropathie kommt es bei beiden Genotypen zu einem Abfall
der Renin-Konzentration im Plasma. Dies steht im Gegensatz zu Tieren, die im Tubulussytem
einen Renin-KO aufweisen. Sie verzeichnen unter diabetischen Zustand eine hohere Konzent-
ration von aktivem Renin im Plasma. Die Erklarung hierfur ist die unterdriickte lokale ANG II-
Konzentration der Tubulus-Renin-KO-Tiere, die auf die fehlende Renin-Produktion in den Tu-
buluszellen zurtckzufihren ist. Die Unterdriickung der ANG Il Konzentration kann sich wiede-
rum aktivierend auf die juxtaglomeruldre Renin-Produktion auswirken [142]. Dies legt nahe,

dass das tubulare Renin unter diabetischen Bedingungen moglicherweise eine starkere lokale
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Wirkung in der Niere zeigt, in dem das intrarenal gebildete ANG Il der Tubulus-Zellen direkt
die Renin Freisetzung aus den juxtaglomerularen Zellen reguliert. Die Nahe der Renin-bilden-
den Perizyten zu den BlutgefaRen lasst darauf schlieRen, dass das interstitielle Renin unmit-
telbar in die Blutbahn freigesetzt wird und moéglicherweise weniger lokale Wirkung in der Niere
zeigt. Daraus lasst sich mdglicherweise ableiten, dass das lokal gebildete ANG Il einen star-
keren Effekt auf die juxtaglomerularen Zellen hat, als das systemische ANG II.

Bei den diabetischen PDGFR B Ren KO Tieren ist ein starkerer Abfall der Renin-Konzentrati-
onen zu verzeichnen als bei den PDGFR B Ren WT Mausen. In diesem Modell kbénnte der
starkere Rickgang der Renin-Konzentration im Plasma der PDGFR 3 Ren KO Tiere auf die
maoglicherweise starkere Aktivierung des Tubulus-Renins zurlckzufihren sein. Durch diese
verstarkte Aktivierung des Tubulus-Renins wird die Freisetzung von Renin aus den juxtaglo-
meruldren Zellen starker gehemmt.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde, besitzen die PDGFR 3 Ren KO Mause
aufgrund des fehlenden interstitiellen Renins einen niedrigeren Blutdruck. Es ist sehr wahr-
scheinlich, dass die PDGFR B Ren KO Tiere auch unter pathologischen Bedingungen einen
niedrigeren systemischen Blutdruck aufweisen. Sowohl unter einer Adeninnephropathie als
auch unter einer diabetischen Nephropathie weisen die PDGFR 3 Ren KO Mause niedrigere
Herzgewichte auf. Schon unter physiologischen Bedingungen, verringert sich nach 15 Wochen
das Herzgewicht der PDGFR B Ren KO Tiere hdochstwahrscheinlich infolge des niedrigeren
Blutdrucks. Bei den PDGFR 3 Ren WT und PDGFR 3 Ren KO Kontrolltieren kann noch kein
Unterschied hinsichtlich des Herzgewichts festgestellt werden, méglicherweise aufgrund der
noch zu kurzen Zeitspanne seit der Induktion der Gendeletion, um eine Reduktion des Herz-
gewichts unter physiologischen Bedingungen zu bewirken. Hingegen war bei den PDGFR f3
Ren KO Mausen unter den beiden Schadigungsmodellen eine deutliche Reduktion des Herz-
gewichts im Vergleich zu PDGFR 8 Ren WT Tieren und PDGFR 3 Ren KO Kontrolltieren er-
kennbar. Das Herzgewicht der PDGFR B Ren WT Tiere bleibt unter Schadigungsbedingungen
im Vergleich zu den PDGFR B Ren WT Kontrolltieren unverandert. Bei der Betrachtung und
dem Vergleich funktioneller Parameter unter Schadigungsbedingungen sollte der Aspekt des
unterschiedlichen systemischen Blutdrucks der beiden Genotypen bericksichtigt werden. Dar-
uber hinaus weisen PDGFR 8 Ren KO Tiere unter physiologischen Bedingungen leicht erhdhte
Fibrosewerte auf, moglicherweise aufgrund einer verstarkten tubuldren Renin-Produktion. Es
kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass sie unter pathologischen Bedingungen ver-
starkt tubulares Renin bilden. Auch dieser Aspekt sollte in Betracht gezogen werden.

Ein haufig verwendetes Mal} fiir Schadigungen bei chronischen Nierenerkrankungen ist die
Albuminurie. Wie bereits im Ergebnisteil erwéhnt wurde, deutet eine erhéhte Albuminurie auf
eine Beeintrachtigung der glomeruldren Filtrationsbarriere hin. Diese Barriere weist eine hohe

Selektivitat in Bezug auf Grof3e und Ladung von Stoffen auf, wodurch die Filtration von Albumin
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nahezu vollstéandig verhindert wird. Geringere Mengen an filtriertem Albumin werden grof3ten-
teils durch den Megalin-Cubulin-Komplex im proximalen Tubulus rickresorbiert und dort ab-
gebaut. Eine Uberschreitung der Transportkapazitat im proximalen Tubulus fiihrt zur Entste-
hung von Albuminurie [232]. Wie bereits im Ergebnisteil erwahnt wurde, ist bei diabetischer
Nephropathie vor allem die Schadigung der Podozyten fir eine ausgepragte Albuminurie ver-
antwortlich [195]. Im Adenin-Modell hingegen wird vorwiegend das Tubulointerstitium gescha-
digt, weshalb es nicht Uberraschend ist, dass die Tiere unter einer Adenin-Nephropathie eine
mildere Albuminurie aufweisen als unter diabetischen Bedingungen [194]. Cao et al. zeigten,
dass eine verstarkte Exposition von Albumin gegeniiber proximalen Tubuluszellen zur Aktivie-
rung des intraproximalen tubuldren RAAS fuhren kann [233]. Im Diabetes Modell konnte man
eine starkere Albuminurie gegentiber der Adenin-Nephropathie erkennen. Méglicherweise ist
dies ein weiterer Grund dafir, dass im Diabetes-Modell das tubuldre Renin starker aktiviert
wird als im Adenin-Modell. Dartiber hinaus verschlechtert die erhfhte Aktivitat des proximalen
tubularen RAAS die Aufnahme von Albumin in den proximalen Tubulus, was zu einer weiteren
Zunahme der Albuminurie fuhrt [234,235]. Unter physiologischen Bedingungen weisen die
PDGFR B Ren KO Tiere hdéhere Albuminkonzentrationen im Urin auf als die PDGFR 8 Ren
WT Tiere. Moglicherweise ist dies ein weiterer Hinweis dafur, dass bei den PDGFR 8 Ren KO
Mausen schon unter physiologischen Bedingungen das tubuldre RAAS starker aktiviert wird.
Unter pathologischen Bedingungen besteht kein Unterschied hinsichtlich der Albuminurie zwi-
schen den beiden Genotypen. Dies legt nahe, dass das interstitielle Renin keinen Einfluss auf
die Albuminaufnahme im Urin hat.

