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Abkiirzungsverzeichnis
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1 Einleitung

Diese Arbeit beschreibt die Lokalisation von Endothelin-1 (ET-1) in den unterschiedlichen
Strukturen der Miuseniere und betrachtet dessen Einfluss auf Stickstoffmonoxid in der Niere.
Um die Effekte von ET-1 im Gewebe sowohl histologisch als auch in vivo beobachten zu kon-
nen, wird auf ein transgenes Tiermodell zuriickgegriffen, bei dem die Promotorregion an einem
eingefiigten humanen ET-1-Gen chromogen markiert und damit histologisch sichtbar gemacht

werden kann.

Im Folgenden werden die Hintergriinde der Fragestellung und Methodik umrissen.

1.1 Endotheline

Dieser Abschnitt beschreibt den Aufbau und die Funktion der ET und gibt einen Uberblick iiber

den Hintergrund der Forschung zu dieser Hormongruppe.

1.1.1 Erforschung der Endotheline

Das Endothel dient als anatomische Grenze zwischen dem zirkulierenden Blut und der Gefil3-
wand. Es reguliert dariiber hinaus GefidBfunktionen, indem es vasoaktive Faktoren produziert
und freisetzt. Diese Faktoren konnen direkt an den endothelialen Zellen, aber auch als autokrine
oder parakrine Hormone an anderen Gefidf3zellen agieren. Dieses System blieb bis vor drei De-

kaden unerforscht.

Nach der Identifizierung von Prostazyklin als relaxierender Faktor an glatter Muskulatur gelang
die Entdeckung des endothelabhingigen vasorelaxierenden Faktors EDRF [Furchgott et al.,
1980]. Die Entdeckung von Prostazyklin und EDREF fiihrte zu intensiver Forschung auf dem Ge-
biet der Endothelfunktion.

Ein von Hickey beschriebener endothelabhiingiger vasokonstriktiver Faktor wurde von Yanagi-
sawa aus kulturell geziichteten Aortenendothelzellen von Schweinen isoliert und nach seinem
Ursprungsort Endothelin (ET) genannt [Yanagisawa et al., 1988; Hickey et al., 1985]. Kontrak-
tionen an isolierten Geféalbetten sowie die Blutdrucksteigerung nach ET-Gabe deutete bereits

damals auf einen Zusammenhang zwischen ET und der Regulation des Herzkreislaufsystems.



1.1.2 Aufbau und Isoformen der Endotheline

ET besteht aus 21 Aminosduren, deren Abfolge durch zwei intramolekulare Disulfidbriicken
verbunden ist. Es fungiert bei vielen verschiedenen Sédugetierspezies als potenter Vasokonstrik-
tor. Bei der Entschliisselung des ET-Gens wurden die drei Isoformen ET-1, ET-2 und ET-3 ge-
funden [Inoue et al., 1989]. Abbildung 1 zeigt, dass sich deren Aminoséduresequenzen unterein-
ander nur gering unterscheiden. Durch die zwei intramolekularen Disulfidbriicken weisen alle

Isoformen eine charakteristische Haarnadelform auf.

Die drei ET-Isopeptide werden in verschiedenen Zellen der Organe in variablen Konzentrationen
hergestellt. Das Gefdllendothel synthetisiert fast ausschlieflich ET-1 und ist gleichzeitig der
Hauptbildungsort fiir ET-1 [Yanagisawa et al., 1988]. ET-1 wird auch von Zellen der Niere, des
Herzens, der Lunge, der Leber, des Gastrointestinaltraktes, der Nebennieren, der Prostata, der
Augen, der Epidermis und von Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems gebildet
[Simonson et Dunn, 1993]. ET-2 wird im Epithel des gesamten Gastrointestinaltraktes, im Ko-
lon jedoch mit gesteigerter Expression, nachgewiesen [Takizawa et al., 2005]. ET-3 wird iiber-
wiegend im zentralen Nervensystem, der Hypophyse und im Darm exprimiert [Matsumoto et

al., 1989].

Endothelin-1

Abbildung 1: Strukturformel des ET-1, ET-2 und des ET-3. Die von der Aminosiure-

sequenz des ET-1 abweichenden Aminosiuren sind schwarz dargestellt.



1.1.3 Genlokalisation der Endotheline

Beim Menschen sind die Gene von ET-1, ET-2 und ET-3 auf den Chromosomenabschnitten
6p23-24, 1p34 und 20q13.2-13.3 lokalisiert [Arinami et al., 1991]. Die komplette Nukleotidse-
quenz des humanen ET-1-Gens ist bekannt. Es setzt sich aus fiinf Exons und vier Introns zu-
sammen, wobei die kodierende Sequenz fiir ET-1 im zweiten Exon enthalten ist [Inoue et al.,

1989].

1.1.4 Biosynthese und Abbau der Endotheline

Genetische Analysen der ET-1-cDNA zeigen, dass ET-1 aus dem priméren Transkriptionspro-
dukt prapro-ET-1-mRNA synthetisiert wird. Aus der prapro-ET-1-mRNA wird priapro-ET-1 ge-
bildet, das aus 203 Aminosduren besteht. Wie die Abbildung 2 zeigt, entsteht aus prapro-ET-1
nach Spaltung durch spezifische Endopeptidasen die biologisch inaktive Zwischenstufe
pro-ET-1, welche aus 38 Aminoséduren besteht und auch big-ET-1 genannt wird. Big-ET-1 wird
durch ECE-1 (endothelin-converting enzyme 1) zum biologisch aktiven ET-1 gespalten [Yanagi-
sawa et al., 1988]. Die Spaltung von big-ET-1 zu ET-1 ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt in der ET-Synthese [Kimura et al., 1989]. ET-2 und ET-3 werden aus eigenen Vorstufen
synthetisiert. Der exakte molekularbiologische Mechanismus dieser Synthese ist bisher jedoch

unklar.

pripro-ET-1
1 50 53 91 94 203
v @@ ~_G-coon
spezifische Endopeptidase spezifische Endopeptidase
b | g' ET - 1 1 20 23 39

N O ¢ —  (coon

ECE

ET-1

Abbildung 2: Biosynthese von pripro-ET-1 zu ET-1.



Der hochste Anteil von ECE-1 wird im Gefédendothel nachgewiesen [Korth et al., 1999]. Ne-
ben den bisher isolierten, in verschiedenen subzelluldren Strukturen vorhandenen humanen E-
CE-1 Isoformen, ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c und ECE-1d [Coder, 2001], wurde als weiteres ET-
Konversionsenzym das ECE-2 identifiziert [Emoto et al., 1995]. Bei ECE-1- und ECE-2-
doppel-knockout-Miusen konnten hohe ET-1-Konzentrationen gemessen werden. Die Existenz

von weiteren ECE-Isoformen ist deshalb wahrscheinlich [Yanagisawa et al., 2000].

Das zirkulierende ET-1 wird iiberwiegend in der Lunge durch zwei verschiedene Klassen von
Endopeptidasen mit einem neutralen bzw. einem sauren pH-Optimum abgebaut [Simonson und

Dunn, 1993].

1.1.5 Molekularbiologischer Wirkmechanismus der Endotheline

Bisher sind drei verschiedene ET-Rezeptoren bekannt: ETs-, ETg- und ET¢ [Douglas et al.,
1995]. Sie unterscheiden sich in der Nucleotid- und Aminosiduresequenz, in ihrer Bindungsaffi-
nitdt zu den ET-Isopeptiden, in ihrem Expressionsmuster in verschiedenen Organsystemen und

durch ihre rezeptorvermittelte Aktivierung von second-messenger-Systemen.

Der ETx-Rezeptor bindet ET-1 mit einer hoheren Affinitdt als ET-2. Am geringsten ist seine
Affinitidt zu ET-3. Der ETg-Rezeptor bindet alle drei ET-Isoformen mit gleicher Affinitit [Bax
et Saxena, 1994]. Der ETc-Rezeptor bindet ET-3 mit einer hoheren Affinitdt als ET-1 und ET-2
[Masaki et al., 1994].

Die ETa- und ETg-Rezeptoren kommen in unterschiedlichen Expressionsgraden in Endothelzel-
len, glatten GefidBBmuskelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten, Hepatozyten und in Neuronen
vor. Sie gehoren zur Gruppe der rhodopsindhnlichen G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren und
bestehen aus sieben transmembraniren Regionen. Uber den ETc-Rezeptor ist wenig bekannt, er
konnte zunidchst nur aus Amphibien gewonnen werden. Heute ist jedoch auch das Klonen aus

Saugetierzellen moglich [Nambi et al., 1994].

Die glatten GefiBmuskelzellen exprimieren iiberwiegend ET-Rezeptoren. Auf den endothelia-
len Zellen befinden sich hauptsédchlich ETg-Rezeptoren. Das in den Endothelzellen synthetisierte
und zu 80% nach basolateral und zu 20% nach luminal sezernierte ET-1 [Hocher et al., 1997a]
vermittelt tiber den ETa-Rezeptor der glatten Muskelzellen, iiber den weniger vorhandenen ET -

Rezeptor der endothelialen Zellen und iiber den nur gering vorhandenen ETg-Rezeptor der glat-
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ten Muskelzellen eine Vasokonstriktion [Haynes et al., 1995; Hori et al., 1992]. Zusitzlich

werden iiber den ET s-Rezeptor Prozesse wie Zellwachstum und Zelladhiision vermittelt.

Wie die Abbildung 3 zeigt, erfolgt durch Bindung von ET-1 am endothelialen ETg-Rezeptor eine
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und damit die Synthese von NO. Ferner
kommt es durch den aktivierten endothelialen ETg-Rezeptor zu einer Stimulierung der cyclo-
oxygenaseabhingigen (COX-1) Phospholipase A; und so zur Synthese von Prostacyclin. Die

Syntheseprodukte NO und Prostacyclin induzieren daraufhin die Vasodilatation.

Endothel glatte

[ | GefaBmuskulatur
S

S- ET-1 80% ETB

f |*-
Ui ETA
L/
S

Phospholipase A2

ETB E COX-1 T Prostacyclin
~»eNOS» NO

A

Abbildung 3: ET-System der Arterienwand.

Dariiber hinaus wird vermutet, dass die endothelialen ETg-Rezeptoren in Apoptoseprozessen als
protektive Faktoren wirken, die ECE-1-Expression in endothelialen Zellen inhibieren und eine

wichtige Rolle in der ET-1-Freisetzung spielen [Hori et al., 1992].

Die Plasmakonzentrationen von ET sind unter physiologischen Bedingungen nur sehr niedrig.
Bei Menschen und Tieren liegt die Plasmakonzentration von ET-1, ET-2, ET-3 und big-ET im
Bereich zwischen 0,3 bis 3 pg/ml. Aus diesem Grund wird angenommen, dass ET-1 kein zirku-

lierendes Hormon ist, sondern autokrin und parakrin wirkt [Nakas-Icindic et al., 2004].

1.1.6 Endothelin-Wirkungen auf den Phénotyp

Die biologische Wirkung von ET kann in zwei Gruppen unterteilt werden. Die eine Gruppe be-
inhaltet Vasokonstriktion, Bronchokonstriktion und Kontraktion von uterinen glatten GefaBBmus-
kelzellen. Fiir diese Wirkungen sind ET-1 und ET-2 die stiarkeren Agonisten als ET-3. Die zwei-

te Gruppe beinhaltet die Endothel-abhidngige Vasodilatation. Fiir diese Wirkung agieren die drei
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ET-Isoformen annihernd mit gleicher Affinitdt. Dariiber hinaus ist ET-1 zusétzlich am Wachs-
tum unter anderem der Endothelzellen, der glatten Muskelzellen und Astrozyten beteiligt [Si-

monson et al., 2001].

Ergebnisse von verschiedenen knockout-Miuse-Modellen zeigen die physiologische Rolle des
ET-Systems in der Zellproliferation, bei der Reperatur und Gewebedifferenzierung sowie bei der
Regulation des Gefidlltonus, bei der Regulation des Natriumhaushaltes, in der frithen Entwick-
lung der Neuralleiste und in der in Abbildung 5 gezeigten Differenzierung einzelner Organstruk-
turen. ET-1- und ETs-Rezeptor-knockout-Miuse zeigen kraniofaziale morphologische Abnormi-
titen sowie Abnormitéten der intrathorakalen BlutgefidBe. Dies legt die Notwendigkeit von ET-1
und ETs-Rezeptoren bei der Entwicklung der kranialen und kardialen Neuralleiste nahe. ET-3-
und ETg-Rezeptor-knockout-Méiuse zeigen phinotypisch ein Megakolon und ein geflecktes Fell,
was die Notwendigkeit von ET-3 und ETg-Rezeptoren fiir die Entwicklung von Melanozyten

und Darmneuronen unterstreicht [ Kedzierski et al., 2001].

Um weitere Einblicke in das komplexe ET-System zu gewinnen wurden neben der Verwendung
von ET-transgenen Tieren und ET-knockout Tieren nichtselektive und selektive ET-
Rezeptorantagonisten und ECE-Inhibitoren entwickelt [Battistini et al., 2001]. Heute exsistieren
viele Rezeptorantagonisten, die selektiv den ETs- oder ETg-Rezeptor antagonisieren oder nicht-

selektiv beide Rezeptorsubtypen mit gleicher Affinitit blockieren.

1.2 Stickstoffmonoxid

1980 berichtete Furchgott, dass der vasodilatierende Effekt von Acetylcholin durch die Freiset-
zung eines relaxierenden Faktors aus den glatten GefdBmuskelzellen der endothelialen Zellen
erfolgt [Furchgott et al., 1980]. Dieser Faktor wurde endothelabhiingiger vasorelaxierender
Faktor (EDRF) genannt und spiter als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert. NO ist an physiolo-
gischen und pathologischen Prozessen im kardiovaskuldren System sowie im Immun-, Repro-
duktions- und Nervensystem des Organismus beteiligt [Kolb-Bachofen et al., 2006]. In vitro
fiihrt NO iiber die Stimulation der Guanylatcyclase und iiber eine Zunahme der cGMP-
Konzentration zu einer Vasodilatation. NO zeigt zusitzlich antiproliferative und antithromboge-
ne Eigenschaften. NO inhibiert neben der ET-1-Produktion die Proliferation der glatten Muskel-
zellen sowie die Leukozyten- und Monozytenadhésion. Es wirkt dariiber hinaus positiv inotrop

[Spieker, 2005].
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1.2.1 Synthese von Stickstoffmonoxid

NO wird in endothelialen Zellen aus der Aminosdure L-Arginin durch Kalzium-Kalmodulin-
abhingige NO-Synthasen (NOS) gebildet. Es gelangt durch Diffusion in die glatten GefdBmus-
kelzellen und vermittelt dort die Vasodilatation. Die NO-Synthasen sind fiir die Konversion von

L-Arginin zu NO verantwortlich. Sie sind NADPH-abhéngige Dioxigenasen.

Endotheliale Zellen konnen L-Arginin ebenso aus L-Citrullin herstellen. Hierbei handelt es sich
um den L-Arginin-Recycling-Syntheseweg. NO kann zusitzlich auch aus L-Arginin-
strukturanalogen Vorstufen wie L-Homoarginin, Methyl- und Ethylargininester synthetisiert
werden. Im Gegensatz dazu existieren N°-Arginin-strukturanaloge Vorstufen wie N°-Methyl-,
Ethyl- und Allyl-L-Arginin, die kompetitive Antagonisten des NO sind (siche 1.2.4) [Boger et
al., 1997].

1.2.2 Lokalisation und Funktion der NO-Synthase-Isoformen

NO wird in Saugetierzellen von drei verschiedenen NO-Synthasen, der endothelialen NOS
(eNOS), der neuronalen NOS (nNOS) und der induzierbaren NO-Synthase (iNOS), synthetisiert.
Die gleichen NOS-Isoformen spielen in verschiedenen Geweben der Séugetiere sehr
unterschiedliche Rollen im NOS-Stoffwechselweg. Die eNOS und die nNOS werden durch die
intrazellulire Konzentration von Ca”* und dessen Bindung an Kalmodulin aktiviert. Die iNOS

hingegen wird Ca** -unabhiingig aktiviert [Stamler et al., 1992].