Die Anreicherung von Fibronektin stellt eines der frilhesten Ereignisse bei der Entwicklung von
Nierenfibrose dar. Als adhasives Glykoprotein spielt es eine Rolle bei der Organisation der
extrazellularen Matrix (ECM) [236,237]. Obwohl verschiedene Zelltypen in der Niere, wie Tu-
bulusepithelzellen, glatte Muskelzellen, Blutgefal3e und eine Untergruppe von Makrophagen,
in der Lage sind, ECM zu produzieren, werden Fibroblasten gemeinhin als die wichtigsten
Zellen angesehen, die eine betrachtliche Menge an interstitiellen Matrixkomponenten erzeu-
gen, darunter Fibronektin sowie Kollagene des Typ | und 11l [238]. PDGFR B Ren KO Mause
im Vergleich zu PDGFR B Ren WT Mausen weisen unter einer Adenin-Nephropathie geringere
Mengen an Fibronektin mRNA in der Niere auf. Es ware durchaus denkbar, dass die interstiti-
ellen Zellen durch die lokale Renin-Produktion autokrine Wirkung zeigen und dadurch verstarkt
Matrixkomponenten bilden. Interessanterweise ergab die Masson-Goldner Farbung keine ge-
ringere Fibrose-Farbung bei den PDGFR 8 Ren KO Tieren, was an der eher geringen Sensi-
tivitat der Methode liegen kénnte. Diese Diskrepanz konnte auch darauf zurtickzufihren sein,
dass die extrazellulare Matrix (ECM), die letztendlich zur Fibrose fihrt, nicht nur aus Fib-
ronektin, sondern hauptsachlich auch aus Kollagenen besteht [239]. PDGFR 3 Ren KO Tiere

weisen unter Schadigungsbedingungen keine klare Reduktion der Kollagen-I- und -Ill-mRNA-
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Konzentration in der Niere im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Tieren auf. Insgesamt war
die Fibrose nach einer dreiwtchigen Fitterung mit Adenin noch nicht stark ausgepragt, mog-
licherweise hatte man zu einem spateren Zeitpunkt einen deutlicheren Unterschied zwischen
den Genotypen gesehen. Dagegen ist Fibronektin das erste ECM-Protein, das bei der Entste-
hung von Fibrose abgelagert wird [236]. Daher ist es nicht Giberraschend, dass bereits zu die-
sem Zeitpunkt der Adeninnephropathie eine erhéhte Expression von Fibronektin zu beobach-
ten ist. Obwohl diese Daten mit einer direkten Wirkung des lokalen interstitellen Renins auf die
Fibroseentstehung kompatibel sind, ist es auch denkbar, dass die erhdhten Fibronektin-Werte
auf den moglicherweise hoheren Blutdruck der PDGFR B Ren WT Tieren unter Schadigungs-
bedingungen zurtickzufihren sind.

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) ist der zentrale Parameter der Nierenfunktion. Sowohl
die GFR als auch die Albuminurie sind aussagekréftige Mal3e flr die Erkennung und Klassifi-
zierung von akuten und chronischen Nierenerkrankungen sowie fir die Vorhersage des Fort-
schreitens der Nierenschadigung. Die GFR spiegelt die Gesamtleistung der Nephrone wider
[240]. Mit zunehmendem Alter und bei Nierenerkrankungen nimmt die Anzahl der Nephrone
ab [241]. Physiologisch gesehen kann der resultierende Rickgang der GFR durch eine er-
hohte GFR eines einzelnen Nephrons (Hyperfiltration eines einzelnen Nephrons) kompensiert
werden, was den Gesamtriickgang der GFR abschwachen kann. Im Laufe der Zeit kann dies
jedoch zu einer hdmodynamischen Schéadigung der verbleibenden Nephrone und einem be-
schleunigten Fortschreiten der Nierenerkrankung fiihren [240]. Die diabetische Nephropathie
ist durch die diabetische Stoffwechsellage in der frihen Phase durch einen Anstieg der GFR
(Hyperfiltration) gekennzeichnet. Im Verlauf der Schadigung kehrt die GFR zunéachst auf
Normwerte zurtick (Phase 2) und nimmt dann kontinuierlich ab, bis die Hypofiltration eintritt
[242)]. Die PDGFR 3 Ren WT STZ und PDGFR B Ren KO STZ Mause befinden sich héchst-
wahrscheinlich in Phase 2, es zeigt sich kein Unterschied zwischen der Ausgangs-GFR und
der GFR unter diabetischen Bedingungen

Unter einer Adenin-Nephropathie zeigt sich bei beiden Genotypen eine signifikante Abnahme
der glomerularen Filtrationsrate (GFR). Interessanterweise zeigen die PDGFR 3 Ren KO A-
denin Tiere im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Adenin Tieren eine geringere Reduktion
der GFR. Somit hat der interstitielle Renin KO einen Einfluss auf die Nierenfunktion der Tiere.
Es besteht jedoch ein starker Zusammenhang zwischen dem Blutdruckniveau (insbesondere
dem systolischen Blutdruck) und der GFR [243]. Somit konnte die mildere Reduktion der GFR
bei den PDGFR B Ren KO Adenin Tieren auf den moéglicherweise niedrigeren Blutdruck zu-
rickzufiihren sein. Es ist auch denkbar, dass der geringere Riuckgang der glomerularen Filt-
rationsrate (GFR) bei den PDGFR 8 Ren KO Tieren mit den niedrigeren Fibronektin-Werten in
Verbindung steht. Fibronektin ist ein Bestandteil der extrazellularen Matrix und seine Anrei-

cherung kann zur Verdickung der Basalmembranen in den Glomeruli und Tubuli fihren, was
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letztendlich bei den meisten Nierenerkrankungen zu Glomerulosklerose und interstitieller Fib-
rose flhrt. Fibronektin spielt auch eine wichtige Rolle im Glomerulus, indem es an der Zell-zu-
Zell-Bindung beteiligt ist [244,245]. Eine erhdhte Fibronektinmenge kdnnte méglicherweise zu
einer verstarkten Zelladhasion und Matrixreorganisation im Glomerulus fuhren, was die glo-
merulare Filtrationsrate beeintrachtigen kénnte. Daher kénnten niedrigere Fibronektin-Werte
auf eine geringere Nierenschadigung hinweisen, was sich positiv auf die GFR auswirken
kénnte. Wie bereits erwahnt, werden Fibroblasten und perivaskulare Perizyten wéhrend des
Prozesses der Fibrogense aktiviert. Dabei nehmen sie einen myofibroblastischen Phanotyp
an, der durch die Expression von aSMA gekennzeichnet ist. Gleichzeitig geht die Aktivierung
der Fibroblasten mit einer Infiltration von Entziindungszellen, wie Neutrophilen, Lymphozyten
und Makrophagen, einher. Es wird vermutet, dass diese Entziindungszellen mdglicherweise
der Fibrogenese vorausgehen [246]. Unter einer Adenin-Nephropathie wurde ein deutlicher
Anstieg von F4/80 mRNA und Protein beobachtet. Die quantitativen PCR-Daten zeigen, dass
PDGFR B Ren KO Tiere eine geringere Expression der F4/80 mRNA unter Schadigungsbe-
dingungen aufweisen. Allerdings kann auf Proteinebene mittels Immunfluoreszenzfarbung
kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen in Bezug auf die F4/80-Proteinexpression
festgestellt werden. Diese Diskrepanz konnte auf verschiedene Regulationsmechanismen in
der Transkription, Translation und dem Proteinabbau im Gewebe zuriickzufiihren sein, die
dazu fuhren, dass mRNA in einem Gewebe nachgewiesen wird, das entsprechende Protein
jedoch nicht. Zusatzlich kénnte der Zeitpunkt der Analyse eine Rolle spielen, da die F4/80
MRNA Konzentration in den beiden Genotypen zu einem bestimmten Zeitpunkt unterschied-
lich sein kénnte, wahrend sich dieser Unterschied auf Proteinebene erst zu einem spateren
Zeitpunkt manifestiert. Proteine bendttigen eine langere Zeit, um produziert, modifiziert und
akkumuliert zu werden. Daruber hinaus ist es mdglich, dass die Renin-produzierenden intersti-
tiellen Zellen nicht nur in Bezug auf Renin, sondern auch in Bezug auf Immunzellen einen
bedeutenden systemischen Einfluss besitzen. Angesichts der Hinweise auf den systemischen
Einfluss der PDGFR 3 Zellen ware es sinnvoll, die beiden Genotypen nicht nur in Bezug auf
die Niere, sondern auch in Bezug auf andere Organe unter Schadigungsbedingungen mitei-
nander zu vergleichen. Bei einer diabetischen Nephropathie zeigt sich kein Unterschied in der
Expression von Fibronektin und F4/80 mRNA zwischen den beiden Genotypen. Dies kénnte
darauf hindeuten, dass das interstitielle Renin unter diabetischen Bedingungen keinen bedeu-
tenden schadigenden Einfluss auf die Niere hat, wahrend die Hauptursache der Schadigung
vom tubularen Renin ausgeht. Zudem ist es méglich, dass die PDGFR 3 Ren KO Tiere tubula-
res Renin produzieren, um den Mangel an interstitiellem Renin auszugleichen. Um die funkti-
onelle Bedeutung des interstitiellen Renins genauer zu untersuchen, wére es ratsam, das A-

denin-Modell zu verwenden, da in diesem Modell das tubuldre Renin hdchstwahrscheinlich
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keinen bedeutenden schadigenden Einfluss auf die Niere hat und die schadigende Wirkung

vor allem vom interstitiellen Renin ausgeht.
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6 Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System (RAAS) spielt eine entscheidende physiologische Rolle bei der
Regulation des Salz- und Wasserhaushalts sowie des Blutdrucks. Dartber hinaus tragt es
malfigeblich zur Progression von Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Nierenerkrankungen bei.
Es gibt zahlreiche Hinweise daflir, dass das lokale RAAS bei diesen Erkrankungen aktiviert
wird. In dieser Arbeit wurde herausgearbeitet, dass Renin nicht nur in den juxtaglomerularen
Zellen, sondern auch in den interstitiellen Zellen der Niere exprimiert wird. Die Renin-produ-
zierenden interstitiellen Zellen scheinen unabh&ngig von den juxtaglomerularen Zellen regu-
liert zu werden und kdnnten daher moglicherweise eine bedeutende Rolle bei der Regulation
des lokalen RAAS in der Niere spielen. Da Renin produzierende interstitielle Zellen den
PDGFR B exprimieren, wurde eine PDGFR B-Cre-Mauslinie verwendet, um eine zellspezifi-
sche Deletion von Renin in interstitiellen Zellen (PDGFR B-Cre/Ren KO) zu induzieren. Bereits
unter physiologischen Bedingungen zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen. PDGFR B Ren KO Méausen weisen geringere Renin-, Prorenin-und Aldosteron-
Konzentrationen auf, sowie einen niedrigeren Blutdruck als PDGFR B Ren WT Mause. Insge-
samt haben PDGFR B Ren KO Mause durch den interstitiellen Renin KO ein abgeschwachtes
RAAS. Wahrend die Zahl der Renin exprimierenden interstitiellen Zellen unter Kontrollbedin-
gungen eher gering war, stieg sie bei PDGFR 3 Ren WT Mausen unter einer Adeninnephro-
pathie und einer diabetischen Nephropathie deutlich an (Renin-mRNA-in-situ-Hybridisierung).
Wie erwartet, wird die Renin mRNA in den interstitiellen Zellen von PDGFR 3 Ren KO Mausen
weder unter Kontrollbedingungen noch unter Schadigungsbedingungen nachgewiesen. Die
Adeninnephropathie und diabetische Nephropathie sind bei beiden Genotypen mit einer Supp-
ression der Plasma-Renin-Konzentration verbunden. Im Gegensatz dazu ist die Plasmakon-
zentration von enzymatisch inaktivem Prorenin, das mit einem verstarkten Fortschreiten der
Nierenerkrankung einhergeht, bei PDGFR 8 Ren WT Adenin Mausen im Vergleich zu gesun-
den Kontrollmausen um das Dreifache erhéht. PDGFR 8 Ren KO Adenin Mause verzeichnen
keinen Prorenin Anstieg im Plasma. Unter diabetischen Bedingungen hingegen wird bei bei-
den Genotypen ein Anstieg von Prorenin im Plasma beobachtet, was durch die gleichzeitige
Aktivierung des Tubulus-Renins unter diabetischen Bedingungen erklart werden kénnte. Um
gezielt die Auswirkungen des interstitiellen Renins zu untersuchen, erweist sich daher das
Adenin-Modell als geeigneter. Die PDGFR B Ren KO Adenin Mause zeigen hinsichtlich glo-
merularer Filtrationsrate (GFR) sowie in Bezug auf die Expression von Fibronektin und F4/80
MRNA eine geringere Nierenschadigung im Vergleich zu den PDGFR 3 Ren WT Adenin Mau-
sen. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Expression von Renin in den PDGFR-
positiven interstitiellen Zellen unter Diabetes und einer Adeninnephropathie stimuliert wird und
dies zu den zirkulierenden Renin- und Prorenin-Spiegeln im Plasma beitragt. Die gezielte De-
letion von Renin in den PDGFR B-positiven Zellen bei PDGFR B Ren KO Adenin Mause
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verhindert den Anstieg von Prorenin im Plasma und fuhrt zu einer Verbesserung der Nieren-
schadigung. Dies weist darauf hin, dass das interstitielle Renin ein krankheitsférdernder Faktor

sein konnte.
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7 Abstract

The renin-angiotensin system (RAAS) plays a crucial physiological role in the regulation of salt
and water balance as well as blood pressure. It also contributes significantly to the progression
of cardiovascular diseases and kidney diseases. There are numerous indications that the local
RAAS is activated in these diseases. In this study it was shown that renin is expressed not
only in the juxtaglomerular cells, but also in the interstitial cells of the kidney. The renin-pro-
ducing interstitial cells appear to be regulated independently of the juxtaglomerular cells and
could therefore possibly play an important role in the regulation of the local RAAS in the kidney.
Since renin-producing interstitial cells express the PDGFR B, a PDGFR B-Cre mouse line
(PDGFR B-Cre/Ren KO) was used to establish a cell-specific deletion of renin in interstitial
cells. Even under physiological conditions there are clear differences between the two geno-
types. PDGFR B Ren KO mice have lower renin, prorenin and aldosterone concentrations as
well as lower blood pressure than PDGFR  Ren WT mice. Overall PDGFR B Ren KO mice
have an attenuated RAAS due to the interstitial renin KO. While the number of renin-express-
ing interstitial cells was rather low under control conditions, it increased significantly in PDGFR
B Ren WT mice under adenine nephropathy and diabetic nephropathy (renin mRNA in situ
hybridization). As expected, renin mMRNA is not detected in the interstitial cells of PDGFR (3
Ren KO mice under either control or damage conditions. Adenine nephropathy and diabetic
nephropathy are associated with suppression of plasma renin concentration in both genotypes.
In contrast, the plasma concentration of enzymatically inactive prorenin, which is associated
with increased renal disease progression, is increased threefold in PDGFR 8 Ren WT adenine
mice compared to healthy control mice. PDGFR B Ren KO adenine mice do not show an in-
crease in prorenin in plasma. Under diabetic conditions, however, an increase of prorenin in
plasma is observed in both genotypes, which could be explained by the simultaneous activa-
tion of tubule renin under diabetic conditions. The adenine model is therefore more suitable for
specifically investigating the effects of interstitial renin. The PDGFR 3 Ren KO adenine mice
show less renal damage in terms of glomerular filtration rate (GFR) and the expression of
fibronectin and F4/80 mRNA compared to the PDGFR 3 Ren WT adenine mice. In conclusion,
renin expression is stimulated in PDGFRp-positive interstitial cells under diabetes and adenine
nephropathy, and this contributes to circulating plasma renin and prorenin levels. Targeted
deletion of renin in the PDGFR B-positive cells in PDGFR 3 Ren KO adenine mice prevents
the increase of prorenin in plasma and leads to amelioration of renal injury. This indicates that
interstitial renin may be a disease-promoting factor.
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9 Anhang