Die eNOS ist im GefidBendothel als Membranprotein vorhanden und ist fiir die Synthese und
Freisetzung von endothelialem NO zustindig. Sie wurde aber auch unter anderem in
Herzmuskelzellen, in Thrombozyten und in Zellen des Hippocampus nachgewiesen [Radomski
et al., 1995]. Die eNOS ist im Wesentlichen fiir die Botenstofffunktionen von NO unter
physiologischen Bedingungen verantwortlich und spielt somit eine grole Rolle in der Regulation
des systemischen Blutdrucks. eNOS-knockout-Miuse sind hypertensiv [Shesley et al., 1996]. In
transgenen eNOS-iiberexpremierenden Mausen wird hingegen eine Hypotension hervorgerufen
[Ohashi et al., 1998]. Zusitzlich ist die eNOS an der Inhibition von oxidativem Stress und der
Inhibition von Entziindungsreaktionen wie z.B. der Leukozytenadhésion beteiligt, inhibiert aber
auch die Plittchenaggregation und die Proliferation von glatten Muskelzellen. Die eNOS zeigt
also antiatherosklerotische, antiproliferative und antithrombotische Eigenschaften [Kauser et
al., 2000; Shesely et al., 1996]. Die eNOS wird unter anderem durch Wandspannung, ET,
Acetylcholin, Bradykinin, Glutamat, ATP, Plittchen-aktivierenden Faktor, Thrombin, niedrigen
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Konzentrationen von oxidiertem LDL und cGMP aktiviert und durch TNF-o, Hypoxie und
durch hohe Konzentrationen von oxidiertem LDL gehemmt [Hirata et al., 1995; Stamler et al.,

1992].

Die nNOS kommt im zentralen und peripheren Nervensystem und in der Skelettmuskulatur vor.
Im peripheren Nervensystem fungiert die nNOS als Neurotransmitter und relaxiert z.B. die
gastrointestinale Motilitit. nNOS-knockout-Méuse zeigen eine Hypertrophie des Pylorussphink-
ters [Teichert et al., 2000]. Die nNOS reguliert auch den regionalen Blutfluss im Gehirn und ist
an neuroendokrinen Funktionen beteiligt. Im zentralen Nervensystem spielt die nNOS eine Rolle
als Neuromodulator. Sie hat einen Einfluss auf die Gehirnentwicklung und sie beeinflusst das
Verhalten und die Gedachtnisfunktion. In der Skelettmuskulatur reguliert die nNOS den
Muskelmetabolismus und die Muskelkontraktilitit [ Chrisopherson et al., 1997].

Die iNOS wurde unter anderem in Makrophagen, Thrombozyten, Herzmuskelzellen, Gliazellen,
glatten GefiaBmuskelzellen und in der Niere gefunden [Chen et al., 1996; Noiri et al., 1996]. Die
Transkription der iNOS ist vom Transkriptionsfaktor NF-kB abhédngig und kann durch die Zyto-
kine IL-1B, INF-y, TNF-a sowie durch bakterielle Endotoxine wie Lipopolysaccharide und
durch freie Radikale bei oxidativem Stress induziert werden [Noiri et al., 1996]. Einige Wachs-
tumsfaktoren wie der TGF- und PGDF sowie Glukokortikoide hemmen die Transkription und
Aktivitit der iNOS [Pfeilschifter et al., 1993]. Die iNOS spielt eine Rolle bei der Regulation der
zelluldren Antwort auf Infektionen und Entziindungen. Entziindungen und Verletzungen der Zel-
le sind mit einer Erhohung der Expression der iNOS assoziiert [Nathan et al., 1997; Radomski
et al., 1995]. iNOS-knockout-Mause sind anfillig fiir systemische virale und bakterielle Infekti-

onen sowie fiir systemische Pilzinfektionen [Teichert et al., 2000].

1.2.3 Effekte von Stickstoffmonoxid auf die Nierenfunktion

NO spielt eine wichtige Rolle in der intrarenalen Himodynamik. Alle drei NOS-Isoformen
kommen in der Niere in unterschiedlichen Geweben vor [Noiri et al., 1996]. Unter physiologi-
schen Bedingungen ist NO in der Niere wichtig fiir die Regulation der glomerulidren Ultrafiltra-
tion, der tubulidren Reabsorption und des tubuloglomerulidren Feedback-Systems [Vallon et al.,
1995]. Die Blockade der NO-Synthese fiihrt zu ausgepréigten Verdanderungen der Nierenfunktion
bis hin zur renalen Vasokonstriktion mit Abfall der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) [Gran-
ger et al., 1992]. Dariiber hinaus vermindert eine Hemmung der NOS-Isoformen die proximale

Reabsorption. Da die Macula densa der Sensor des tubuloglomeruldren Feedbacks ist, fiihrt eine
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lokale Hemmung der NOS-Isoformen in der Macula densa durch Konstriktion des Vas afferens
zu einem Abfall des glomeruldren Kapillardruckes [Wilcox et al., 1992]. NO spielt somit eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie vieler Nierenerkrankungen. So wird bei chronischen Nie-

renerkrankungen eine Reduktion von NO im Nierengewebe beobachtet [ Vaziri, 2001].

1.2.4 Antagonisten von Stickstoffmonoxid

Innerhalb der physiologischen Regulation der NO-Synthasen wurde das asymmetrische Di-
methylarginin (ADMA) als endogener Inhibitor aller NO-Synthasen beschrieben [Kolb-
Bachofen et al., 2006].

Die NO-Synthasen konnen auch pharmakologisch durch N°-Arginin-strukturanaloge Vorstufen
wie N%-Methyl-, Ethyl-, Allyl-L-Arginin des L-Arginins gehemmt werden. Am gebriuchlichsten
sind als kompetitive NO-Antagonisten N°-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und N°-Nitro-L-
Arginin Methylester (L-NAME) zu nennen.

L-NAME ist ein nichtselektiver Inhibitor aller NOS-Isoformen, der die endotheliale NO-
Synthase irreversibel und die induzierbare NO-Synthase reversibel hemmt. L-NAME zeigt sich

als einer der stirksten Stimuli fiir die ET-Expression [Castrop et al., 2000].

In der Niere kommt es durch die intravendse Gabe von L-NAME zu einer dosisabhéngigen Zu-
nahme des renalen Perfusionsdrucks, zu einer Reduktion des renalen Blutflusses (RBF) und zu
einer verminderten Na*- und Wasserausscheidung. Die gefiBwirksame Dosis von L-NAME liegt
dabei um den Faktor 10 iiber der Dosis, die die Elektrolytausscheidung beeinflusst [Conesa et
al., 2001]. Mit steigender L-NAME-Dosis zeigt sich zuerst eine Abnahme des Urinvolumens, bei
Dosisverdopplung eine Verminderung der Na'-Ausscheidung und zeitlich versetzt eine Abnah-
me des RBF und der glomerulédren Fitrationsrate (GFR). Ab einer Dosis von 10 - 50 pg/kg/min
L-NAME erfolgt ein signifikanter Anstieg des Blutdrucks. Der sensitivste Faktor zur Kontrolle
der NO-Blockade durch L-NAME ist demnach die Natrium-und Wasserausscheidung [Lahera
et al., 1991].
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1.3 Endothelin-1

Nach dem Uberblick iiber die Funktion und Lokalisation der Endotheline sowie deren Gegen-
spieler NO wird im Folgenden das in dieser Arbeit im Besonderen behandelte ET-1 néher be-

trachtet.

1.3.1 Molekularbiologischer Wirkmechanismus von Endothelin-1

Die intrazelluldren molekularen Mechanismen von ET-1 sind noch nicht vollstindig erforscht.
Bekannt wurde bisher, dass ET-1 iiberwiegend iiber den ETx-Rezeptor an der glatten Muskulatur
eine Vasokonstriktion bewirkt. Dazu 16st ET-1 am ETa-Rezeptor eine G-Protein gekoppelte Ak-
tivierung der Phospholipase C mit konsekutiver Bildung von 1,2-Diacylglycerol (DAG) und Ino-
sitol-Phophaten, insbesondere 1,4,5-Inositol-triphosphat (IP3) aus. DAG wiederum stimuliert die
Proteinkinase C (PKC). IP3 bindet an intrazelluldre IP3-Rezeptoren und fiihrt, unabhingig von
der extrazelluliren Ca**-Konzentration, iiber eine Freisetzung von Ca®* aus intrazelluliren Spei-
chern, zu einem schnellen transienten Anstieg der cytoplasmatischen Ca**-Konzentration [Ya-
nagisawa et al., 2000; Miwa et al.,, 1999]. Der Zunahme dieser intrazelluldren Ca®*-
Konzentration folgt ein iiber ca. 40 min anhaltender Einstrom von freien Ca®*-Ionen aus dem
Extrazelluldrraum iiber einen aktivierten nichtselektiven Kationenkanal und einen aktivierten
ladungsabhéingigen Ca**-Kanal. Der Ca**-Einstrom aus dem Extrazellulirraum ist abhiingig von
der extrazelluliren Ca**-Konzentration und kann durch Ca**-Kanalblocker verhindert werden.
Sowohl die Ca**-Freisetzung aus dem Intra- sowie aus dem Extrazellulirraum sind notwendig

fiir eine Kontraktion der glatten Muskulatur [Miwa et al., 1999].

1.3.2 Regulation der Endothelin-1-Expression

Das Endothel als Barriere zwischen Blut und Gewebe spielt eine grole Rolle in der Regulation
des Gefilitonus und der kardiovaskuldren Homoostase. Das Endothel reagiert auf biochemische
und physikalische Stimuli durch Modulation des Gefal3tonus. Dies geschieht durch die Freiset-
zung von vasodilatorischen Faktoren wie NO, Prostazykline und Bradykinin sowie iiber die Frei-
setzung von vasokonstriktorischen Faktoren wie z.B. ET-1 und Angiotensin II. Hauptfaktoren
fiir die Vasodilatation und Vasokonstriktion, mit Abhingigkeit vom Endothel, sind dabei NO
und ET-1 [Alonso et al., 2003].

Viele Faktoren stimulieren die Freisetzung von ET-1 iiber die Synthese der prapro-ET-1-mRNA.

Die bedeutendsten physiologischen Stimuli der pripro-ET-1-mRNA-Synthese sind Angio-
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tensin-II, Thrombin, TGF-8, Hypoxie, Gefilwandspannung und bakterielle Endotoxine. Ferner
werden Adrenalin, Bradykinin, Vasopressin, EGF, Zytokine, Dopamin, Insulin, Glukose, IGF-1,
Thromboxan A, und oxidiertes LDL in der Literatur als physiologische Stimuli der ET-1-
Freisetzung beschrieben [Nakas-Icindic et al., 2004; Touyz et Schiffrin, 2003; Barton et al.,
1997; Endo et al., 1992; Yanagisawa et al., 1988].

NO hingegen ist der wichtigste physiologische Inhibitor der ET-1-Synthese (siehe 1.2). Zusitz-
lich existieren jedoch auch andere ET-1-Inhibitoren, die wie NO die cGMP-Synthese erhohen,
wie unter anderen ANF und Prostacyclin [Ahlborg et al., 1997].

1.3.3 Rolle von Endothelin-1 in Pathomechanismen

ET-1 ist der stirkste und langanhaltendste biologische Vasokonstriktor der bis heute identifiziert
werden konnte [Patocka et al., 2005]. ET-1 hat verschiedene physiologische Aufgaben im
menschlichen Korper, spielt aber auch gleichzeitig bei vielen Erkrankungen eine Rolle. ET-1
induziert Vasokonstriktion, ist am Zellwachstum und am Stoffwechsel der Zelle beteiligt, regu-
liert die zelluldre Hypertrophie, induziert Proliferation, ist proinflammatorisch, fordert die Aus-
bildung einer Fibrose und hat mitogene Eigenschaften. Der hauptsidchliche Syntheseort von ET-1
befindet sich in Endothelzellen, Kardiomyozyten und Kardiofibroblasten. Aus diesem Grund
spielt ET-1 eine entscheidende Rolle in der Regulation der Gefal3funktion sowie bei vielen kar-
diovaskuldren Erkrankungen. Belege fiir eine ET-1-Beteiligung finden sich bei Erkrankungen
wie der arteriellen Hypertension, der koronaren Herzerkrankung, der chronischen Myokardinsuf-
fizienz, der pulmonalen Hypertonie, der Arteriosklerose, der chronischen Niereninsuffizienz,
dem ischdmischen Hirninfarkt, bei zerebralen Lakunen und bei zerebralen Gefid3spasmen nach
Subarachnoidalblutung. Auch bei nicht direkt kardiovaskulidren Pathologien wie dem Diabetes
mellitus oder dem Morbus Alzheimer und bei entziindlichen Erkrankungen wie Sepsis, Asthma
bronchiale, Arthritis und bei entziindlichen Darmerkrankungen, ist die zirkulierende ET-1-
Konzentration erhoht [Bouallegue et al., 2007; Kolb-Bachofen et al., 2006; Schinelli, 2006;
Masaki, 2004; Touyz et Schiffrin, 2003].

Ebenso ist ET-1 aufgrund seiner mitogenen und proangiogenen Eigenschaften in der
Pathophysiologie des Tumorwachstums involviert. Sowohl der ET4- als auch der ETg-Rezeptor
werden in einigen Tumorgeweben exprimiert und spielen eine Rolle beim Tumorwachstum und
bei der Angiogenese. Beim Ovarialkarzinom, Prostatakarzinom und bei Knochenmetastasen

konnten erhohte ET-1-Plasmaspiegel nachgewiesen werden. ET-1 stimuliert dabei die
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Proliferation von Ovarial- und Prostatatumorzellen sowie von Osteoblasten. Beim
Prostatakarzinom zeigen selektive ETs-Rezeptorantagonisten in Studien niitzliche Effekte. ET-
Rezeptorantagonisten konnen daneben auch bei Melanomzellen das Zellwachstum verhindern

und Apoptose induzieren [Cazaubon et al., 2006; Schinelli, 2006; Lange et al., 2002].

Als ET-Inhibitoren wirken ET-Rezeptorantagonisten und ECE-Inhibitoren. Nichtselektive und
selektive ETs- und ETg-Rezeptorantagonisten werden in Studien bei der Behandlung z.B. der
essentiellen Hypertonie, der pulmonalen Hypertension, des Herzversagens, der Lungenfibrose,
der Subarachnoidalblutung und der Arteriosklerose erprobt. Bei der pulmonalen Hypertonie fin-
den die Substanzen bereits in der Praxis Anwendung [Motte et al., 2006; Igbal et al., 2005;
Martin et al., 2000].

Im Rahmen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen hat ET-1 vielfiltige Funktionen. Die mitoge-
nen Eigenschaften des ET-1 verstidrken die kardiale Hypertrophie und das Remodeling bei chro-
nischer Myokardinsuffizienz. Dadurch erklirt sich der giinstige Effekt von ET-1-Inhibitoren bei
dieser Erkrankung, der sich jedoch auch bei extrakardialen vaskuldren Pathologien wie der es-

sentiellen Hypertonie und der pulmonalen Hypertension zeigt [Miyauchi et al., 1999].

Bei koronarer Herzerkrankung steigt die ET-1-Konzentration in den intrathorakalen Gefif3en-
dothelien, wobei dieser Anstieg mit dem mittleren arteriellen Blutdruck, dem Serumcholesterin

und der Anzahl der arteriosklerotischen Veridnderungen korreliert [Rossi et al., 1999].

Das ET-1-System beeinflusst die Inotropie und Chronotropie des Herzens. Die abnehmende kar-
diale Funktion bei chronischer Myokardinsuffizienz stimuliert kompensatorisch das ET-1-
System. Die Expression von ET-1 und den ETA- und ETB-Rezeptoren ist bei ischdmischer Kar-
diomyopathie durch den oxidativen Stress in Kardiomyozyten erhoht, wihrend gleichzeitig
prapro-ET-1-mRNA und ECE-1-mRNA auf Kardiomyozyten iiberexprimiert wird [Kahler et
al., 2000; Serneri et al., 2000]. Bei einer anhaltenden Aktivierung des ET-1-Systems ver-
schlechtert sich jedoch die kardiale Funktion durch die mitogenen Eigenschaften des ET-1.
Herzrhythmusstérungen und Myokardhypertrophie konnen auftreten, wobei das Uberleben bei
fortgeschrittener Myokardinsuffizienz negativ mit der big-ET-1-Plasmakonzentration korreliert

[Pacher et al., 1996].