9.1 Materialien und Gerate

Material

Hersteller/Lieferant

Aspirator Tube

Sigma-Aldrich

Contour Next Teststreifen

Ascenia Diabetes Care

Deckglaser

Hartenstein

EDTA Kapillaren

Hirschmann Laborgerate

Einbettkassetten

DiaPath

Eppendorf-Cups (0,2-2,0 ml)

Sarstedt, Nerbe

Falcon-Rohrchen (15-50 ml)

Sarstedt, Nerbe

Faltenfilter

Hartenstein

Fettstift Immedge Biozol

Vector Labroratories

Filter 200 um/50 pm

Greiner-Bio-One

Filter 2 um

Sarstedt

Glaswaren

Schott, Roth

Hamatokrit Kapillaren, diverse

Hirschmann Laborgerate

Insulinspritzen Micro fine 0,5 ml BD Medishop
Kantlen, versch. Gré3en BD, Braun
LightCycler-96-Well-Platten Roche
Mikrotomklingen Epredia

Objekttrager ,Super Frost Plus®

Hartenstein

Operationsbesteck

FST

Petrischalen

Sarstedt

Pipettenspitzen, mit und ohne Filter

Sarstedt, Nerbe

Serologische Pipetten (5-25 ml)

Sarstedt

Skalpellklingen

Heinz Herenz

Spritzen, versch. Grof3en

BD Discardit, Braun

Verschlusskappen

Sarstedt

Zellkultur-Platte 24 Well

Sarstedt
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Material Hersteller/Lieferant

10 x Reaction Buffer NIPPON Genetics EUROPE
3 Isobutyl 1-Methyl-Xanthine (IBMX) Sigma-Aldrich
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid - | Sigma-Aldrich
hydrochlorid (AEBSF)

Agarose Bio & Sell
Ammoniumchlorid Acros Organics
Ammoniumhydroxid-Lsg (28-30%) Sigma-Aldrich
Amphotericin B 250 pg/ml Biochrome GmbH
Bepanthen (Augen- und Nasensalbe) Bayer

Bouin Losung Roth

Bovine fibronectin 1 mg/ml PromoCell

Brefeldin A 1000x Thermo Fisher Scientific
BSA PAN-Biotech
Chloroform Fisher Scientific
Claciumchlorid Merck

Collagen aus Kalbshaut in Essigsaure, 0,1 | Sigma-Aldrich
%

Collagenase Typ Il (255 U/mg) Worthington

Critoseal Leica

Dako Mounting Medium Dako

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich

DMEM low glucose GlutaMAX™ Gibco

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

DNA Maker 100 bp NIPPON Genetics Europe
DNA Marker 50 bp NIPPON Genetics Europe
DNAse | (3441,4 U/mg) AppliChem

DPBS (no calcium, no magnesium) Capricorn Scientific
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck

Eisessig Merck

Enalapril Maleat Salz Sigma-Aldrich
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Enthaarungscreme

Veet

Ethanol

Roth

F-12 (Ham) Nutrient Mixture

ThermoFisher Scientific

FBS

PAN-Biotech

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Sinistrin

Fresenius Kabi

Forskolin Sigma-Aldrich
Gill’'s Hamatoxylin Sigma-Aldrich
Glycerol Sigma-Aldrich
GoTaq DNA Polymerase Promega
GoTaq Reaction Buffer Green (5 x) Promega
HBSS Gibco

Immersol™ 518f

Carl Zeiss Jena Gmbh

Insulin-Transferrin-Selenium (ITS)

Gibco

Isofluran Baxter
Isopronanol Merck
Isoproterenol Sigma-Aldrich
Ketamin CP-Pharma
KH2PO, Merck
Maleinsaure Merck
Meliseptol® rapid (Alkoholische Schnell- | B. Braun
desinfektion)

Methylbutan Sigma-Aldrich
Midori-Green NIPPON-Genetics EUROPE
NacCl 0,9%, steril B. Braun
Natriumchlorid Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natronlauge 1 M Roth
Nukleotide Mix Promega
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10 mM)

Oligo(dT)-Primer Promega
Paraffin Leica
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich

Penicillin-Streptomycin (P/S) (10,000 U /
mL)

Thermo Fischer
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Permanent Mounting Medium

Vector Laboratories

Pferde Serum Invitrogen

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich
Pronase E 4,000,000 PU/g Sigma-Aldrich
Propidiumiodid Sigma-Aldrich

Prostaglandin E; (PGE;)

Cayman Chemical

Proteinase K

GeneOn

Rinderalbumin Fraktion in Phosphat-ge-
pufferte Salzlésung 7,5%

Gibco

RNAscope Probe — MmRenl

Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® Hydrogen Peroxide

Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® Probe — mM-Pdgfrbeta-C2

Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® Protease Plus

Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® Target Retrieval Reagent

Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® Wash Buffer Reagent

Advanced Cell Diagnostics

RNase-freies Wasser Promega
Roti®Histol Roth

SYBR Green Roche

Tissue Tek® Hartenstein
TRIS Roth
TRIS-Acetat-EDTA (TAE)- Puffer 50X pH | AppliChem
8,5

TRIsure™ Bioline

Triton X-100 Biozol
Trypsin 210,000 BAEE units/mg Protein Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (0,5%) in DPBS 10 x Capricorn
Trypsininhibitor Sigma-Aldrich
Weigerts Hamatoxylin Lsg A und B Roth

Xylazin 20 mg/ml

Serumwerk Bernburg

Xylol

Roth

Zitronensaure Monohydrat

Roth
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Assay Kits

Produkt Hersteller / Lieferant

RNAscope® Multiplex Fluorescent V2 Assay Advanced Cell Diagnostics

RNAscope® 2.5 HD™Assay brown Advanced Cell Diagnostics

Angiotensin | EIA IBL international

Aldosteron IBL international

Kreatinin Assay BioassaySystems Biotrend

Mouse Albumin ELISA Dunn Labortechnik GmbH, ICL (Immunology Consultants Laboratory)
Quick RNA (Micro), Zymo Research

Masson-Goldner staining Kit, Sigma-Aldrich

Primer

Die Primer fur die Genotypisierung und die gPCR wurden in gewtnschter Nukleotidabfolge
synthetisiert und lyophylisiert geliefert. Durch Zugabe von nukleasefreiem Wasser wurde eine
Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Gen Sequenz 5°-3° Lange
400bp, wenn Cre po-
Cre GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG | sitiv
Cre GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC
mTmG Common CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT
mTmG Mutant TCAATGGGCGGGGGTCGTT KO=250 bp
mTmG WT CGAGGCGGATCACAAGCAATA WT= 330 bp
PDGFR 3 Common CCACCTTGAATGAAGTCAACAC he =272 + 320 bp
PDGFR B Mutant ACATGTCCATCAGGTTCTTGC ho =320bp
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PDGFR B WT AGCTTGTGGCAGTGTAGCTG WT = 272bp
Reninlfoxfox antisense | ACTGTCAACACCTCTATGCTTGGG KO=667 bp
Reninlfo¥floxsense CAGCCTCCTTGGCAGCTTCTAGCC WT=519 bp
gRT-PCR

Gen Sequenz 5°-3’ Lange
B-aktin sense CCCTAGGCACCAGGGTGTG

B-aktin antisense GCTGGGGTGTTGAAGGTCTC 282 bp
Aktin sense CCGCCCTAGGCACCAGGGTG

Aktin antisense GGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 286 bp
RPL 32 sense TGGAGGTGCTGCTGATGTG

RPL 32 antisense CGTTGGGATTGGTGACTCTGA 126 bp
Fibronektin 1 sense AGGTTCGGGAAGAGGTTGTG

Fibronektin 1 antisense | GGCGTAATGGGAAACCGTGT 104 bp

F 4/80 sense CTTTGGCTATGGGCTTCCAGT

F 4/80 antisense GCAAGGAGGACAGAGTTTATCGTG 165 bp
Renin sense AGGGGGTGCTAAAGGAGGAA

Renin antisense GATAATGCTGCGGGTCGCTA 102 bp
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PDGFR B sense GTGGAGATTCGCAGGAGGTC

PDGFR B antisense ACCGTCAGAGCTCACAGACT 185 bp
Col 1al sense CTGACGCATGGCCAAGAAGA

Col 1al antisense ATACCTCGGGTTTCCACGTC 91 bp
Col 3al sense GGTGGTTTTCAGTTCAGCTATGG

Col 3al antisense CTGGAAAGAAGTCTGAGGAATG 86 bp

Primére Antikorper

Name Spezies Verdinnung Art.-Nr. Hersteller / Liefe-
rant

Renin 2 rabbit 1:500 OACAO02177 Biozol

Renin 1 goat 1:100 AF4722 R&D Systems

Fibronectin rabbit 1:600 A0245 DAKO

F 4/80 rat 1:100 MCA497G Biorad

Sekundére Antikdrper

Name Verdinnung Art.-Nr. Hersteller / Liefe-
rant

Alexa Fluor® 488 (Donkey-Anti- 1:400 A32814 Invitrogen

Goat)

Alexa Fluor® 488 (Donkey-Anti- | .. ,

Rabbit) 1:400 A32790 Invitrogen

Alexa 647 Fluor® (Donkey-Anti- 1:400 A32849 Invitrogen

Goat)

Alexa Fluor® 647 (Donkey-Anti- | .. :

Rabbit) 1:400 A32795TR Invitrogen

DAPI 1:400 6335.1 Roth
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Fluoreszenzfarbstoffe Multiplex ISH

Hersteller / Liefe-

Name Verdlnnung Art.-Nr. rant
TSA Vivid™ Fluorophore 570 1:1000 7526 Tocris
TSA Vivid™ Fluorophore 650 1:1000 7527 Tocris

Puffer und L6ésungen
Agarosegel
TAE-Puffer 1 x

Agarose 2 %

Blockierldsung (Immunfluoreszenzfarbung), filtriert:

PBS Puffer ,Otto“ 1 x
BSA 1%

Horse Serum 10 %

Waschlésung (Immunfluoreszenzfarbung), filtriert:

PBS Puffer ,Otto“ 1 x

BSA 1%

DEPC-H20:

0,1 % DEPC in H20 (MilliQ), schutteln, Uber Nacht getffnet unter dem Abzug stehen lassen,

dann autoklavieren.

Fixierlosung Perfusion (pH 7,4) filtriert:

PBS 1x
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Paraformaldehyd 4 %

Homogenisierungslésung (Nierengewebe):
Glycerin 5%

EDTA 0,5 M, pH 8,0 10 mM

PMSF 0,1 mM

AEBSF 0,1 mM

Maleatpuffer pH 6,0 fur 1 Liter
Tris 5,89

Maleinséure 2,96 g

EDTA 2,96 g

pH Wert Einstellunng: NaOH

PBS (Phosphate Buffered Saline) Puffer ,,Otto“, pH 7,4
K2HPO, x 3 H,O 10 mM
NaCl 140 mM

KH,PO44 10 mM

TNES Puffer

Tris pH 7,5 10 mM
NaCl 400 mM

EDTA pH 8,0 100 mM

SDS 0,6 %

Zitratpuffer fur die STZ-Induktion (pH-Wert 4,5)
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Zitronensaure 1,4 g

Aqua bidest. 50 ml

Blutlyse-Puffer
Ammoniumhydoxid

Tris

FACS-Puffer
PBS

FCS (2%)

DNAse | (15.000 1U/ml)
10 mg DNAse |
1 ml Tris Puffer (40 mM Tris +2 mM MgCly)

1 ml Glycerol

Verdaulésung
9,79 mg Pronase E
9,79 mg Kollagenase Il

17 ml HBSS

Totfarbstoff
Propidiumiodid 2 mg

H,0 (MilliQ) 2 ml

Coating-Medium 50 ml
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F-12 Nut Mix Ham 48,5 ml
Fibronectin (Rind) (1 mg/ml) 500 ul
Kollagen (Kalbshaut) 0,1 % 500 pl
Rinderalbumin 7,5 % 25 pl

P/S1ml

Futter:

-Tamoxifenfutter: 400 mg/kg TAM citrate (ssniff Spezialdiaten)

- Adeninfutter: 0,2 %Adenin (Altromin Spezialfutter)

- Niedrigsalz-Diat: 0,03 % Na/Cl (ssniff Spezialdiaten)

Gerate
Gerat Hersteller/Lieferant
Accu-Chek Sensor Roche
Axiovert200m-Mikroskop Zeiss
Blockcycler ,Labcycler” SensoQuest GmbH

ChemiDoc™ Touch Imaging System

Bio-Rad Laboratories

Elektronischer StoRRel - Tissue Grinder

Nippon Genetics EUROPE

Elektrophorese Gel System D2/41-2025

Peqglab Biotechnologie

Flammenfotometer BWB-XP

BWB Technologies

Hamatokrit-Zentrifuge "210"

Hettich

Homogenisator "Ultra-Turrax T25"

IKA-Werke

HybEZ™-Ofen

Advanced Cell Diagnostics

Inkubator

Binder

Isofluran-Verdampfer

Harvard Apparatus GmbH

Kryostat CryoStar™ NX70

Thermo Scientific ™

LightCycler® 480 Roche
Microplate Reader NOVOstar BMG Labtech
Mikroskop Axiovert200M Carl Zeiss
Mikroskop Primo Star Carl Zeiss
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Mikroskop Primovert Carl Zeiss

Mikrotom Rotationsmikrotom RM2265, Leica
Narkosegas-Absorber Harvard Apparatus GmbH
Osmometer ,Osmomat 030" Gonotec
Perfusionspumpe Watson-Marlow
Schuttler DOS-10L NeoLab
Tail-cuff-Blutdruckmesssystem TSE Deutschland
Tischzentrifuge NeolLab

UV [/ VIS-Spektrometer Nanodrop ND- | ThermoScientific

1000

Vortexer REAX2000 Heidolph
Zellkulturzentrifuge ,Allegra X30R" Beckmann

Zentrifuge 5417R/5427R Eppendorf

Verwendete Software

- Microsoft Office Professional Plus 2019

- GraphPad Prism 6

- ZEN 3.0 (blue edition) 2019 von Zeiss

- LightCycler 480 Software release 1.5.0 SP4

- NanoDrop 1000 Version 3.8.1

- NOVOstar Software Version 1.30

- MARS Data Analysis Software 2.0

- BioRender.com

- Citavi 6

- PubMed von NCBI (The National Center for Biotechnology) IP-Adresse:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