Da ET-1 einer der stirksten biologischen Vasokonstriktoren ist, ergibt sich ein grofler Einfluss
von ET-1 auf den Blutdruck. Die unterschiedliche ET-Rezeptorverteilung in Endothelzellen

verschiedener Gewebe bestimmt die Ausprdgung der ET-Wirkung. Dabei fithrt ET-1 zu einer
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charakteristischen Blutdrucksequenz. Zunichst bewirkt ET-1 eine rasche und schnell
erschopfbare Aktivierung der NO-Synthasen und der Prostacyclin-Synthese iiber den
endothelialen vasodilatierenden ETg-Rezeptor. Daraus resultiert ein nur Sekunden dauernder
Blutdruckabfall. Vasokonstriktorische ETs-Rezeptoren in den glatten GefiBBmuskelzellen fithren
daraufhin iiber die Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration zu einem langsamen und
anhaltenden Blutdruckanstieg [Hirata et al., 1993]. Bei ET-1-knockout-Miusen zeigt sich
jedoch auch bei ET-1-Defizienz ein erhohter systemischer Blutdruck. Dies scheint an der
erhohten Sympathikusaktivitit unter den hypoxischen Bedingungen der knockout-Mdiuse zu
liegen, kann aber auch durch die Reduktion der relaxierenden ET-1-Wirkung der ETs-

Rezeptoren erkliart werden [Ohuchi et al., 1999].

In Tiermodellen fiihrt die einmalige Gabe des selektiven ETs-Rezeptorantagonisten BQ /23 und
des nichtselektiven ET-Rezeptorantagonisten Bosentan durch die akute Blockade des ET-
Systems zu einer Abnahme des mittleren arteriellen Blutdrucks. Menschen mit arteriellem Hy-
pertonus zeigen mit Bosentan voriibergehend eine signifikante Reduktion des Blutdrucks [Na-
kov et al., 2002; Krum et al., 1998]. Eine chronische Behandlung von hypertensiven Ratten mit
Bosentan fiihrt jedoch zu keiner signifikanten Abnahme des Blutdrucks, weshalb das Medika-
ment bei der Dauerbehandlung des Hypertonus bisher nicht verwendet wird [Li et al., 1995]. Bei
akuter dekompensierter Myokardinsuffizienz verbessert der nichtselektive ETs- und ETg-
Rezeptorantagonist Tezosentan die Himodynamik rasch und effektiv iiber die Senkung des sys-
temischen und pulmonalen Gefdwiderstands. Zusitzlich wird speziell unter Tezosentan kein
himodynamischer Rebound-Effekt beobachtet, der sich bei anderen Rezeptorblockern durch eine

Erhohung der im Blut zirkulierenden ET-1-Konzentration einstellt [Torre-Amione et al., 2003].

ET-1-transgene Miuse zeigen im Vergleich zu Wildtypméausen jedoch keine signifikanten Blut-
druckunterschiede, sondern reagieren normoton [Quaschning et al., 2007; Hocher et al.,
1997b]. Die chronische ET-1-Uberexpression bei ET-1-transgenen Miusen sowie die chronische
pharmakologische Blockade der ET-Rezeptoren fithren demnach offensichtlich zu einer Gegen-

regulation.

In vitro wird diese Gegenregulation durch eine starke Abnahme von ET-Rezeptoren in glatten
GefiBmuskelzellen und glomeruldren Mesangiumzellen bei langandauernder Exposition mit
ET-1 bestitigt. In vivo fiihrt dariiber hinaus die vermehrte ET-1-Expression bei ET-1-transgenen
Tieren, dhnlich wie die chronische ET-1-Gabe, zur Aktivierung der eNOS {iiber den vasodilatie-

renden endothelialen ETg-Rezeptor und damit zur Synthesezunahme von NO.
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Diese Aktivierung des NO-Systems antagonisiert die vasokonstriktorischen Effekte von ET-1.
Diese Antagonisierung wurde bisher fiir groBe Blutgefifle belegt. Moglicherweise neutralisiert

dort die hohere Bioverfiigbarkeit von NO die vasokonstriktorischen Effekte von ET-1.

Die akute Blockade aller NO-Synthasen mit L-NAME unterbindet bei den ET-1-transgenen Tie-
ren die Gegenregulation iiber das NO-System. Dadurch bewirkt das bei diesen Tieren vermehrt
vorhandene ET-1 einen stirkeren Blutdruckanstieg als bei Wildtypméusen unter L-NAME, was
die verstirkte Aktivierung des NO-Systems bei den ET-1-transgenen Tieren belegt [Patzak et
al., 2005; Hocher et al., 2004].

eNOS-knockout-Méuse hingegen weisen eine Erhohung des systolischen Blutdrucks auf, da hier
NO als physiologischer Gegenspieler zu ET-1 vermindert ist. ET-1-transgene eNOS-knockout-
Maiuse zeigen eine noch deutlichere Erhohung des systolischen Blutdrucks als die eNOS-
knockout-Mause ohne ET-1-Transgenstatus. Bei diesen Tieren wirkt das vermehrt vorhandene
ET-1 iiber den ETa-Rezeptor ungehindert vasokonstriktorisch, wihrend gleichzeitig der
eNOS-knockout-Status NO vermindert. Dieses neue Tiermodell beweist, dass die
Gegenregulation bei ET-1-Uberexpression zum groBen Teil iiber die eNOS erfolgt, was die

Interaktion zwischen ET-1 und NO deutlich widerspiegelt [Quaschning et al., 2007].

Ein weiterer Grund fiir die arterielle Normotension bei ET-1-transgenen Miusen konnte neben
der Aktivititssteigerung der eNOS auch eine vermehrte Expression und Aktivitdt der iNOS in
intrarenalen Arterien sein. Die ET-1-transgenen Miuse zeigen durch die Uberexpression des
ET-1-Gens eine durch zirkulierende Zytokine getriggerte chronische Entziindungsreaktion der
Niere, die mit einer Zunahme der vaskulidren iNOS-Expression einhergeht. Es finden sich ausge-
pragte, perivaskuldre Infiltrate CD4-positiver Lymphozyten und Makrophagen, die iNOS synthe-
tisieren. Daher kommt es zu einer erhohten perivaskuldren Produktion von vasodilatierendem
NO. Dies bewirkt eine Senkung des arteriellen Blutdrucks und die erhohte Ausscheidung von
NO-Metaboliten im Urin bei ET-1-transgenen Miusen. Bei Wildtypmdusen konnte hingegen
keine gefdBabhingige Expression der iNOS nachgewiesen werden. Ob die vermehrte Expression
der iNOS in ET-1-transgenen Méausen zum Teil fiir die hohere Bioverfiigbarkeit von NO verant-

wortlich sein konnte, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden [Hocher et al., 2004].

Bei der pulmonalen Hypertension spielt ET-1 eine wichtige Rolle. ET-1 aktiviert den ETa-
Rezeptor und fiihrt so zu einer Vasokonstriktion und Proliferation der glatten GefdBmuskelzel-

len. Uber den ETg-Rezeptor vermittelt ET-1 die pulmonale ET-Clearence und induziert die Pro-
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duktion von NO und Prostacyclin [Benigni et al., 1999]. Bei der pulmonalen Hypertension ist
die NO-Produktion und damit auch die NO-induzierte Vasodilatation vermindert, wohingegen
die Expression von ET-1 und ETs-Rezeptoren im Lungengewebe erhoht ist [Black et Fineman,
2006; Lee et Channick, 2005; Stewart et al., 2001]. Selektive ETs-Rezeptorantagonisten wie
BQ123 antagonisieren die vasokonstriktorischen Effekte des ETa-Rezeptors und erhalten die
iiber den ETg-Rezeptor vermittelte Vasodilatation und ET-Clearence aufrecht [Barst et al.,
2004, 2002]. Klinische Studien iiber den nichtselektiven ET-Rezeptorantagonisten Bosentan
ergaben echokardiographisch eine Verbesserung der rechts- und der linksventrikuldren Funktion.
Die Ergebnisse fiihrten dazu, dass Bosentan seit 2001 als wirksames Medikament bei pulmonaler
Hypertonie klinisch eingesetzt wird [Humbert et al., 2004; Galie et al., 2003; Sitbon et al.,
2003].

1.3.4 Endothelin-1 in der Niere

ET spielt nicht nur eine wichtige Rolle in der Regulation des Herzkreislaufsystems, sondern ist
auch in anderen Korpersystemen wie der Niere und im endokrinen System als Regulator
beteiligt. Die extrakardiovaskulidre Funktion des ET-Systems ist dabei noch weitgehend unklar

[Motte et al., 2006; Masaki, 2004].

Obwohl in der menschlichen Niere die mRNA aller drei ET-Isoformen nachweisbar ist, finden
sich dort nur ET-1 und ET-3 als Proteine. Die hochste ET-1-Konzentration im menschlichen
Korper wurde in den Zellen der inneren medulldren Sammelrohre nachgewiesen. Hier findet
auch der groBte Teil der ET-3-Synthese statt. Diese liefert das Protein jedoch in viel geringeren

Mengen als von ET-1.

Die Niere exprimiert ET-1 neben den inneren medulldren Sammelrohren auch in den Endothel-
zellen der intrarenalen GefidB3e und in geringeren Konzentrationen in den Mesangiumzellen so-
wie im Endothel der Tubuli. Die epithelialen Zellen der Glomerula konnen sowohl ET-1 als auch
ET-3 synthetisieren. ET-2 konnte hingegen in der Niere des Menschen nicht nachgewiesen wer-

den [Kohan et al., 1997, 1993, 1992; Ujiie et al., 1992].

ET-1 wirkt in der Niere para- und autokrin. Das renale ET-System ist an der Regulation des re-
nalen Blutflusses, der GFR und der tubulidren H,O- und Na*-Reabsorption beteiligt. Zusitzlich
stimuliert ET-1 die Proliferation von Mesangiumzellen sowie die Synthese von Matrixproteinen
bei Mesangiumzellen und renalen Fibroblasten [Granger et al., 2006; Lariviere et Lebel, 2003;

Hocher et al., 1997b, 1996a, 1996b; Kohan et al., 1993].
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Das renale Gefdllsystem reagiert auf die Stimulation der Vasokonstriktion durch ET-1 im Ver-
gleich zu extrarenalen GefidB3systemen etwa zehnfach sensitiver [Madeddu et al., 1990]. Nach
systemischer Applikation niedriger Dosen von ET-1 kommt es auch in der Niere zur bereits im
Abschnitt 1.3.3 beschriebenen spezifischen Blutdrucksequenz. Der iiberwiegend auf den Endo-
thelzellen der Sammelrohre in der Niere lokalisierte ETg-Rezeptor fiihrt dabei fiir einige Sekun-
den zu einer initialen Vasodilatation. Uber den iiberwiegend auf den glatten Muskelzellen im
Nierengefialsystem und den Glomerula lokalisierten ETs-Rezeptor wird daraufthin eine lang an-
haltende Vasokonstriktion vermittelt [Brooks et al., 1998]. Zusitzlich kommt es nach der sys-
temischen Gabe von geringen ET-1-Konzentrationen zu einer Vasokonstriktion der afferenten
und efferenten Arteriolen mit einem Anstieg des renalen vaskuldren Widerstands und zu einer
Reduktion des renalen Plasmaflusses. Hieraus resultiert ein diskreter Abfall der GFR [Marsden

et al., 1994].

Die ETg-Rezeptoren finden sich in der Niere ungefihr doppelt so hiufig wie die ETa-
Rezeptoren. Der ETg-Rezeptor wird neben den renalen endothelialen Zellen auch von glomeru-
laren und tubuldren Zellen exprimiert. Der tubuldre ETg-Rezeptor der Niere ist unter anderem an
der renalen Na*-Regulation beteiligt. ET-1 inhibiert iiber den aktivierten ETg-Rezeptor den epi-
thelialen Natriumkanal (eNaC) und fiihrt dadurch zu einer Na*- und H,O-Exkretion in der Niere.
Zusitzlich fordert der aktivierte ETg-Rezeptor die Regeneration von beschiddigtem Tubuluse-
pithel. Daneben vermittelt ET-1 iiber den ETs-Rezeptor sowohl in vitro als auch in vivo eine
Proliferation der glomeruldren Zellen sowie der glatten GefaBmuskelzellen [Kuc et Davenport,

2004; Hocher et al., 2001, 1995].

Bei vielen Nierenerkrankungen, wie z.B. beim akuten und chronischen Nierenversagen, der Lu-
pusnephritis, der diabetischen Nephropathie, Nierenerkrankungen, die mit Fibrose einhergehen,
und bei dialysepflichtigen Nierenerkrankungen im Endstadium wurde ein aktiviertes ET-System
nachgewiesen [Angerio, 2006; Lariviere et Lebel, 2003]. Diese Beobachtung legt nahe, dass
die Blockade von ET nephroprotektiv wirkt. Experimente zeigen dementsprechend, dass ETa-
Rezeptorantagonisten die renale Gefidl3- und Gewebeschiddigung bei einigen Nierenerkrankungen
vermindern. Diese Substanzen bieten sich somit als nephroprotektive und antihypertensive Me-
dikamente an. Die Wirksamkeit der ET-Rezeptorantagonisten fiir diese Indikationen wurde je-
doch bisher noch nicht am Menschen erprobt [Angerio, 2006; Lariviere et Lebel, 2003; Susic,
2000].
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Bei den oben genannten Erkrankungen konnen die Effekte des ET-Systems auch an transgenen
Tiermodellen genauer beobachtet werden. Durch gezielte genetische Verdnderungen einzelner
Elemente des ET-Systems der transgenen Tiere werden so Einblicke in die spezielle Funktion
des ET im komplexen Organismus moglich. Bei ET-1-transgenen Miusen wird beispielsweise
ET-1 verstirkt gebildet. Die ET-1-Uberexpression speziell in der Niere fiihrt zu charakteristi-
schen Veridnderungen der Nierenhistologie. ET-1 induziert bei diesen Tieren altersabhingig eine
interstitielle Fibrose. Dariiber hinaus ruft die Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate eine
Glomerulosklerose hervor. Ebenso bilden sich bei ET-1-transgenen Miusen vermehrt renale

Zysten [Hocher et al., 2000, 1997b].

1.4 Wechselwirkungen zwischen ET-1 und NO

NO ist der physiologische Gegenspieler von ET-1 und zeigt sich als der bedeutendste physiolo-
gische Inhibitor der ET-1-Synthese. NO hemmt in den Endothelzellen die Bildung der ET-1-
Vorstufe prapro-ET-1-mRNA wihrend der Transkription iiber seinen second messenger cGMP.
Ferner bewirkt NO die Dissoziation des ET-1 vom Rezeptor und ist somit in der Lage, die ET-1-

Wirkung zu limitieren [Verhaar et al., 1998; Yanagisawa et al., 1988].

ET-1 stimuliert dariiber hinaus die eNOS durch Interaktion mit dem endothelialen ETg-Rezeptor
und fiihrt so die Synthese von NO herbei. Die Stimulation des ETg-Rezeptors durch ET-1 fiihrt
zu einer Aktivititssteigerung der 1,4,5-Triphosphatsynthese iiber ein G-Protein, wodurch die
intrazellulire Ca®*-Konzentration ansteigt. Dieser Ca2+—Anstieg fiihrt zur Aktivierung der Ca**-
abhédngigen eNOS und somit zu einem Anstieg der NO-Konzentration. Ebenso vermittelt ET-1
eine Zunahme des endogenen NOS-Inhibitors ADMA (asymmetrisches Dimethylarginin), wel-

cher wiederum die Bioverfiigbarkeit von NO mindert [Kolb-Bachofen et al., 2006].

NO und ET-1 sind somit Komponenten eines lokalen, negativ riickgekoppelten Regelkreises.
Die Abbildung 4 verdeutlicht diesen Zusammenhang [Golikorsky et al., 1994; Hirata et al.,
1993].