- CorelDRAW 2017

- MediBeacon

9.2 Protokolle

Genotypisierung der Mause:

- Zugabe von 600 pl TNES Puffer (vorher im 37°C warmen Wasserbad erwarmen) + 10
pl Proteinkinase K (10 mg/ml), 2-3 x schwenken
- Bei 56°C, mind. 3 Std (auch tber Nacht mdglich) schitteln (550 rpm),

- Zugabe von 166,7 pl NaCl (6 M), 15-20 min schiitteln (800 rpm)
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- Zentrifugation: 13.000 rpm, 15 min

- Uberstandsabnahme (~500 pl) + 500 pl 100 % EtOH (-20°C), 2-3 x schwenken

- Zentrifugation: 13.000 rpm 5 min Raumtemperatur (RT), Uberstand absaugen

- Pellet mit 500 ul 80 % EtOH waschen

- Zentrifugation: 13.000 rpm 10 min (RT), Uberstand absaugen

- Pellet fir 10-15 min bei 37°C trocknen lassen

- Pelletin 45 pl autoklaviertem MilliQ (MQ) Wasser bei 55°C leicht schwenken (300 rpm),
1 Std um Pellet zu I6sen

- fur Genotypisierung isolierte DNA im Kuhlschrank (4°C) lagern

Durch das Auswahlen der Primer ist eine Genotypisierung der Versuchstiere hinsichtlich ge-
wiinschter Gene moglich.

In dieser Arbeit wurde das Vorhandensein der codierenden Regionen der PDGFR B Cre Re-
kombinase, sowie dem gefloxten Ren 1 Gen bzw. tomato Gen in der genomischen DNA der
untersuchten Mause mit Hilfe folgender PCR-Anséatze und den entsprechenden Amplifizie-
rungsprotokollen Uberpruft:

PCR-Ansatz fur PDGFR B-Cre:

- 5ul5x GoTag-Puffer

- 1,5yl Primer sense

- 1,5 pl Primer antisense

- 1,5y dNTPs

- 14,875 pl Wasser

- 0,125 yl GoTaq DNA-Polymerase

- 1 plIsolierte DNA-Probe
Amplifizierungsprotokoll:

Zyklen Temperatur Dauer Phase

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

35 60°C 1 min Annealing
72°C 1 min Elongation

1 72°C 10 min Elongation

1 8°C oo

PCR-Ansatz fiir Reniniflox/fiox.

- 5 ul5x GoTag-Puffer
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1,5 pl Primer sense

1,5 yl Primer antisense

1,5 yl dNTPs

14,875 ul Wasser

0,125 pl GoTaq DNA-Polymerase
1 pl Isolierte DNA-Probe

Amplifizierungsprotokoll:

Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94°C 5 min Aktivierung
94°C 1 min Denaturierung
35 65°C 1 min Annealing
72°C 1 min Elongation
1 72°C 10 min Elongation
1 8°C o0
PCR-Ansatz fur tomato:
- 5l 5x GoTag-Puffer
- 1,5 yl Common Primer
- 1,5yl WT reverse
- 1,5 pyl WT Mutant reverse
- 1,5y dNTPs
- 12,6 pl H20
- 0,2 W GoTaq DNA-Polymerase
- 1 plIsolierte DNA-Probe
Amplifizierungsprotokoll:
Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94°C 5 min Aktivierung
94°C 1 min Denaturierung
35 60°C 1 min Annealing
72°C 1 min Elongation
1 72°C 10 min Elongation
1 8°C oo

Das PCR-Produkt wurde im Anschluss auf ein Agarose-Gel (2 % Agarose in TBE-Puffer) auf-

getragen und die enthaltenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grof3e gelelektrophore-

tisch, bei einer Spannung von 120 V und Uber einen Zeitraum von 45 min, aufgetrennt. Mit
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Hilfe eines Fluoreszenz-Farbstoffs (Midori-Green) und eines 100-Basenpaar-Standards konn-

ten die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Gré3e detektiert werden.

Paraffineinbettung Alkoholreihe

- 30 min 70 % Methanol (RT)

- 30 min 80 % Methanol (RT)

- 30 min 80 % Methanol (RT)

- 30 min 90 % Methanol (RT)

- 30 min 90 % Methanol (RT)

- 30 min 100 % Methanol (RT)

- 30 min 100 % Methanol (RT)

- 30 min Isopropanol absolut (RT)

- 30 min Isopropanol absolut (45°C)

- 30-60 min Isopropanol/Paraffin (1:2) (60°C)

Immunofluoreszenz- Farbungen Gefrierschnitte

Tag 1:

- Vorbereitung: 0,1 % SDS-L6sung auf RT bringen
- Anwdarmen der Schnitte 5 min bei RT
- Inkubation der Schnitte 5 min in PBS Otto
- Permeabilisierung der Gewebsschnitte: 5 min 0.1% SDS in PBS Otto
- Waschen 2 x 5min in PBS Otto
- Umrandung der Schnitte mit einem Fettstift
- Blockieren: 10 min mit 5 % BSA + 0,04 % Triton-X-100 in PBS Otto
- Waschen 2 x 5 min in PBS Otto
- Primérer-Antikorper (AK):
=>» verdinntin 0,5 % BSA + 0,04 % Triton-X-100 in PBS Otto

= |nkubation Uber Nacht in feuchter Kammer bei 4°C

Tag 2:

- Waschen 2 x 5 min in PBS Otto

- Sekundérer-AK:
o verdinntin 0,5 % BSA + 0,04 % Triton-X-100 in PBS Otto
o Inkubation 1 Std bei RT in feuchter Kammer

- Waschen 2 x 5min in PBS Otto
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- Anwarmen Mounting Medium
- Kurzes Eintauchen der Schnitte in destilliertem Wasser
- Konservierung: Mounting Medium auf den Gewebeschnitt geben und ein Deckglas auf-

legen

RNAscope® 2.5 HD Reagent Kit (brown)

1. Tag
- 5 um dicke Gewebeschnitte (innerhalb einer Woche benutzen)
- 1 Std im 60°C Ofen backen

Die nachsten Schritte erfolgen bei RT, es sei denn es ist eine andere Temperatur angegeben

- 2 X5 min Xylol

- 2x1min100 % EtOH

- Schnitte trocknen lassen ca. 5 min

- 3-5 Tropfen H,0;je Schnitt, 10 min

- In Millipore (MQ) Wasser 3-5 x tauchen + Wiederholung

- Nierenschnitte 15 min in vorher erhitztem 1x konzentriertem , Target retrieval® kochen
- Unmittelbar nach dem Kochen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen + Wiederholung

- Frisches EtOH 100 % 3-5 x eintauchen

- Gewebe mit Fettstift umrunden, tber Nacht im HybEZ Slide Rack trocken

2. Tag
- Zugabe von ca. 3 Tropfen Protease Plus je Schnitt
- Inkubation bei 40°C im HybEZ-Ofen 30 min, bzw. 15 min bei anschlieender Immun-
fluoreszenzfarbung
- Waschen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen+ Wiederholung
Hybridisierung:
- Uberschiissige Flussigkeit entfernen, 2-3 Tropfen Renin Sonde auf den Schnitt
- Inkubation fur 2 Std bei 40°C im HybEZ-Ofen
- Waschpuffer fur 2 min bei RT + Wiederholung,
- Uberschiissige Flussigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 1
- Inkubation fur 30 min bei 40°C im Ofen
- Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,
- Uberschissige Flussigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 2
- Inkubation fur 15 min bei 40°C im Ofen
- Waschpuffer fur 2 min bei RT + Wiederholung,
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- Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 3
- Inkubation fur 30 min bei 40°C im Ofen
- Waschpuffer fur 2 min bei RT + Wiederholung,
- Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 4
- Inkubation fur 15 min bei 40°C im Ofen

Alle weiteren Schritte bei RT
- Waschpuffer fur 2 min + Wiederholung,
- Uberschiissige Fliissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 5
- Inkubation fur 30 min
- Waschpuffer fir 2 min + Wiederholung,
- Uberschissige Flussigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 6
- Inkubation fur 15 min inkubieren
- Waschpuffer fur 2 min + Wiederholung,
Signaldetektion:
- Uberschissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen DAB A+DAB B (1:2)
- Inkubation fur 10 min

- Waschen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen+ Wiederholung
Option 1: Mit anschlieender Immunfluoreszenzfarbung

- 3 x mit PBS waschen
- Blockieren 1 % BSA 10 % HS in PBS fir 45 min RT
- Antikorperldsung in Blockierlosung tiber Nacht bei 4°C

Sekundéarer Antikorper siehe Tag 2 (3.2.2 Immunfluoreszenzfarbung)
Option 2: Ohne anschlieRende Immunfluoreszenzfarbung

- Inkubation in 50 % ige Hamatoxylinldsung, 35 Sekunden
- Waschen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen + Wiederholung
- Inkubation in 0,02 % Ammoniumwasser, 10 Sekunden
- Waschen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen
- Inkubation in 70 % ETOH, 2 min
- Inkubation in 95 % ETOH, 2 min
- Inkubation in 95 % ETOH, 2 min
- Inkubation in Xylol, 5 min
Eindeckeln:

- Cytoseal

RNAscope® Multiplex Fluorescent Assay mit anschlieRender Immunfluoreszenzfarbung

Die in situ Hybridisierung wurde gemafd dem Protokoll von ACD durchgeftihrt.
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Tag siehe Methoden Detection Kit Brown
Tag:

ca. 3 Tropfen Protease Plus je Schnitt
Inkubation 15 min bei 40°C im HybEZ-Ofen

Waschen: 3-5 x in MQ-Wasser tauchen + Wiederholung

Hybridisierung:

Uberschiissige Flussigkeit entfernen

2-3 Tropfen C1:C2-Sonden (Sonden siehe Anhang) im Verhaltnis 50:1 auf den Schnitt
Inkubation fur 2 Std bei 40°C im HybEZ-Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung

Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 1

Inkubation ftir 30 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 2

Inkubation fiir 30 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschussige Fliissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Ampulle 3

Inkubation fiir 15 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschiissige Flussigkeit entfernen: 2-3 Tropfen HRP-C1

Fur 15 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschiissige Flilssigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Cy3 verdiinnt in TSA-Puffer 1:1000
Fir 30 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung

Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen HRP-Blocker

FUr 15 min bei 40°C im Ofen

Uberschussige Fliissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen HRP-C2

FUr 15 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschiissige Fliissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen Cy5 verdiinnt in TSA-Puffer 1:1000
Fir 30 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

Uberschiissige Flissigkeit entfernen: 2-3 Tropfen HRP-Blocker

FUr 15 min bei 40°C im Ofen

Waschpuffer fir 2 min bei RT + Wiederholung,

3 x mit PBS waschen
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Blockieren 1 % BSA, 10 % HS in PBS fir 45 min RT

Antikdrperlésung in Blockierlésung tber Nacht bei 4 °C

Sekundarer Antikorper siehe Tag 2 Immunfluoreszenzfarbung

Masson-Goldner-Trichrom-Farbekit

2. Tag nach Bouin'scher Lésung

Spulen der Objekttrager ca. 5 min mit flieRendem Leitungswasser

Inkubation der Objekttrager in Weigerts Eisen-Hamatoxylin-Losung (frisch ansetzen,
Lésung A und B, Verhéltnis 1:1) 5 min

5 min unter flieBendem Leitungswasser spulen

Kurz in VE-Wasser tauchen

Inkubation der Objekttrager in Bieberich-Scharlachrot-Saurefuchsin-Losung, 5 min
Kurz in VE-Wasser tauchen

Inkubation der Objekttradger in Phophorwolframsaure-/Phosphormolybdansaure-Ar-
beitslosung, frisch ansetzen, (Verhaltnis: Phosphorwolframséaure: Phosphormolybdan-
saure: Aqua dest. 1:1:2), 5 min

Inkubation der Objekttrager in Anilinblau 30 min

Objekttrager in 1 % Essigsaure, 2 x eintauchen

1 x kurz in VE-Wasser tauchen

Objekttrager in aufsteigende Alkoholreihe Ethanol: 80 % -> 96 % -> 100 %, 1 x kurz
eintauchen

Inkubation der Objekttrager 5 min in Rotihistol

AnschlieRend wurden die Objekttrager mit Roti-Histokitt Rotikit und einem Deckglas eingede-

ckelt und getrocknet.

RNA-Isolation aus dem Nierengewebe

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt, abweichende Temperaturen werden angegeben:

Homogenisierte Nierenhdlften in 2 ml Eppis tUberfihren, 5 min bei RT stehen lassen
(Proteine denaturieren und lésen sich in Phenol)

Zugabe von Chloroform: 1/5 des Volumens von TRIsure-Reagenz, danach schwenken
Zentrifugation: 4°C, 12.000 rpm, 20 min - Phasentrennung: 1.Griine Phase unten
(Phenolphase) Proteine, 2.WeilRe Phase (Interphase): DNA + hydrophile Proteine, 3.
Durchsichtige Phase: wassriger Uberstand mit RNA

~ 500 pl wassrigen Uberstand abnehmen, in ein neues ReaktionsgefaR auf Eis stellen
Fallung: Volumen des Uberstandes an Isopropanol 100 % bei RT dazugeben, kurz

vortexen, 10 min bei RT stehen lassen
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- Zentrifugation: 4°C, 12.000 rpm, 10 min

- Uberstand abpipettieren, bei 65°C trocknen lassen

- Glasiges Pellet in 1 ml 75 % Ethanol waschen bei RT, kurz vortexen

- Zentrifugation: 4°C, 7.500 rpm, 5 min

- Uberstand abpipettieren bei 65°C restlos trockenen lassen

- Mark/Cortex: In 50-100 pl bzw. Papille in 20 pl Nuklease-freiem Wasser I6sen (Je nach
PelletgroRe Ziel: 2 pg/ul), vortexen, 2-5 min bei 65°C bei ca. 700 rpm schiutteln, um
Pellet zu I16sen, kurz vortexen, RNA bei -80°C lagern.