Ein Ungleichgewicht zwischen dem ET-1- und NO-System ruft eine Anderung des GefiBtonus
hervor, wie er bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen beobachtet wird. Eine verminderte
Bioverfiigbarkeit des NO und eine erhohte Bioverfiigbarkeit von ET-1 finden sich bei vielen
Vaskulaopathien. Dies illustriert die negative Riickkopplung zwischen dem NO- und ET-1-
System. Die richtige Balance zwischen der NO- und ET-1-Produktion ist dadurch fiir die Auf-

rechterhaltung der kardiovaskuldren Homdoostase und der Verhiitung einer endothelialen Dys-
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funktion entscheidend. Die endotheliale Dysfunktion stellt einen der frithesten Marker fiir Ge-
faBabnormalititen dar, die sich im Verlauf zu verschiedenen Pathologien der Gefédlle entwickeln

[Marasciulo et al., 2006; Alonso et al., 2003].

/—\ ETs

i |

aktiviert

Prepro-
ET1-mRNA

Abbildung 4: ET-1-NO-Regelkreis.

1.5 Das transgene Tiermodell

Ein Ansatz zur genaueren Klidrung der physiologischen und pathophysiologischen Bedeutung
des ET-Systems ist die Untersuchung von transgenen Tiermodellen. Die transgenen Tiere weisen
zu diesem Zweck speziell eine Uberexpression oder Defizienz von Elementen des ET-Systems

auf [Hocher et al., 2000].

Bei den transgenen Méusen in dieser Arbeit handelt es sich um pridpro-ET-1-LacZ-transgene
Tiere. Im pripro-ET-1-LacZ-transgenen Tiermodell wird die Promotorregion des humanen
ET-1-Gens mit dem LacZ-Gen verbunden und die Kombination in das M#usegenom integriert.
Das LacZ-Gen agiert dadurch als Reporter-Gen fiir die Aktivitidt des Gens, in das es integriert
wurde [Hall et al., 1983; Miller, 1978, 1972], hier das humane pripro-ET-1-Gen. Die einge-
schleuste Kombination aus prapro-ET-1-Gen und LacZ-Gen erlaubt dadurch die prizise Lokali-

sierung der ET-1-Genexpression in einem Zellverband.

Das LacZ-Gen kommt bei Sdugern ausschlieBlich in der Darmflora vor und wird aus E.coli ge-
wonnen. Es wird in transgenen Tiermodellen hdufig verwendet, da dessen Produkt ein gebriuch-
licher histochemischer Marker ist. Dieses Produkt des Gens ist die 3-Galaktosidase, die wieder-
um das chromogene Substrat Bluo-Gal in einen blauen Farbstoff umwandelt. Die Methode wird

Bluo-Gal-Féarbung genannt. Es kommt zur Ausféllung blauer intrazelluldrer Prizipitate nur in
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Zellen, in denen das LacZ-Gen aktiv ist. Im transgenen Tiermodell dieser Arbeit markieren die
blauen intrazelluldren Prézipitate nach der Bluo-Gal-Firbung den Ort der Genexpression von
ET-1 in der Miuseniere. Sie sind ein Indikator fiir die Aktivitit des an das ET-1-Gen gekoppel-
ten humanen prapro-ET-1-Promotors. Dadurch werden Einblicke in molekulare Mechanismen

innerhalb von Gewebestrukturen moglich [Aguzzi et al., 1994].

Die meisten Organismen weisen eine geringe endogene P-Galaktosidaseaktivitit auf, die bei
niedrigen pH-Werten am aktivsten ist. Um die Aktivitdt der endogenen B-Galaktosidase im Ver-

such zu supprimieren, werden Fiarbungen histologischer Schnitte bei einem pH zwischen 7.5-8.0

durchgefiihrt [Fire et al., 1992].

Die Abbildung 5 zeigt das histologische Resultat einer ET-1-LacZ-Transgenitit nach Bluo-Gal-
Farbung, die im Umfeld dieser Arbeit angefertigt wurde. Die Farbung markiert bei einem 16
Tage alten ET-1-LacZ-transgenen Maduseembryo blau gefdrbte Areale. Diese zeigen eine hohe
prapro-ET-1-Promotoraktivitit in der kraniofazialen Region sowie in Knochen- und Knorpelge-

webe des Miuseembryos wihrend dessen Entwicklung an.

Abbildung 5: Bluo-Gal-Firbung eines ET-1-LacZ-transgenen Miauseembryo. pripro-ET-1

wird im Knorpel- und Knochengewebe exprimiert.

Das humane ET-1-Gen besteht aus dem pripro-ET-1-Promotor und aus fiinf Exons, die iiber
6836 Basenpaare verteilt sind, wie in Abbildung 6 illustriert wird [Inoue et al., 1989]. Um
transgene Méiuse zu erzeugen, die das LacZ-Gen als bakterielles B-Galaktosidase-Gen mit Re-
porter-Funktion tragen, wird das LacZ-Gen in das Exon-1 der humanen pripro-ET-1-cDNA ein-

gefiihrt.
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Abbildung 6: Insertionsstelle des LacZ-Reporter-Gens in das Exon-1 der humanen pripro-

ET-1-cDNA.

Danach wird eine Miuseeizelle einer NMRI-Maus mit einem Spermium einer NMRI-Maus ent-
sprechend der schematischen Darstellung in Abbildung 7 kiinstlich befruchtet. NMRI-Méuse
entstammen einem standardisierten Mausestamm, wie im Kapitel 3.2 ausgefiihrt wird. In den
minnlichen Vorkern dieses befruchteten Méuseeies werden mehrere hundert Kopien der DNA,
die das prapro-ET-1-LacZ-cDNA-Konstrukt enthalten, durch Mikroinjektion eingebracht. Im
Idealfall kommt es zur zufilligen Integration der cDNA in das Miusegenom. Die Eizelle wird
darauf in den Eileiter einer Ersatzmadusemutter injiziert. Die transgenen Miuse machen den deut-
lich geringeren Anteil der Nachkommenschaft aus, da tiber 90% der Nachkommen nicht-

transgene Tiere sind.

Injektion
in Ersatzmutter]

DNA - Mikroinjektion ‘

;;r ;r
s Ve Ve

Abbildung 7: Herstellung prapro-ET-1-transgener Méuse mittels Mikroinjektion von
ET-1-LacZ-cDNA.

Nicht
transgene
Tiere (>90%)
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Im transgenen Miusemodell dieser Arbeit kommt es zu keiner Uberexpression oder Defizienz
von ET-1. Der humane pripro-ET-1-Promotor kontrolliert dennoch die Reporter-Genaktivitit
des LacZ-Gens entsprechend der physiologischen Stimuli fiir die Produktion von ET-1, dessen

Expression in der Folge farblich sichtbar gemacht werden kann.

Dieses Vorgehen entfernt nichts vom urspriinglichen Genom der pripro-ET-1-transgenen Méuse.
Es wird lediglich zusitzlich ein verdndertes inaktives humanes ET-1-Gen in das Médusegenom
integriert. Dariiber hinaus wird bei den Tieren trotzdem ET-1 in der normalen Gré8enordnung

und entsprechend der physiologischen Stimuli exprimiert.
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

ET-1-Konzentrationsbestimmungen und die Lokalisation hoher ET-1-Konzentrationen im Nie-
rengewebe wurden bereits beschrieben. Um den Herstellungsort von ET-1 in der Niere jedoch
genau bestimmen zu konnen und gleichzeitig Auswirkungen von Regelkreisen auf ET-1 in vivo
zu beobachten, bietet sich eine molekulargenetische Markierung einer Struktur an, die abhingig
von der Aktivitét des fiir ET-1 kodierenden Gens stimuliert wird. In dieser Arbeit wird deshalb
beobachtet, ob die spezifische Markierung des ins Genom integrierten pripro-ET-1-Gens die

Lokalisation des Herstellungsorts von ET-1 in der Niere ermoglicht.

Gleichzeitig iiberpriift diese Arbeit anhand des bekannten ET-1-cGMP-NO-Regelkreises, ob das
transgene Konstrukt die Interaktion von ET-1 und NO in vivo an der Miuseniere korrekt wider-

spiegelt.

Methodisch bieten sich zur Uberpriifung dieser beiden Thesen folgende Vorgehensweisen an:

¢ Die Expression der ET-1-DNA im Gewebe der Miuseniere soll durch die Integration ei-
nes genetisch markierten humanen ET-1-Promotors ins Madusegenom ermittelt werden.
Sowohl Quantifizierung als auch Lokalisierung erfolgt durch die histochemische Darstel-
lung des Produkts des den ET-1-Promotor markierenden LacZ-Gens im histologischen

Schnitt des Nierengewebes.

¢ Die Konzentrationen von ET-1 in dessen normaler Grolenordnung sowie entsprechend
der physiologischen und pharmakologischen Stimuli miissen mit der Quantifizierung der
LacZ-Prézipitate im Gewebe korrelieren, um die gemeinsame Aktivitidtskontrolle der
LacZ-Markierung sowie der ET-1-Expression zu belegen. Die Konzentration von ET-1
wird deshalb unabhédngig von dessen Herstellungsort in der Méuseniere durch einen im-

munhistochemischen Nachweis direkt bestimmt und die Korrelation tiberpriift.

e Die ET-1-Expression in der Miuseniere wird durch die pharmakologische Blockade der
NO-Synthese mit dem nicht-selektiven Inhibitor der NO-Synthasen L-NAME variiert.
Die Korrelation der resultierenden Variationen der ET-1-Konzentration und der entspre-

chenden Variation der LacZ-Priazipitate wird iiberpriift.

e Zur Kontrolle eines Einflusses der den ET-1-Promotor markierenden LacZ-DNA auf den
Phénotyp der transgenen Miause werden physiologische und histologische Parameter mit
einem nichttransgenen Wildtyp des gleichen genetischen Backgrounds verglichen.
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Die Fragestellung kann deshalb folgendermaf3en differenziert werden:

1. Lisst sich die Aktivitdt des eingefiigten humanen ET-1-Promotors im Nierengewebe ei-

ner prapro-ET-1-LacZ-transgenen Maus histologisch darstellen?

2. Spiegelt die histologische Darstellung des humanen ET-1-Promotors die Expression des

ET-1-Gens der Maus wieder?
3. Andert die Insertion des Transgens den Phinotyp der Maus?

4. Lisst sich in vivo die Regulation von ET-1 durch NO in der Miuseniere durch préapro-

ET-1-LacZ-DNA sichtbar machen?
5. In welchen Gewebestrukturen der Méuseniere wird ET-1 exprimiert?

Der Versuchsablauf dieser Arbeit wird in der Abbildung 8 schematisch dargestellt.

ET-1-Konzentration ET-1-Regulation durch NO ET-1-Verteilung
in der Miuseniere? in der Miuseniere? in der Méuseniere?

sInsertion der humanen priipro-ET-1-LacZ-cDNA in das Mausgenom
eImmunhistochemische Bestimmung der Konzentration von ET-1
eBlockade der NOS durch L-NAME

'—'\/

LacZ-transgene Miuse j [ Wildtypméuse J

' .

Ohne L-NAME j [ L-NAME-Gabe ]

' . '

( Kontrolle physiologischer Parameter

! - .

Histochemische Firbung zur Darstellung des LacZ-Produkts

! |

Bestimmung unspezifischer Effekte der Firbung und der genetischen Manipulation:
eVergleich der interstitiellen Fibrose

eVergleich der Glomerulosklerose

eVergleich der deskriptiven Histologie

| .

eErmittlung der ET-1-Promotoraktivitit am gefirbten Schnitt
elmmunhistochemische ET-1-Bestimmung
e Uberpriifung der Korrelation der Promotoraktivitit mit der ET-1-Konzentration

\
\—/—/k_/\_J

b

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.
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3 Material und Methoden

In der Herleitung der Fragestellung werden fiinf Fragen definiert. Der in der Abbildung 8 skiz-

zierte systematische Weg zu deren Beantwortung wird im Folgenden dargestellt.

3.1 Materialien

Zur Durchfithrung der Versuche zeigen die folgenden Tabellen die notwendigen Materialien. In
Tabelle 1 werden samtliche Gerite differenziert. Tabelle 2 beschreibt alle angewandten Chemi-

kalien. In Tabelle 3 werden alle Verbrauchsmaterialien benannt. Tabelle 4 bezeichnet die ver-

wendete Software.

Tabelle 1: Gerite.

Geriit Typ und Hersteller

Kiihlzentrifuge Beckmann CEN J2-21, BECKMANN Instruments, USA
Homogenisator Dounce- mit Glaspistill, BRAUN KG, Melsungen
Histokinette TP 1020, LEICA, NuBlloch

Humane ET-1-Mikrotiterplatte

TiterZyme® EIA Kit, IMMUNDIAGNOSTIK AG, Bensheim

Infrarotlampe

Infraphil, PHILIPS AG, Niederlande

Kamera

Olympus c-34AD-4 PM 10 ADS, OLYMPUS, Japan

Kunststoffeinmalgefilie

GREINER; BAXTER; BRAND; NUNC

Mikroskope BH2, OLYMPUS, Hamburg
Mikrotom Jung RM 2025, LEICA, Nufloch
Blutdruckverstirker ML117 BP Amp, ADINSTRUMENTS, Hastings, GroBbritannien

Operationsinstrumente

AESCULAP AG, Tuttlingen

Operationsmikroskop

ZEISS AG, Stuttgart

Polyethylenschlauch PE 50

PORTEX, Kent, Grof3britannien

Photometer Eppendorf 1101 M, EPPENDORF GmbH, Hamburg
Polytron R Typ PT 10 20 3500, KINEMATICA GmbH, Luzern, Schweiz
Scanner Snapscan, AGFA, Ludwigshafen

Stoffwechselkifige fiir Miuse

SCHERING, Berlin

Teflonkatheter 0,30 mm

KRONLAB, Sinsheim

Tischzentrifuge

Biofuge 13, HERAEUS, Berlin

Tissue Tek Unikassetten

LEICA, NuBloch

Blutdruckabnehmer

Transpac blood pressure transducer, ABBOTT, Sligo, Irland

Varipetten

EPPENDORF GmbH, Hamburg
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Tabelle 2: Chemikalien.

Chemikalie Typ und Hersteller

Bluo-Gal-Féarbung SIGMA-ALDRICH Handels-GmbH, Miinchen

Corbitbalsam HECHT, Kiel-Hassee

Feinchemikalien MERCK, Darmstadt, BOEHRINGER, Mannheim, ROTH & SIGMA, Miinchen

ELISA-Chemikalien TiterZyme ® EIA Kit, IMMUNDIAGNOSTIK AG, Bensheim

Ketamin Ketanest 10%®, PARKER DAVIS, Miinchen
L-NAME L-Nitroarginin-Methyl-Ester, MERCK KGaA, Darmstadt
Xylazin Rompun®, BAYER AG, Leverkusen

Tabelle 3: Materialien.

Material Typ und Hersteller

Filmmaterial AGFA, Ludwigshafen

Kunststoffeinmalartikel | GREINER; BAXTER; BRAND; NUNC

Nahtmaterial ETHICON, Norderstedt

Tierfutter M-Zucht keimarme Alleindiét fiir Miuse, SNIFF Spezialititen GmbH, Soest

Tabelle 4: Software.

Software Typ und Hersteller

Bildverarbeitung Photolmpact, Version 5.0, Ulead Systems, USA, http://www.ulead.com

Photoshop, Adobe Systems Germany, GmbH Miinchen, http://www.adobe.com

Datenerfassung PowerLab/4sp, ADINSTRUMENTS, Hastings, Grof3britannien

Statistik SPSS 9.0, SPSS Inc. Chicago, USA, www.spss.com

3.2 Versuchstiere

Alle 68 Tiere dieser Versuchsreihen sind bei der Organentnahme zehn Monate alt und haben den
gleichen genetischen Background (NMRI-Miuse). Bei den NMRI-Méusen handelt es sich um
einen Zuchtstamm der Hausmaus, dessen Abkiirzung fiir die Herkunft aus dem Naval Medical

Research Institute steht [http://www.nmrc.navy.mil/]. Sie teilen sich in drei Gruppen auf:
e transgen nicht mit L-NAME behandelt
e transgen mit L-NAME behandelt

¢ nicht transgener Wildtyp, Kontrollgruppe

Die pripro-ET-1-LacZ-transgenen Miuse wurden fiir diese Arbeit mittels Mikroinjektion eines

humanen linearen genomischen DNA-Fragmentes nach der Methode von Theuring und Aguzzi
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erzeugt [Aguzzi et al., 1994; Theuring et al., 1990, 1989]. Die Testung des Transgenstatus der
Mause erfolgt aus Schwanzbiopsien mittels Southern-Blot und PCR-Analysen mit human-ET-1-
spezifischen Primern im Labor der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Theuring vor der Ubernahme

der Tiere durch unsere Arbeitsgruppe.