RNA-Isolation aus PDGFR 3-Zellen (Primarkultur), Quick-RNA Microprep Kits (Zymo Rese-
arch®)

- Zugabe von 300 pul 100 % EtOH, gut vermischen

- Transfer der Mischung in ein Sammelréhrchen der Zymo-Spin™ |C Saule

- Zentrifugation: 14.000 g, 30s

- Saulendurchfluss verwerfen

- Saulen mit 400 ul Waschpuffer waschen

- Zentrifugation 14.000 g, 30s

- Zugabe von 40 pl Mix aus: DNAse | (1 U/ul) / Aufschlusspuffer Mix (Verhaltnis 1:8) auf
jede Saule, Inkubation: 15 Minuten

- Zugabe von 400 pl RNA-Vorbereitungspuffer

- Zentrifugation: 14.000 g, 30s

- Saulendurchfluss verwerfen

- Zugabe von 700 pl RNA Waschpuffer

- Zentrifugation: 14.000 g, 30s

- Zugabe von 400 pl RNA Waschpuffer

- Zentrifugation: 14.000 g, 2 min

- Sammelréhrchen mit der Séule auf ein frisches Reaktionsgefal3 setzen, um restlichen
Waschpuffer aus der Saule zu entfernen

- Zentrifugation: 14.000 g, 1 min

- Sammelréhrchen mit der Séaule erneut auf ein frisches Reaktionsgefald setzen

- Zugabe von 12 ul Nuklease-freiem Wasser

- Zentrifugation: 14.000 g, 30 s

- Durchfluss enthélt RNA, auf Eis stellen und RNA-Konzentration vermessen

Umschreiben der mRNA in cDNA
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- Zugabe von 9 ul (2 png/ 1 ug RNA + ggf. Nuklease-freies Wasser) in 0,2 ml Reaktions-
gefal3e

- Zugabe von 1 ul Oligo (dT)1s Primer: 500 pg/mli

- 5 min, bei 42°C auf Blockheizer-> Bindung der Thymin-Basen (komplementar zum
Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der mRNA)

- Zugabe von 10 pl Mastermix:
2 pl Puffer
2 Wl dNTPs 2,5 mM
1 pl Reverse Transkriptase (Scriptase: 200 U/ul)
5 pl H.O
- ReaktionsgefalRe werden in einen Heizblock mit folgendem Programm gestellt

42°C 60 min cDNA Synthese
90°C 5 min Inaktivierung der Reverse Transkriptase
4°C 0 Aufbewahrungstemperatur der cDNA

- AnschlieRend wurden Cortex und Mark Proben im Verhéaltnis 1:2 mit Nuklease-freiem

Wasser verdinnt, alle Proben wurden bei -20 °C weggefroren

Bestimmung der Plasmakonzentration von Renin bzw. Prorenin

Mit Ausnahme von der Trypsinaktivierung wurden alle Arbeiten zur Probenvorbereitung auf
Eis durchgefuhrt, das Plasma von den Enalapril und Niedrigsalz-behandelten M&usen wurde
zuvor 1:10 verdiinnt, das Plasma von den Isoproterenol behandelten Mausen wurde 1:50 ver-
diinnt.

- Ansatz mit Trypsinbehandlung:

- Zugabe von 10 pl Plasma (1:3 mit Maleatpuffer verdinnt)

- Zugabe von 10 pl Trypsin 2,5 mg/ml in Maleatpuffer, 5 min, 37°C

- Zugabe von 50 pl Trypsininhibitor (10 mg/ml in Maleatpuffer) - Trypsin damit abstop-

pen > Proben auf Eis stellen

- Ansatz ohne Trypsinbehandlung:

- Zugabe von 10 pl Plasma (1:3 mit Maleatpuffer verdiinnt)

- Zugabe von 10 pl Maleatpuffer

- Zugabe von 50 pl Trypsininhibitor (10 mg/ml in Maleatpuffer)

- Bei beiden Probenanséatzen:
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Zugabe von 26 pl Reninsubstrat (Angiotensinogen)

Zugabe von 10 ul Generation-Puffer (pH-Wert Einstellung auf 6,0)

Zugabe von 1 ul PMSF

Gesamtprobe aufteilen jeweils 53 pl fir Kaltwert (4°C) und Warmwert (37°C), Inkuba-
tion: 90 min

nach Inkubation: Zentrifugation: 12.000 rpm, 4°C, 5 min

Danach wurden alle Schritte gemaR des Angiotensin | (Plasma Renin activity) ELISA’s
durchgefihrt:

47 ul Standard und Proben (Kalt-und Warmwert) auf die Mikrotiterplatte geben
Zugabe von 100 pl ANG-I-Biotin

Schitteln: 1 Std bei 200 rpm

Waschen: 5 x mit 300 pl Waschpuffer, dazwischen jeweils fest gegen saugfahiges Pa-
pier klopfen

Zugabe von 150 pl der Streptavidin-HRP-Konjugat-Arbeitslésung

Schitteln 30 min bei 200 rpm

Waschen: 5 x mit 300 pl Waschpuffer, dazwischen fest gegen saugféahiges Papier klop-
fen

Zugabe von 150 pl TMB-Substrat

Schitteln 15 min bei 200 rpm

Zugabe von 50 pl TMB-Stopplésung

Vermessen: Absorption: 450 nm innerhalb von 20 min

Bestimmung der Plasmakonzentration von Aldosteron

Zugabe von 100 pl Standard, Control und Probe (Proben Verdinnung 1:3,28 mit Stan-
dard A) auf Mikrotiterplatte
Inkubation 30 Minuten bei Raumtemperatur
100 ul Enzyme Conjugate in jedes Well zugeben, fir 10 Sekunden gut schitteln
Inkubation 60 Minuten bei Raumtemperatur
Waschen: 3 x mit 300 pl Waschpuffer, dazwischen fest gegen saugfahiges Papier klop-
fen
100 ul ,Substrate Solution“ in jedes Well pipettieren
Inkubation 30 Minuten bei Raumtemperatur
Die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 50 ul ,Stop Solution® in jedes Well ab-
stoppen
Messung der optischen Dichte (OD) der Lésung in jedem Well bei 450 nm innerhalb
von 10 min
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Albumin-Konzentration im Urin

Zugabe von 100 pl der Probe und Standard auf die Mikrotiterplatte

Inkubation der Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur, 30 Minuten

Waschen: 4 x mit 300 pl Waschpuffer, dazwischen fest gegen saugfahiges Papier klop-
fen

Zugabe von 100 pl des entsprechend verdinnten Enzym-Antikdrper-Konjugats
Inkubation der Platte bei Raumtemperatur, 30 Minuten

Waschen: 4 x mit 300 pl Waschpuffer, dazwischen fest gegen saugfahiges Papier klop-
fen

Zugabe von 100 pl TMB-Substratlésung

Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur, 10 Minuten

Zugabe von 100 pl Stopplésung

Vermessen innerhalb von 30 Minuten (450 nm)

Probenvorbereitung: Renin-Konzentration im Urin

5 ul Urin

15 pl Maleatpuffer

50 pl Trypsininhibitor

26 pl Reninsubstrat (1:5 verdunnt),

10 yl Generation Buffer

1 ul PMSF

Die Probe wurde in Warm- und Kaltwert aufgeteilt und fiir 90 min bei 37°C im Wasser-
bad (Warmwert) bzw. bei 4°C, auf Eis im Kuhlschrank (Kaltwert) inkubiert.

Nach der Inkubation wurden jeweils 47 pl von jeder Probe auf die 96-Well-Platte des
ELISAs pipettiert und weiter nach dem Protokoll des Herstellers (siehe 3.6.1) verfah-

ren.

Probenvorbereitung: Renin-Konzentration im Nierengewebe

10 pl Probe (Gewebe im Homogenisierungspuffer)
10 pl Maleatpuffer

50 pl Trypsininhibitor

26 pl Reninsubstrat (unverdinnt)

10 pl Generation buffer
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- 1 ulPMSF

- Die Probe wurde in Warm- und Kaltwert (53 ul) aufgeteilt und fir 90 min bei 37°C im
Wasserbad (Warmwert) bzw. bei 4°C, auf Eis im Kidhlschrank (Kaltwert) inkubiert.

- nach Inkubation: Zentrifugation: 12.000 rpm, 4°C, 5 min

- Zugabe von 47 pl der Proben, Standard auf die 96-Well-Platte des ELISAs

- Weitere Schritte siehe Anleitung des Herstellers bzw. 3.6.1
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