Fiir die Versuche dieser Arbeit erhalten sechs minnliche und sechs weibliche heterozygote
ET-1-LacZ-transgene Méuse 12 Stunden vor der Organentnahme einmalig intraperitoneal
25mg/kg KG L-NAME, um Auswirkungen von L-NAME zu untersuchen. Fiinf weibliche und
fiinf minnliche heterozygote ET-1-LacZ-transgene Miuse erhalten als Kontrollgruppe kein

L-NAME.

Bei 12 weiteren ET-1-LacZ-transgenen Méausen wird die Blutdruckrelevanz vor und nach einer
Einmalgabe von 25mg/kg KG L-NAME intraperitoneal durch eine schwanzplethysmographische
Blutdruckmessung iiberpriift.

Zusitzlich werden fiir die immunhistologische Auswertung der ET-1-Gewebekonzentration in
den Nieren weitere 12 ET-1-LacZ-transgene, unbehandelte Méiuse sowie 12 ET-1-LacZ-

transgene Méuse, die einmalig 25mg/kg KG L-NAME intraperitoneal erhalten, geziichtet.

Die Kontrollgruppe besteht aus fiinf midnnlichen und fiinf weiblichen nichttransgenen Wildtyp-

mausen.

Die Haltung der transgenen Miuse und der Kontrollmiuse erfolgt in Gruppen von vier bis fiinf
Mausen in Kifigen. Alle Tiere werden unter kontrollierten Umgebungsbedingungen mit 20°C
Temperatur, 46% Luftfeuchtigkeit und einem Tag-Nachtzyklus von je 12 Stunden gehalten. Die
Tiere haben freien Zugang zu Wasser und einer Standardmausdiit. In regelméBigen Abstinden

werden alle Méduse gewogen und die Ergebnisse dokumentiert.

Alle Tierexperimente werden nach den geltenden Richtlinien zum Schutz und der Nutzung von

Labortieren durchgefiihrt.

3.3 Physiologische Methoden

Zur Blutdruckmessung werden in dieser Arbeit zwei unabhingige Methoden verwendet. Die
invasive Blutdruckmessung erfolgt bei jenen Tieren, die histologisch untersucht werden, intra-
vaskuldr durch zwei Katheter in der A. carotis und der V. jugularis int.. Der himodynamische

Effekt von L-NAME muss jedoch mit einem Leerwert verglichen werden. Die Blutdruckmes-
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sung kann deshalb bei diesen Tieren nur nichtinvasiv iiberpriift werden. Dies erfolgt durch eine
schwanzplethysmographische Blutdruckmessung. Hierfiir werden 12 weitere transgene Méiuse

verwandt.

3.3.1 Invasive Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks

Aufgrund der ausreichenden statistischen Aussagekraft wird die aufwindige invasive Messung
des arteriellen Blutdrucks nur an fiinf der zwolf ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Miuse
und an fiinf der zehn Wildtypmiuse durchgefiihrt. Die Messung des arteriellen Blutdrucks er-
folgt modifiziert nach Welch und Wende [Welch et al., 1995; Wende et al., 1993].

Die Implantation der intravaskulidren Katheter und die himodynamischen Messungen erfolgen in
Narkose. Wihrend der Implantation und der nachfolgenden Messung liegen die Tiere auf einer
Wirmeplatte, um eine Konstanthaltung der Korpertemperatur sicherzustellen. Sie bekommen
wihrend des gesamten Versuches eine 0,9%ige NaCl-Infusion (2,4 ml/h pro 100g KG) und er-

halten alle eine Trachealkaniile, um eine ausreichende Oxygenierung der Tiere zu gewihrleisten.

Die Tiere werden durch intraperitoneale Gabe von 100 mg/kg Korpergewicht Ketamin narkoti-
siert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wird alle 30 min 50mg/kg Korpergewicht Ketamin
intraperitoneal injiziert. Die narkotisierten Tiere werden rasiert und desinfiziert. Die Haut wird
mit einem ungefihr 1 cm langen axialen Schnitt lateral der A. carotis dexter erdffnet. Die A. ca-
rotis und die V. jugularis int. werden stumpf pripariert. Die A. carotis wird iiber eine Linge von
0,5 cm unter Schonung des N. vagus mobilisiert. Die Arterie wird darauthin mit zwei Fiden an-
geschlungen und distal ligiert. Das Gefill wird im spitzen Winkel zur GefidBBachse er6ffnet und
der Teflonkatheter mit einer Gefdlpinzette ungefihr einen Zentimenter nach proximal in die
Arterie vorgeschoben. Der proximale Faden wird dann vorsichtig um den in der Arterie liegen-
den Katheter geknotet. Die V. jugularis int. wird distal abgeklemmt und die Vene eroffnet. Ein
zweiter mit heparinisierter 0,9%iger NaCl-Losung gefiillter Teflonkatheter wird in die Vene vor-
geschoben und die Eintrittsoffnung mit Klebstoff (Pattex Blitz-Gel) verschlossen. Damit wird
gleichzeitig der Katheter fixiert. Danach wird der Blutfluss in der Vene wieder freigegeben. Der
vendse Katheter wird mit einer Mikrospritze verbunden und entliiftet. Nach dem Legen der Ka-

theter wird bei jeder Messung der Blutdruck iiber eine Stunde registriert und dokumentiert.

Zur Messung wird ein Polyethylenkatheter (ID 0,58 mm; AD 0,96 mm) von ungefihr 15 cm

Linge iiber einen Teflonkatheter (ID 0,3 mm; AD 0,6 mm) geschoben. Der so konstruierte
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Schlauch wird mit heparinisierter physiologischer Kochsalzlosung (25000 IE Liquemin/l NaCl
0,9%) gefiillt und auf Dichtigkeit gepriift.

Der Schlauch wird mit einem Transpac-Druckaufnehmer verbunden. Das Signal des Druckauf-
nehmers wird iiber einen ML 117 BP Amp-Verstiarker geleitet und mit der PowerLab/4sp-
Software registriert. Das digitale Signal wird mit Hilfe des Programms Chart 4.0 fiir Windows
von ADInstruments weiter bearbeitet. Der gemessene arterielle Blutdruck wird mit einer Fre-

quenz von 1000 Hz registriert und gespeichert.

Ein zweiter Katheter wird auf die oben beschriebene Weise vorbereitet und mit einer Mikrosprit-
ze verbunden. Mit dem Programm Chart 4.0 wird der mittlere arterielle Blutdruck als zyklischer
Mittelwert aus der Blutdruckkurve errechnet. Mit Hilfe des Programms werden auch der systoli-
sche Blutdruck und der diastolische Blutdruck, als zyklisches Maximum bzw. Minimum der

Blutdruckkurve sowie die Pulsfrequenz ermittelt.

3.3.2 Schwanzplethysmographische Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks

Zur Analyse der Blutdruckrelevanz einer Einmalgabe von L-NAME werden zwdolf transgene
Mause vor und nach pharmakologischer Blockade des NO-Systems durch L-NAME untersucht.
Die Messung wird nach dem Prinzip der Schwanzplethysmographie mit dem NIBP CONTROL-
LER von POWER LAB/4 SP durchgefiihrt [Byrom et Wilson, 1938].

Zur Messung werden zwolf ET-1-LacZ-transgene, unbehandelte Méuse einzeln in einen Messka-
fig gesetzt, aus dem der Schwanz vollstindig herausragt. AnschlieBend wird der Messkifig ab-
gedeckt, um moglichst jede Art der Aufregung von den Tieren fern zu halten. Uber den Schwanz
wird die Blutdruckmanschette mit einem Druckabnehmer gezogen. In drei Sitzungen werden die
Tiere zunédchst an die Messapparatur gewohnt. Fiir die himodynamischen Messungen wird der
Messkifig mit einem Infrarotstrahler erwidrmt. Nach 15 min wird die Blutdruckmessung an der
Schwanzarterie der jeweiligen Maus begonnen. Um einen zuverlédssigen Blutdruckwert zu erhal-
ten, werden pro Maus drei Messungen an drei verschiedenen Messtagen vorgenommen und der
jeweilige Blutdruckmittelwert errechnet. Danach erhalten diese Mause einmalig intraperitoneal

25 mg/kg L-NAME. Nach 12 Stunden erfolgen erneute himodynamische Messungen.
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3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Organentnahme

Vor der Organentnahme werden alle Miuse, die histologisch untersucht werden sollen, gewogen
und narkotisiert. Als Narkosemittel werden 16 mg/kg Korpergewicht Rompun und 80 mg/kg

Korpergewicht Ketamin intraperitoneal verabreicht.

Den narkotisierten Méausen wird Blut durch Punktion des Herzens abgenommen. Das Blut wird
bei 4°C mit 4000 UpM 15 min in der Beckmann Kiihlzentrifuge zentrifugiert und das Plasma
abpipettiert und bei -20°C aufbewahrt. Das Serum wird mit Hilfe eines Autoanalyzers auf wich-

tige Metabolite hin analysiert.

Beide Nieren werden pripariert und entnommen. Danach erfolgt die Totung der Miuse durch
Dekapitation. Die Nierenkapseln werden entfernt. Die entnommenen Nieren werden in 0,9%iger

NaCl-Losung gespiilt und gewogen.

Alle Nieren der ET-1-LacZ-transgenen Tiere und die Nieren von zwei Méausen der Kontroll-
gruppe werden wie unter 3.4.2 beschrieben mit der Bluo-Gal-Firbung geférbt und anschlieBend

in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

Spéter werden die Organe nach Halbierung entlang ihrer Langsebene in 4%igem Formalin fi-
xiert, was das Auftreten postmortaler Verdanderungen im Nierengewebe verhindert. Formaldehyd
fiihrt dabei durch Bildung von Methylenbriicken zwischen freien Aminogruppen der Proteine zur

Vernetzung der Eiweie. Das Formalin wird nach 24h und 48h erneuert.

3.4.2 Bluo-Gal-Firbung

Die frischen Organe werden en bloc mit der Bluo-Gal-Technik gefirbt. Die Bluo-Gal-Firbung
zeigt die unter 1.5 beschriebene B-Galaktosidaseaktivitit in den Nierenpriparaten. Sie wird nach
der von Theuring und Aguzzi publizierten Methode an den Organen aller ET-1-LacZ-transgenen
Tiere nach der Organentnahme durchgefiihrt. Um eine unspezifische B-Galaktosidaseaktivitit
der Nierenpriparate auszuschlieBen, erfolgt zusitzlich die Bluo-Gal-Farbung an Nieren zweier

nichttransgener Kontrollmiuse [Theuring et al., 1995; Aguzzi et al., 1994].

Die [-Galaktosidaseaktivitit wird in der Bluo-Gal-Fiarbung (5-bromo-3-Indolyl-8-D-
Galaktopyranosid) durch blaue Prizipitate dargestellt. Fiir die Bluo-Gal-Firbung werden die
Nieren eine Stunde bei 4°C in einer PBS-Losung (1,9 mM NaH,POy; 8,1 mM Na,HPO,; 154
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mM NaCl), die zusitzlich 1% Formalin, 0,2% Glutaraldehyd und 0,02% Nonidet P40 enthilt,
fixiert. Danach werden die Organe zweimalig in PBS gewaschen und fiir 24 Stunden bei 31°C in
einer PBS-Losung unter Zusatz von 3,1 mM K3Fe(CN)g, 3,1 mM K4Fe(CN)g, 1 mM MgCl, und
0,05 M Bluo-Gal geféarbt. Nach einer erneuten zweimaligen Waschung in PBS werden die Nie-

ren in PBS mit Zusatz von 4%igem Formalin fixiert.

3.4.3 Paraffineinbettung

Um fiir die histologische Auswertung moglichst diinne Gewebeschnitte herstellen zu konnen,
werden die Organe eingebettet. Die Einbettung der Nierenhélften in Paraffin erfolgt automati-
siert in einer Histokinette. Beim Einbetten durchtriankt das zunéchst fliissige Paraffin das Gewe-
be vollstindig und wird beim Abkiihlen so fest, dass Paraffin und Gewebe gemeinsam am

Mikrotom schneidbar werden.

Durch die Histokinette werden die Nierenhilften fiir je eine Stunde in einer aufsteigenden Alko-
holreihe (70%, 80%, 2 x 96% und 3 x 100% Ethanol) entwéssert. Zur erfolgreichen Einbettung
in Paraffin ist jedoch die Entfernung des Ethanols notwendig, da Alkohol sich nicht mit Paraffin
verbindet. Hierzu werden die Prédparate nach der Entwisserung fiir vier Stunden in Xylol gege-
ben, das sich sowohl mit Alkohol als auch mit Paraffin mischt. Das Xylol verdringt das Ethanol
aus den Organen. In acht Stunden wird das Xylol zweimal erneuert. Die Praparate werden dar-
aufhin bei 56°C zweimal fiir je eine Stunde in geschmolzenes Paraffin gegeben. Zusitzlich wer-
den die Nieren nach ungefihr 12 Stunden in Tissue Tek Unikassetten mit 56°C warmem Paraffin
tibergossen. Nach Erkalten des Paraffins werden am Mikrotom histologische Schnitte des Pripa-

rats angefertigt.

3.4.4 Organblockbilder

Die Oberfliche der halbierten eingebetteten Organe wird frisch angeschnitten und eingescannt.
Aus Organen der Kontrollgruppe, der transgenen unbehandelten Gruppe und der transgenen
L-NAME Gruppe wird je ein Organblockbild im Photo Impact Bildverarbeitungsprogramm er-

stellt, um die B-Galaktosidaseaktivitit optisch darzustellen.

3.4.5 Grauwertauswertung und Farbauswertung

Nach dem Einscannen der Nierenhilften werden von allen Organblockbildern der transgenen
Mause zur groben Differenzierung Schwarz-Weil-Kontrastanalysen in der Photoshop-Software

vorgenommen. Dabei wird der durchschnittliche Grauwert der Darstellung der Nierenhilften in
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einer Graustufenskala mit 256 Stufen erhoben und verglichen. Da die Organe nach der Bluo-Gal-
Fiarbung eine Blaufirbung aufweisen, erfolgt in Photoshop ein Vergleich der blau gefidrbten Are-
ale innerhalb der Darstellung. Dazu wird die Haufigkeit blauer Areale in der jeweiligen Nieren-

hilfte anhand der Farbintensitit im blauen Spektrum ermittelt.

Pro Nierenhilfte werden drei Messungen des Schwarz-Weil-Kontrasts und drei Messungen der
Farbintensitidt im blauen Spektrum ohne Kenntnis der Organgruppenzugehorigkeit durchgefiihrt.
Die Messergebnisse werden mit Hilfe des Programms SPSS 9.0 fiir Windows statistisch ausge-

wertet.

3.4.6 Anfertigung der histologischen Schnitte

Um eine bessere Haftung des Gewebes auf den Objekttrigern zu erreichen, werden diese silani-
siert. Dazu erhalten die Objekttriger eine Schicht aus Alkylgruppen, die spiter eine kovalente
Verbindung mit dem Gewebe eingehen konnen. Pro Hellendahl-Kiivette werden 18 Objekttrager
fiinf Minuten in 100%igem Aceton entfettet, weitere fiinf Minuten in eine 2%ige
3-Aminotriethoxysilan[ APES]/Aceton-Losung getaucht (4ml APES in 200 ml Aceton) und kurz
in Aqua bidest. gespiilt. Die Kiivetten werden mit Folie abgedeckt und iiber Nacht luftgetrock-

net.

Am Mikrotom werden 3 und 5 um dicke Schnitte aus der Aquatorialebene der Nieren hergestellt,
auf die silanisierten Objekttriager aufgezogen, auf einer Heizplatte bei 80°C getrocknet, beschrif-

tet und, wie unter Punkt 3.4.7 beschrieben, weiterverarbeitet.

3.4.7 Gegenfirbungen

Zur weiteren Differenzierung wird das Gewebe nach dem histologischen Schnitt einer Sirius-

Red-, PAS- oder HE-Firbung unterzogen.

Die Sirius-Red-Fiarbung stellt sowohl die blauen Prizipitate der B-Galaktosidaseaktivitit als
auch das Kollagen der interstitiellen Fibrose in den histologischen Schnitten kontrastreich dar.
Sirius-Red ist ein anionischer Farbstoff, der auf Grund seiner Sulfonsduregruppen basische
Gruppen im Kollagenmolekiil anfarbt. Diese Farbung wird nach der in Tabelle 6 von Junquera
publizierten Methode mit den Losungen der Tabelle 5 durchgefiihrt [Junquera et al., 1979]. Die
Farbung erfolgt an Schnitten der transgenen unbehandelten Tiere, der transgenen L-NAME

Mause und der Tiere der Kontrollgruppe.
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Tabelle 5: Losungen zur Sirius-Red-Firbung.

Losung Konzentration

Aqua destillata

Ethanol 70%, 80%, 96% und 100%
Xylol 100%

HCL 0,01 N

Pikrinsdure 30-40 g/1, 25-30 g/
Sirius-Red-Losung 0,1%

Zur Herstellung der 0,1%igen Sirius-Red-Losung werden 30-40g Pikrinsdure mit 1000ml hei-
Bem Aqua dest. und 25-30g Pikrinsdure mit 1000ml kaltem Aqua dest. versetzt. Die Losung wird
vor dem weiteren Gebrauch gemischt und filtriert. 0,1g des so gewonnenen Sirius-Red-

Farbstoffes werden in 100 ml Pikrinsdure gelost, filtriert und der pH auf 2.0 titriert.

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgt in Xylol mit anschlieBender Spiilung in einer abstei-
genden Alkoholreihe. Danach werden die Schnitte in Aqua bidest gewaschen, mit Sirius-Red in
gesittigter wissriger Pikrinsdure gefdarbt, in HCL gesduert und in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwissert. Zuletzt wird in Xylol gespiilt. Danach wird auf die Priparate mit Corbitbalsam

ein Deckglédschen aufgeklebt.

Tabelle 6: Arbeitsschritte der Sirius-Red-Firbung.

Arbeitsschritt Losung Dauer

1 Xylol 2x10 min
2 Ethanol (100%, 96%, 80%, 70%) je Smin

3 Aqua destillata 5 min

4 Sirius-Red 0,1% 60 min

5 HCL 0.01 N 1-2 min
6 Ethanol (70%, 80%, 96%, 100%) je 5 min
7 Xylol 2x10 min

Durch die PAS-Fiarbung werden die bei der Glomerulosklerose vermehrt vorhandenen Kohlen-
hydrate im Nierengewebe dargestellt. Die Perjodsdure-Schiff’s-Reaktion dieser Farbung mar-
kiert Kohlenhydratgruppen durch Spaltung von Kohlenhydraten mit Hilfe der Perjodsédure und
teilweiser Umwandlung benachbarter Hydroxyl- zu Aldehyd-Gruppen. Mit dem Schiff schen-

Reagenz Leukofuchsin bildet sich daraus ein stabiler roter Farbkomplex. Die Firbung erfolgt an
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Schnitten der transgenen unbehandelten Tiere und der Kontrollgruppe nach den in Tabelle 8 ge-

nannten Arbeitsschritten mit den in Tabelle 7 genannten Losungen.

Tabelle 7: Losungen zur PAS-Firbung.

Losung Konzentration / Zusammensetzung

Ethanol 70%, 80%, 96% und 100%

Xylol 100%

Perjodsdure 2% ig 2g kristalline Perjodséure, 100 ml Aqua dest.

Schiff’sches Reagenz (Merck)

Sulfitwasser 18 ml 10% Natriumdisulfit, 300 ml Aqua dest., 15 ml IM HCL

Meyers Hamalaunlosung 1g Hamatoxylin, 0,2g Natriumiodat, 50g Kaliumaluminiumsulfat,
1000 ml Aqua dest., 50g Chloralhydrat, 1g kristalline Zitronenséure

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgt in Xylol mit anschlieBender Spiilung in einer abstei-
genden Alkoholreihe. Danach werden die Schnitte in 2%iger Perjodsdure gefirbt und in Aqua
dest. gespiilt. Nach Inkubation in Schiff’schem-Reagenz erfolgt die Spiilung in Sulfitwasser und
Leitungswasser. Danach folgt eine Kernfirbung mit Hdmalaun und eine Spiillung unter Lei-
tungswasser. Die Schnitte werden durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und in Xylol

gespiilt. Danach wird auf die Préparate ein Deckglédschen aufgeklebt.

Tabelle 8: Arbeitsschritte der PAS-Fiarbung.

Arbeitsschritt Losung Dauer

1 Xylol 2x10 min
2 Ethanol (100%, 96%, 80%, 70%) je 5 min

3 2% Perjodsédure 10 min

4 Aqua destillata 3x1-2 min
5 Schiff’sches Reagenz 15 min

6 Sulfitwasser 1-2 min

7 FlieBendes Leitungswasser 15 min

8 Meyers Hamalaun 4 min

9 FlieBendes Leitungswasser 10 min

10 Ethanol (70%, 80%, 96%, 100%) je 3 min
11 Xylol 2x 10 min

Zur qualitativen Auswertung der Nierenhistologie werden HE-Fiarbungen an Schnitten der

transgenen unbehandelten Tiere und der Kontrollgruppe nach der Tabelle 10 mit den Losungen
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der Tabelle 9 angefertigt. Die HE-Firbung besteht aus einem basischen Kernfarbstoff wie Alu-

miniumhédmatoxylin oder Eisenhdmatoxylin und dem sauren Cytoplasmafarbstoff Eosin.

Tabelle 9: Losungen zur HE-Firbung.

Losung Konzentration / Zusammensetzung
Ethanol 70%, 90%, 100%
Xylol 100%

Meyers Himalaunlosung | blauviolette Losung:

1g Hamatoxylin, 0,2g Natriumiodat, 50g Kaliumaluminiumsulfat, 1000ml Aqua dest.
rotviolette Losung:

50g Chloralhydrat, 1g kristalline Zitronensédure zur blauvioletten Losung

Eosinlosung 1% 1g Eosin in 100 ml Aqua dest.

Eosinfirbeldsung 178 ml Ethanol 100%, 2 ml Eisessig, 20 ml Eosinlésung 1%

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgt in Xylol mit anschlieBender Spiilung in einer abstei-
genden Alkoholreihe. Danach werden die Schnitte in Meyers Himalaunlosung und in Eosinfir-
belosung gefirbt. AnschlieBend erfolgt die Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe.

Zuletzt wird in Xylol gespiilt. Danach wird auf die Priparate ein DeckgldBchen aufgeklebt.

Tabelle 10: Arbeitsschritte der HE-Farbung.

Arbeitsschritt Losung Dauer

1 Xylol 2x10 min
2 Ethanol (100%, 90%, 70%) je 5 min
3 Meyers Hamalaun 4 min

4 FlieBendes Leitungswasser 15 min

5 Eosinfirbeldsung 3 min

6 Ethanol (70%, 90%, 100%) je 3 min
7 Xylol 2x10 min

3.4.8 Bestimmung des Glomeruloskleroseindex

Zur Differenzierung der Glomerulosklerose wird von den Organen der transgenen unbehandelten
Tiere und der Kontrolltiere je ein 3um dicker Paraffinschnitt hergestellt und dieser mit der PAS-

Farbung gefirbt.

Das AusmalBl der Glomerulosklerose wird nach dem prozentualen Flichenanteil PAS-positiver
Ablagerungen im Glomerulum festgelegt. Die sklerotische Schidigung der glomeruldren Kapil-

laren wird dann semiquantitativ aus dem Schweregrad der Glomerulosklerose nach Tabelle 11
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berechnet. Daraus ergibt sich der Glomeruloskleroseindex G entsprechend der von Raij publi-

zierten Methode [Raij et al., 1984].

Tabelle 11: Schweregrad der Glomerulosklerose.

Schweregrad SG PAS-positive Ablagerungen im Glomerulum
0 0%
| 25%
2 50%
3 75%
4 100%

Pro Nierenschnitt werden bei 320-facher Vergroerung mindestens 80 Glomerula ausgewertet.
Jedem Glomerulum wird der jeweilige Schweregrad der Glomerulosklerose S zugeordnet. Der
Schweregrad wird mit der Anzahl der betroffenen Glomerula ns multipliziert und auf die Ge-

samtzahl der gezéhlten Glomerula nge.m: bezogen. Man kategorisiert somit die Gewebeschnitte

durch den Skleroseindex in Prozent nach der Formel G=X(S¢'ns/Mgesamt)-100.

Alle Gewebeschnitte werden auf diese Weise zweimal ohne Kenntnis der Organgruppenzugeho-
rigkeit erfasst und die Gruppen statistisch ausgewertet. Die Priparate werden exemplarisch bei

100-facher Vergroerung fotografisch dokumentiert.

3.4.9 Analyse der interstitiellen Fibrose

Die interstitielle Fibrose beschreibt die Vermehrung des interstitiellen Bindegewebes. Das Aus-
malf der interstitiellen Fibrose F wird nach dem Flachenanteil vorhandener kollagener Matrix im

Gesichtsfeld nach Tabelle 11 semiquantitativ festgelegt.

Fiir die Analyse der interstitiellen Fibrose wird von den Organen der transgenen unbehandelten
Tiere und der Kontrolltiere je ein 3um dicker Paraffinschnitt hergestellt und mit der Sirius-Red-

Farbung gefirbt.

43



Tabelle 12: Schweregrad der interstitiellen Fibrose.

Schweregrad SF kollagene Matrix im Gesichtsfeld
0 0%
1 25%
2 50%
3 75%
4 100%

Zur Bestimmung des Anteils an kollagener Matrix werden pro Nierenschnitt 25 Gesichtsfelder

aus allen Bereichen des Organquerschnitts standardisiert bei 20-facher Vergroflerung ausgewer-
tet und in die Schweregrade eingeordnet. Der Schweregrad der interstitiellen Fibrose Sg wird

nach der Formel F= X(Sg'ng/Mgesamt)-100 mit der Anzahl der betroffenen Gesichtsfelder multipli-

ziert und prozentual auf die Gesamtzahl der gezédhlten Gesichtsfelder bezogen.

Alle Gewebeschnitte werden analog zur Glomeruloskleroseindexbestimmung zweimal ohne
Kenntnis der Organgruppenzugehorigkeit erfasst und die Gruppen statistisch ausgewertet. Die
Préaparate werden fiir die Dokumentation der Ergebnisse wierderum exemplarisch bei 100-facher

VergroBerung fotografiert.

3.4.10 Auswertung der Promotoraktivitit

Die Promotoraktivitidt des ET-1-LacZ-Gens driickt sich durch die B-Galaktosidaseaktivitit aus.
Zur Darstellung der B-Galaktosidaseaktivitit wird von den Organen der transgenen unbehandel-
ten Tiere und der transgenen L-NAME Tiere je ein Sum dicker Paraffinschnitt hergestellt und

mit der Sirius-Red-Firbung gefirbt.

Die B-Galaktosidaseaktivitdt wird mit dem Lichtmikroskop bei 100-facher VergroBerung durch
Auszidhlung der Menge der blauen Prizipitate in 20 Gesichtsfeldern in Nierenschnitten der trans-
genen Maus quantifiziert. Zusitzlich erfolgt eine qualitative Differenzierung der B-Galak-

tosidaseaktivitit nach tubulédren, glomeruldren und vaskulidren Strukturen des Nierengewebes.

Von einem Préparat jeder Niere werden 20 Gesichtsfelder aus allen Bereichen des Organquer-
schnitts, ohne Kenntnis der Organgruppenzugehorigkeit, standardisiert am Mikroskop bei 100-

facher VergroBerung ausgewertet und fotografisch dokumentiert.
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3.4.11 Qualitative Auswertung der Nierenhistologie

Fiir die qualitative Auswertung der Nierenhistologie der zehn Monate alten Méuse wird von den
Organen der transgenen unbehandelten Tiere und der Kontrolltiere je ein 3um dicker Paraffin-

schnitt hergestellt und mit der HE-Firbung gefirbt.

In jedem Préaparat werden bei 80-facher Vergroerung 20 Gesichtsfelder aus allen Bereichen des
Organquerschnitts ohne Kenntnis der Organgruppenzugehorigkeit standardisiert auf Zysten, pe-
rivaskuldre Infiltrate und perivaskulidre Fibrosezeichen untersucht. Verdnderungen werden be-
schrieben und fiir die Dokumentation der Ergebnisse exemplarisch bei 100-facher Vergroferung

fotografiert.

Als Zysten werden massiv dilatierte Tubuli oder dilatierte Glomerula definiert. Perivaskulére
Infiltrate zeigen eine aktive Entziindungsreaktion. Die perivaskuldre Fibrose zeigt eine narbige

Veridnderung nach einer abgelaufenen Entziindung.

3.5 Immundiagnostische Methoden

Es werden Organe von 12 ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Méiusen sowie von 12
ET-1-LacZ-transgenen Miusen, die 12 Stunden vor der Organentnahme einmalig 25mg/kg KG
L-NAME intraperitoneal erhalten haben, untersucht. In den Nieren erfolgt durch immundiagnos-

tische Methoden die quantitative Bestimmung der ET-1-Konzentration.

3.5.1 Aufarbeitung des Nierengewebes zur Immundiagnostik

Die Gewebeaufarbeitung zur Immundiagnostik wird mit den in Tabelle 13 genannten Materia-

lien nach Bolger durchgefiihrt [Bolger et al., 1991].

Nach Dekapitation der Méuse werden die Nieren entnommen, in 0,9%iger NaCl-Losung gespiilt

und in fliissigem Stickstoff bei -70°C gelagert.

Zur weiteren Aufarbeitung werden die Nieren aufgetaut und mit einem Skalpell zerkleinert. Da-
nach werden die Nieren mit Extraktionspuffer suspendiert. Die Losung wird anschliefend im
Polytron durch zehn Hiibe mit dem Teflonpistill nach Potter bei 1000 UpM und manuell durch
15 Hiibe mit dem L-Pistill nach Dounce homogenisiert. Danach wird die Suspension fiir 15 min
bei 25 000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird mit 250 ul HCI versetzt und an-
schlieBend 5 min bei 10 000 UpM und 4°C erneut zentrifugiert. Der resultierende Uberstand

wird fiir die weitere Verarbeitung entnommen und bei -70°C eingefroren.
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Tabelle 13: Losungen der Gewebeextraktion.

Losungen Zusammensetzung / Konzentration
Extraktionspuffer CH;COOH (0,2 mol/l)
NacCl (0,5 mol/l),

pH 7,2 nach Titration mit HCI1
4 ml Extraktionspuffer pro Gramm Nierengewebe

HCl 2 mol/l

3.5.2 ET-1-Konzentrationsbestimmung in Miusenieren

Mit dem TiterZyme® EIA Human Endothelin-1 Enzym-Immunometric Assay Kit (©Assay Designs
Inc., im Vertrieb durch Immundiagnostik AG, Bensheim) kann analog zu Ergebnissen von Chard
eine quantitative Bestimmung der humanen ET-1-Konzentration in biologischen Geweben vor-
genommen werden [Chard 1995]. Da ET-1 bei Miusen und Menschen eine identische Amino-
sdauresequenz hat, kann das fiir humanes ET-1 hergestellte TiterZyme® EIA Kit auch bei Miusen

angewandt werden.

In diesem Versuch wird mit dem TiterZyme® EIA Kit entsprechend Tabelle 14 eine ET-1-
Konzentrationsbestimmung in Miusenieren durchgefiihrt. In dem Kit wird ein polyklonaler An-
tikorper gegen ET-1 verwendet, der durch eine Trigersubstanz auf einer Mikrotiter-Platte fixiert
wird. Der Antikorper bindet unter Hinzugabe einer homogenisierten Gewebeprobe das darin
enthaltene ET-1 zu einem Immunkomplex. Nach Inkubation wird der nicht gebundene Uberstand
der Probe ausgewaschen und ein mit Meerrettichperoxidase markierter polyklonaler Antikorper
hinzugegeben. Dieser markierte Antikorper bindet an den Immunkomplex auf der Platte. Nach

Inkubation des Gemisches werden nicht gebundene Anteile ausgewaschen.

Die Menge an gebundenem markierten Antikorper ist proportional zur ET-Menge in der Gewe-
beprobe. Ein chromogenes Substrat im Reaktionsansatz macht nach Inkubation die immunkom-

plexgebundenen Enzymsubstratkomplexe sichtbar.

Die Farbreaktion wird bei 450nm photometrisch bestimmt. Die im Photometer gemessene Farb-
entwicklung ist proportional zur Konzentration der in Immunkomplexen gebundenen Markeren-
zyme in der Probe. Durch den Vergleich mit Standards bekannter Enzymaktivititen wird die

ET-1-Konzentration in der Probe ermittelt.
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Tabelle 14: Losungen und Materialien des TiterZyme®EIA Kit.

Losungen und Materialien Zusammensetzung/ Konzentration
ET-1-Mikrotiterplatte 96 Kammern
Meerrettichperoxidase-markierte Antikorper 1 Ampulle
Probenpufferlosung 30ml
Antikorperverdiinnungslosung 10ml
Waschpufferlosung Puffer-Konzentrat 50ml,

25ml mit 975ml Aqua dest. auffiillen
ET-1-Standardlosung 100 pg humanes ET-1,

Mischung mit 500ul Aqua dest.
Substratpufferlosung Sml
Peroxidase-Losung 5,5ml 0,01%
Substrattabletten 2 Stiick
Stop-Losung H,SO,4 1IN 11ml

Zur Herstellung des ET-1-Vergleichsstandards werden nach Herstelleranleitung 100 pg Endothe-
lin im TiterZyme® EIA Kit mit 500 pl Aqua dest. gemischt. Die Standardlosung enthélt somit
eine ET-1-Konzentration von 200 pg/ml. Das Gemisch wird fiir 5 min bei Raumtemperatur in-
kubiert. In acht Reagenzgldser werden zur Herstellung einer absteigenden Verdiinnungsreihe
entsprechend Tabelle 15 je 220 ul der Proben-Pufferlosung pipettiert. Reagenzglas Nr.1 wird mit
220 wl der ET-1-Standardlosung versetzt. Von dieser Losung werden 220 ul aus dem Reagenz-
glas Nr.1 in Nr. 2 pipettiert. Diese Prozedur wird bis zum achten Reagenzglas wiederholt. Die

Losungen werden bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Tabelle 15: Konzentrationen der Verdiinnungsreihe des ET-1-Standards.

Reagenzglas Konzentration
Nr.1 100 pg/ml

Nr.2 50 pg/ml

Nr.3 25 pg/ml

Nr.4 12,5 pg/ml
Nr.5 6,25 pg/ml
Nr.6 3,125 pg/ml
Nr.7 1,5625 pg/ml
Nr.8 0,78125 pg/ml
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Zur Herstellung der Antikorperlosung wird die Antikorperverdiinnungslosung des TiterZyme®
EIA Kit mit dem markierten Antikorper versetzt, fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, ver-

mischt und bei -20°C gelagert.

Zur Herstellung des chromogenen Substrates werden 2,5 ml Substratpuffer kurz vor der Ver-
suchsdurchfithrung mit einer mitgelieferten Substrattablette und 2,75 ml Peroxid-Losung versetzt

und gemischt.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt entsprechend der Herstelleranleitung. Hierzu wird die Mikro-
titer-Platte mit je 400 ul Waschpufferlosung pro Vertiefung je zweimal gespiilt und auf einem
Loschpapier abgetropft. Es wird darauf geachtet, dass keine Fliissigkeit in den Vertiefungen zu-

riickbleibt.

100 pl der Probenpufferlosung werden als Leerwert in die erste Vertiefung der Platte pipettiert.
100 pl der ET-1-Standard-Losungen der Reagenzglidser Nr.1 bis Nr.8 werden in die passenden
Vertiefungen pipettiert. 100 ul der homogenisierten klaren Gewebeprobe der Nieren werden in
die Vertiefungen pipettiert. Durch vorsichtiges Klopfen der Platte wird der Inhalt vermischt. Die

Mikrotiter-Platte wird verschlossen und bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert.

Der Inhalt der Vertiefungen wird geleert und insgesamt siebenmal mit je 400 ul Waschpufterlo-
sung pro Vertiefung gespiilt und auf einem Loschpapier riickstandsfrei abgetropft. 100 ul des
markierten Antikorpers werden in alle Vertiefungen aufler der Kontrollprobe pipettiert. Die

Mikrotiter-Platte wird verschlossen und bei 37°C fiir 30 min inkubiert.

Der Inhalt der Vertiefungen wird geleert und insgesamt neunmal mit je 400 ul Waschpufferlo-
sung pro Vertiefung gespiilt und auf einem Loschpapier abgetropft. 100 pul der Substratlosung
werden in jede Vertiefung pipettiert. Die Mikrotiter-Platte wird verschlossen und bei Raumtem-
peratur fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Danach werden 100 pl der Stop-Losung in jede Vertie-

fung pipettiert.

Mittels photometrischer Bestimmung wird die optische Dichte der Proben bei 450 nm entspre-

chend der Herstellerangabe ermittelt.

3.6 Bildmaterial

Die Entwicklung der Filme erfolgt im Fotolabor des Universititsklinikums Charité Campus Ben-
jamin Franklin, Berlin.
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3.7 Statistische Auswertung

Die fiir die einzelnen Kategorien ermittelten Werte werden mit dem Mann-Whitney-U-Test auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen getestet. Als p angegeben ist die asymptotische
Signifikanz. p <0.05 wurde als signifikant betrachtet. Alle Tests werden mit dem Programm

SPSS 9.0 fiir Windows durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

In der Herleitung der Aufgabenstellung wurden zentrale Fragen definiert, die in dieser Arbeit

beantwortet werden. Die Ergebnisse gliedern sich entsprechend der Fragen wie folgt:

e Im ersten Abschnitt werden Resultate prisentiert, die die Darstellbarkeit von ET-1-
Herstellungsorten in der pripro-ET-1-LacZ-transgenen Maus anhand der Aktivitdt des

eingefiigten humanen ET-1-Promotors belegen.

e Im Anschluss wird belegt, dass die histologische Darstellung des humanen ET-1-

Promotors die Expression des ET-1-Gens der Maus widerspiegelt.

¢ Im niichsten Abschnitt wird die Uberpriifung eines Effekts des transgenen Status auf den

Phénotyp der transgenen Maus présentiert.

¢ Im darauf folgenden Abschnitt wird gezeigt, wie sich die Regulation von ET-1 durch NO

in der Méauseniere durch den humanen préapro-ET-1-LacZ-Promotor darstellen lésst.

e Im letzten Abschnitt werden die Gewebestrukturen untersucht, in denen der humane

ET-1- Promotor in der pripro-ET-1-LacZ-transgenen Méuseniere exprimiert wird.

4.1 Nachweis des humanen pripro-ET-1-Promotors durch LacZ-Markierung

Zum Nachweis des humanen prapro-ET-1-Promotors im Nierengewebe der transgenen Maus
werden die Produkte der LacZ-Markierung des Promotors histologisch dargestellt. Der Nachweis
der Kopplung von LacZ an den hinzugefiigten humanen Promotor von ET-1 erfolgt iiber die
Korrelation der histologisch nachweisbaren Prizipitate mit der immunhistochemisch ermittelten
ET-1-Konzentration im Nierengewebe. Um eine zufillige Korrelation der histologischen Prizipi-
tate mit der immunhistochemisch ermittelten ET-1-Konzentration auszuschliessen, wird die
ET-1-Konzentration im Nierengewebe gezielt durch L-NAME-Gabe variiert und der Effekt auf

die intrazelluldren Prizipitate kontrolliert.

4.1.1 Histologische Darstellung des Produktes der LacZ-Markierung

Durch immunhistochemische Konzentrationsbestimmung kann eine Angabe zur Menge des vor-
handenen ET-1 im Nierengewebe und zu dessen Abhédngigkeit von der Regulation durch NO
gemacht werden. Eine Aussage iliber die Verteilung von ET-1 in den einzelnen Strukturen der

Niere wird jedoch nur durch eine histologische Untersuchung méglich. Dazu muss die Zielstruk-
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tur jedoch optisch differenziert werden konnen. Zu diesem Zweck wird das pripro-
ET-1-LacZ-transgene Modell angewandt. Hierbei kann die -Galaktosidase als Produkt des an
den humanen pripro-ET-1-Promotor gekoppelten LacZ-Gens durch Bluo-Gal-Fidrbung intrazel-

luldr nachgewiesen werden.

4.1.2 Nachweis der humanen pripro-ET-1-Promotoraktivitit am Organschnitt

Die in Abbildung 9 gezeigten Organblockbilder ermoglichen eine mit bloBem Auge durchfiihr-
bare Inspektion der Bluo-Gal-Fiarbung am gesamten Organ. Bei der Kontrollgruppe ohne Integ-
ration des humanen pripro-ET-1-Promotors ins Genom erfolgt keine LacZ-Markierung. Am
entsprechenden Organanschnitt ist keine Blaufdarbung sichtbar. Der Organanschnitt aus der
transgenen unbehandelten Gruppe zeigt hingegen eine blduliche Farbung. Hier wurde das Gen
fiir das Farbenzym LacZ an den pripro-ET-1-Promotor gekoppelt. Im Organanschnitt der Grup-
pe, in deren Genom das LacZ-Gen eingebaut ist und deren NO-Synthese durch eine einmalige
intraperitoneale Gabe von L-NAME geblockt wird, sieht man eine intensivere Blaufdrbung als

bei den transgenen Miusen ohne L-NAME-Behandlung.

.

Abbildung 9: Bluo-Gal gefirbte Organanschnitte. Links: Organanschnitt aus der Kon-
trollgruppe. Mitte: Organanschnitt aus der pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten
Gruppe. Rechts: Organanschnitt aus der pripro-ET-1-LacZ-transgenen Gruppe mit
L-NAME-Behandlung.
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4.1.3 Differenzierung der humanen pripro-ET-1-Promotoraktivitit am histologischen
Schnitt

Zur differenzierteren Darstellung der -Galaktosidaseaktivitdt im Nierengewebe werden histolo-
gische Schnitte der Bluo-Gal gefirbten Nieren der Sirius-Red-Féarbung unterzogen. Die resultie-
rende kontrastreichere Darstellung ermdoglicht die spitere histologische Zuordnung der intrazel-
luldren blauen Prézipitate zu den einzelnen Strukturen der Niere, die unter 4.4 vorgenommen

wird.

Um eine unspezifische B-Galaktosidaseaktivitdt der Nierenpréiparate auszuschlieBen, erfolgt als
Kontrolle die Bluo-Gal-Fiarbung von Nieren nicht transgener Wildtypméduse. Die
B-Galaktosidaseaktivitit jedes Nierenpréparats wird lichtmikroskopisch an 20 Gesichtsfeldern

aus allen Bereichen des Organanschnitts tiberpriift.

In Abbildung 10 zeigt das linke Foto einen histologischen Sirius-Red-Schnitt aus der Kontroll-
gruppe ohne blaue Prizipitate. Dagegen wird bei dem histologischen Schnitt im mittleren Foto
der Abbildung 10 aus der transgenen unbehandelten Gruppe eine durch intrazelluldre blaue Pré-
zipitate  sichtbar  gemachte  [-Galaktosidaseaktivitit — nachweisbar.  Die  hochste

B-Galaktosidaseaktivitit liegt in der Gruppe der transgenen Méuse nach L-NAME-Behandlung

im rechten Foto der Abbildung 10 vor.

Abbildung 10: Histologische Nierenschnitte nach Sirius-Red-Fiarbung. Links: Kontroll-
gruppe ohne blaue Prizipitate. Mitte: pripro-ET-1-LacZ-transgene unbehandelte Gruppe
mit vereinzelten blauen Prizipitaten. Rechts: pripro-ET-1-LacZ-transgene mit L-NAME

behandelte Gruppe mit zahlreichen blauen Prizipitaten.
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Die blauen Prizipitate befinden sich in mehr als 99% der Fille intrazellulir in Epithelzellen der
Tubuli, in den Glomerula und im renalen Gefdendothel. Ein morphologisches Korrelat fiir eine
Herkunft der extrazelluldr vorliegenden Prézipitate aus dem Extrazellularraum kann nicht gefun-
den werden. Die wenigen extrazelluldar gefundenen Prizipitate lassen sich als Artefakte des his-
tologischen Schnittes und der Firbemethode erklédren. Ihr Anteil an der Gesamtzahl der blauen

Prizipitate betrégt unter 1%. Sie werden nicht in die Analyse einbezogen.

Da im Wildtyp die LacZ-Markierung fehlt, ldsst sich dort auch kein blaues Prézipitat durch das
Genprodukt nachweisen. Daher wurde die weitere Untersuchung auf blaue Prizipitate auf die

prapro-ET-1-LacZ-transgenen Tiere beschrinkt.

4.1.4 Kontrastanalyse und Farbanalyse zur Quantifizierung der Prazipitatdichte

Organblockbilder und histologische Schnitte der pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten
und mit L-NAME behandelten Miuse werden weiter differenziert, um iiber die Regulation des
ET-1-Promotors durch das NO-System zufillige Korrelationen auszuschliessen. Hierzu werden
anhand der Organblockbilder nach der Bluo-Gal-Firbung eine Schwarz-Wei3-Kontrastanalyse
und eine Auswertung der Intensitit des blauen Spektrums vorgenommen. Beide Analysen mit-

teln das jeweilige Ergebnis iiber den gesamten Organschnitt.

AnschlieBend erfolgt im Punkt 4.1.5 eine manuelle Auswertung der B-Galaktosidaseaktivitit
anhand der mikroskopisch erhobenen Anzahl der blauen Farbkristalle in mit Sirius-Red gefirb-

ten Nierenschnitten.

Die Schwarz-Weil-Kontrastanalyse bei den Organblockschnitten zeigt in Abbildung 11 bei
den pripro-ET-1-LacZ-transgenen mit L-NAME behandelten Méusen im Vergleich zu den
prapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Miusen eine mit p =0,047 bei minnlichen bzw. p
=0,045 bei weiblichen Tieren signifikant hohere Einstufung des durchschnittlichen Grauwertes

des Organanschnitts innerhalb einer 256-stufigen Graustufenskala.
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Abbildung 11: Analyse des durchschnittlichen Grauwerts des Organanschnitts innerhalb
einer 256-stufigen Graustufenskala bei den pripro-ET-1-LacZ-transgenen (tg) Mausen mit

und ohne L-NAME-Behandlung nach Geschlecht differenziert.

Bei der Auswertung der Intensitit des blauen Spektrums in Abbildung 12 liegt im Vergleich
zu den pripro-ET-1-LacZ-transgenen  unbehandelten = Miusen bei den  prépro-
ET-1-LacZ-transgenen mit L-NAME behandelten Miusen eine mit p =0,045 bei ménnlichen
bzw. p =0,016 bei weiblichen Tieren signifikant hohere Intensitit des blauen Spektrums in einer

256-stufigen Skala vor.
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Abbildung 12: Analyse der Intensitit im blauen Spektrum am Organanschnitt bei prapro-
ET-1-LacZ-transgenen Miusen (tg) mit und ohne L-NAME-Behandlung nach Geschlecht

differenziert. Skalierung der Intensitiit des blauen Spektrums in 256 Stufen.

4.1.5 Manuelle Quantifizierung der Prizipitatdichte

Die differenziertere Auswertung der B-Galaktosidaseaktivitit wird anhand der manuellen mikro-
skopischen Auszihlung der Prizipitate in jeweils 20 Gesichtsfeldern aus allen Bereichen der mit
Sirius-Red gefirbten histologischen Nierenschnitte analog zu Kapitel 3.4.10 durchgefiihrt.
Abbildung 13 zeigt eine mit p =0,018 bei den minnlichen und mit p =0,045 bei den weiblichen
prapro-ET-1-LacZ-transgenen Miusen nach L-NAME-Behandlung signifikant hohere Anzahl
der blauen Prizipitate im Gegensatz zu den prapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Méau-
sen. Analog hierzu zeigt die Abbildung 10 exemplarisch im rechten Foto der pripro-
ET-1-LacZ-transgenen mit L-NAME behandelten Miuseniere eine hohere Anzahl der blauen
intrazelluldren Prizipitate im Vergleich zu der pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten

Maiuseniere im mittleren Foto.
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Abbildung 13: Anzahl intrazellulirer Prizipitate in 20 Gesichtsfeldern aus allen Teilen des
Organanschnitts bei Nierenschnitten prapro-ET-1-LacZ-transgener Miuse (tg) mit und

ohne L-NAME-Behandlung nach Geschlecht differenziert.

4.1.6 Korrelation der Prizipitatdichte mit der ET-1-Gewebekonzentration

Bisher konnte die humane prapro-ET-1-LacZ-Transgenitit iiber die entsprechende Farbreaktion
histologisch nachgewiesen werden. Im Folgenden wird die Korrelation der histologischen

Merkmale der Transgenitit mit der Konzentration von ET-1 im Nierengewebe gezeigt.

Die Konzentration von ET-1 im Nierengewebe der untersuchten Tiere wird mit der unter Kap.
3.5.2 beschriebenen TiterZyme® EIA mit und ohne Einfluss von L-NAME immunhistochemisch

ermittelt.

Die pripro-ET-1-Promotoraktivitdt wird durch genetische LacZ-Markierung und Bluo-Gal-
Farbung histologisch anhand der Auszdhlung der blauen Prizipitate ermittelt. Bei den transgenen
Tieren ohne L-NAME-Behandlung korreliert die Promotoraktivitit nach Abbildung 14 signifi-
kant mit der immunhistochemisch bestimmten Konzentration von ET-1-Protein im Nierengewe-
be mit einem Korrelationskoeffizienten r =0,918 und mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit der

Korrelation von p <0,001.
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Abbildung 14: Korrelation zwischen der ET-1-Gewebekonzentration und der humanen

pripro-ET-1-Promotoraktivitiit in pripro-ET-1-LacZ-transgenen Miusenieren.

4.2 Reaktion des Phinotyps auf die Transgenitit

Um zu kldren, ob die Insertion des humanen priapro-ET-1-LacZ-Promotors in das Midusegenom
den Phénotyp der transgenen Méuse dndert, werden die pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehan-
delten Miuse mit den aus dem gleichen genetischen Hintergrund stammenden gleichaltrigen

Mausen der nichttransgenen Kontrollgruppe verglichen.

Als Vergleichsparameter werden Gewicht, Blutbild, Elekrolyte, Nierenretentionsparameter, arte-
rieller Blutdruck, Pulsfrequenz und die Nierenhistologie herangezogen. Zysten, perivaskulidre
Infiltrate, perivaskulidre und interstitielle Fibrose sowie Glomerulosklerose dienen als Ver-

gleichsparameter bei der Untersuchung der Nierenhistologie.

Die Abbildung 15 zeigt den Gewichtsverlauf der transgenen unbehandelten Miuse und der
Kontrollgruppe fiir einen Zeitraum von 187 Tagen. Es zeigen sich beim Gewichtsanstieg der

Tiere keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die nach dem Geschlecht differenzierten Gewichtsverldufe der prapro-ET-1-LacZ-transgenen
unbehandelten Miuse sowie der nichttransgenen Kontrollméduse in Abbildung 15 zeigen, dass
minnliche Tiere im gesamten Verlauf zwar schwerer als weibliche Tiere sind. Ein signifikanter

geschlechtsspezifischer Effekt des transgenen Status kann jedoch nicht gezeigt werden.
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Abbildung 15: Geschlechtsspezifische Gewichtsverliufe der pripro-ET-1-LacZ-transgenen
nicht mit L-NAME behandelten Miuse (TRG-M = transgen ménnlich, TRG-W = transgen
weiblich) und der Miuse der Kontrollgruppe (KO-M = Kontrolle ménnlich, KO-W = Kon-
trolle weiblich).

Das Blutbild, die Elekrolyte und die Nierenretentionsparameter der pripro-ET-1-LacZ-
transgenen unbehandelten Miuse und der nicht transgenen Kontrollmiduse werden entsprechend
Tabelle 16 bestimmt. Bei den Blutbildwerten, den Elekrolyten Natrium und Kalium sowie den
Nierenretentionsparametern Kreatinin und Harnstoff liegen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den prapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Méusen und den nichttransgenen

Kontrollméusen vor.
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Tabelle 16: Geschlechtsunspezifische durchschnittliche (Mean) Laborparameter und
deren Standardabweichung (SD) der pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Miuse

und der nichttransgenen Miiuse.

pripro-ET-1-LacZ-transgene Miiuse Wildtyp-Méuse
unbehandelt (n=10)
(n=10)
Laborparameter [Einheit] Mean SD Mean SD
Blutbild
Ery [10%mm’] 9,475 +0,72 9,115 10,68
Leuko [10/mm’] 6,915 +0,66 6,605 +0,62
Hb [g/d]] 8,435 10,74 8,35 +0,59
HK [%] 0,46 0,05 0,435 0,06
MCV [fl] 48,78 +2.78 47,93 +3,01
MCHC [%] 4,52 0,33 4,77 10,52
Thromb [10*/mm’] 111,60 +55,01 122,35 +74,45
Klinische Chemie
Natrium [mmol/I] 148,00 12,58 147,25 16,37
Kalium [mmol/I] 6,04 n.n 6,3225 n.n
Creatintin [mmol/1] 34,40 17,11 35,25 19,34
Harnstoff [mmol/1] 16,40 +4,51 15,04 15,77
Protein [mg/dl] 64,05 +7,48 63,25 +4,66

Der arterielle Blutdruck und die Pulsfrequenz werden entsprechend Punkt 3.3.1 bei jeweils
finf Méausen der priapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Tiere und der nichttransgenen
Kontrollgruppe invasiv gemessen und in Tabelle 17 dargestellt. Beim arteriellen Blutdruck lie-
gen keine signifikanten Unterschiede zwischen pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten

Maiusen und Kontrollméusen vor.

59




Tabelle 17: Geschlechtsunspezifische durchschnittliche (Mean) arterielle Blutdriicke
und Pulsfrequenz und deren Standardabweichung (SD) von pripro-ET-1-LacZ-transgenen

unbehandelten Tieren und nichttransgenen Miusen.

prapro-ET-1-LacZ-transgene Wildtyp-Méuse
Maiuse unbehandelt (n=15)
(n=5)
Kreislaufparameter [Einheit] Mean SD Mean SD
Arterieller Blutdruck systolisch [mmHg] 126.3 6,5 124.3 7,7
Mittlerer arterieller Blutdruck [mmHg] 108.5 n.n 106.2 n.n
Arterieller Blutdruck diastolisch [mmHg] 91.8 8,1 90.7 7,5
Pulsfrequenz [min™] 628 38 640 23

Unterschiedliche Schweregrade der interstitiellen Fibrose in der Miuseniere werden beispielhaft
in Abbildung 16 gezeigt. Die histologische Auswertung des Schweregrades der interstitiellen
Fibrose F ergibt bei 10 ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Tieren einen durchschnittlichen
Score von 1,76 bei einer Standardabweichung von 10,14. Bei 10 nichttransgenen Miusen ergibt
sich hierfiir ein durchschnittlicher Score von 1,72 bei einer Standardabweichung von 0,09, p

=0,529.

Analog hierzu zeigt die Abbildung 17 die grafische Darstellung der histologischen Auswertung.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den in Kap. 3.4.9 beschriebenen Scores der interstitiellen
Fibrose F bei priapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Méusen gegeniiber den nichttransge-

nen Miusen kann nicht gezeigt werden.
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Abbildung 16: Darstellung einer interstitiellen Fibrose in der Miuseniere mit Schweregrad

F=1 (links) und F=4 (rechts).
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Abbildung 17: Geschlechtsspezifischer Vergleich der interstitiellen Fibrose in Nieren von

transgenen unbehandelten Miusen und nichttransgenen Miusen.
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Die Abbildung 18 zeigt eine beispielhafte Darstellung einer Glomerulosklerose der Miuseniere
in zwei unterschiedlich schweren Ausprigungen. Die im Kapitel 3.4.8 beschriebene histologi-
sche Auswertung der Glomerulosklerose ergibt fiir den Grad der Glomerulosklerose G bei 10
priapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Tieren einen durchschnittlichen Score von 2,21 bei
einer Standardabweichung von £0,29. Bei 10 nichttransgenen Méusen ergibt sich hierfiir ein

durchschnittlicher Score von 2,16 bei einer Standardabweichung von 10,23, p =0,631.

Das Ergebnis der histologischen Auswertung der Glomerulosklerose wird in Abbildung 19 gra-
fisch dargestellt. Zwischen dem in Kap. 3.4.9 beschriebenen Score der Glomerulosklerose G bei

prapro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Miusen und nichttransgenen Miusen zeigt sich

kein signifikanter Unterschied.

Abbildung 18: Darstellung einer Glomerulsklerose in der Miuseniere mit Schweregrad
G=1 (links) und G= 4 (rechts).
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Abbildung 19: Geschlechtsspezifischer Vergleich der Glomerulosklerose in Nieren von

transgenen unbehandelten Miusen und nichttransgenen Miusen.

Die unter Kap. 3.4.11 dargestellte deskriptive Nierenhistologie der pripro-ET-1-LacZ-
transgenen unbehandelten Méuse und der nichttransgenen Méuse zeigt in Abbildung 20 bei-
spielhaft keine Unterschiede in der Histologie der Nieren der 10 Monate alten Méuse. Beide
Gruppen zeigen eine vergleichbare Glomerulosklerose und interstitielle Fibrose. Perivaskulire
Infiltrate und perivaskuldre Fibrosezeichen kommen in gleichmifBiger Verteilung bei beiden
Gruppen vor. Tubuli, Glomerula und Gefille zeigen keine eindeutigen Unterschiede zwischen

beiden Gruppen. Zystische Verdnderungen waren in beiden Gruppen nicht nachweisbar.
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Abbildung 20: Nierenschnitte zur Erstellung einer deskriptiven Nierenhistologie 10 Mona-
te alter Mause der transgenen unbehandelten Gruppe (links) und der nichttransgenen

Gruppe (rechts).

4.3 Regulation von ET-1 durch NO bei pripro-ET-1-LacZ-transgenen Méiusen

Einfliisse der Riickkopplungsmechanismen zwischen ET-1 und NO werden im Folgenden an-

hand der Konzentrationsbestimmung von ET-1 bei ET-1-LacZ-transgenen Miusen gezeigt.

4.3.1 Effekt von L-NAME auf die ET-1-Konzentration bei der transgenen Maus

Die immunhistochemisch gemessenen ET-1-Konzentrationen im Nierengewebe der prépro-
ET-1-LacZ-transgenen Méause ohne und mit vorheriger L-NAME-Gabe werden in Abbildung 21
dargestellt. Es zeigen sich geschlechtsiibergreifend Mittelwerte der ET-1-Konzentration von
67,25 pg/mg fiir Nierengewebe nach L-NAME-Behandlung und 47,46 pg/mg ohne L-NAME-
Behandlung. Die ET-1-Gewebekonzentration in den Nieren der pripro-ET-1-LacZ-transgenen
Miuse nach einmaliger L-NAME-Gabe zeigt sich in Abbildung 21 mit p =0,021 signifikant ho-
her als die ET-1-Gewebekonzentration in den Nieren der prapro-ET-1-LacZ-transgenen Méause

ohne L-NAME-Gabe.
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Abbildung 21: ET-1-Gewebekonzentration von pripro-ET-1-LacZ-transgenen Mausen mit
und ohne vorheriger L-NAME-Gabe.

4.3.2 Effekt von L-NAME auf den Blutdruck der transgenen Maus

Eine Beteiligung des NO-Systems an der Blutdruckregulation auch bei priapro-ET-1-LacZ-
transgenen Maiusen wird in diesem Versuch pharmakologisch durch Blockung der NO-
Synthasen durch eine Einmalgabe von L-NAME f{iberpriift, wie in Kap. 3.3.2 beschrieben wird.
Um intraindividuelle Effekte der L-NAME-Gabe zu erkennen, werden die Blutdriicke nichtinva-

siv ermittelt.

Die Abbildung 22 zeigt bei 12 priapro-ET-1-LacZ-transgenen Miusen nach der Einmalgabe von
25 mg/kg KG L-NAME intraperitoneal geschlechtsiibergreifend einen mit p =0,001 hochsignifi-
kant hoheren mittleren arteriellen Blutdruck als vor der L-NAME-Gabe. Die L-NAME-
Behandlung produziert im Mittel einen systolischen Blutdruck von 175,5 +14,4 mmHg und ei-
nen diastolischen Blutdruck von 110,7 11,9 mmHg. Ohne die pharmakologische Intervention
zeigt sich ein systolischer Blutdruck von 124,3 £7,7 mmHg und ein diastolischer Blutdruck von
90,7 £7,5 mmHg. Die Pulsfrequenz vor und nach L-NAME-Gabe der pripro-ET-1-LacZ-

transgenen Miuse hingegen zeigt mit 654 79 min™ keine signifikante Anderung.
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Abbildung 22: Mittlerer arterieller Blutdruck von pripro-ET-1-LacZ-transgenen Méusen

vor und nach einer einmaligen L-NAME-Gabe.

4.4 Lokalisierung von ET-1 in den Strukturen der transgenen Niere

Die unter 3.4.10 beschriebene qualitative und quantitative histologische Differenzierung der
Nierenschnitte sowie die Analyse des Effekts einer Behandlung mit L-NAME zeigt im Folgen-

den, in welchen Organstrukturen der pripro-ET-1-Promotor in der Méuseniere aktiv ist.

4.4.1 Lokalisierung des priapro-ET-1-Promotors in der transgenen Miiuseniere

Die histologische Auswertung der Bluo-Gal-gefirbten Prizipitate in den Tubuli in Abbildung 23
zeigt eine jeweils mit p =0,018 signifikante Zunahme der Prizipitate in den Tubuli minnlicher
wie weiblicher prapro-ET-1-LacZ-transgener mit L-NAME behandelter Tiere im Vergleich zu

den ménnlichen und weiblichen pripro-ET-1-LacZ-transgenen unbehandelten Miusen.
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Abbildung 23: Geschlechtsspezifische Differenzierung der Anzahl von Bluo-Gal-
Prizipitaten in den Tubuli der Nieren pripro-ET-1-LacZ-transgener mit L-NAME behan-

delter Miuse und pripro-ET-1-LacZ-transgener unbehandelter Miuse.

Die Abbildung 24 zeigt anhand von histologischen Schnittbildern beispielhaft die statistisch sig-
nifikant unterschiedliche Prizipitatanzahl in Tubuli ménnlicher pripro-ET-1-LacZ-transgener

mit L-NAME behandelter Miuse und transgener ménnlicher Tiere, die unbehandelt blieben.
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Abbildung 24: Vergleich der Darstellung von Tubuli pripro-ET-1-LacZ-transgener méinn-
licher Tiere ohne (links) und mit L-NAME-Behandlung (rechts).

Die Abbildung 25 belegt eine mit p =0,045 signifikant hohere Anzahl der blauen Prizipitate in
den Glomerula von weiblichen gegeniiber ménnlichen pripro-ET-1-LacZ-transgenen mit
L-NAME behandelten Miusen. Dieser Sachverhalt wird im Vergleich der histologischen Schnit-
te in der Abbildung 26 beispielhaft verdeutlicht. Geschlechtsiibergreifend liegen beim Vergleich
der Prizipitate in Glomerula in der Mauseniere der transgenen unbehandelten und der transgenen

L-NAME-Miuse jedoch keine sinifikanten Unterschiede in der Verteilung der Prizipitate vor.
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Abbildung 25: Geschlechtsspezifische Differenzierung der Anzahl von Bluo-Gal-
Prizipitaten in den Glomerula der Nieren pripro-ET-1-LacZ-transgener mit L-NAME

behandelter Miiuse und priapro-ET-1-LacZ-transgener unbehandelter Miuse.

Abbildung 26: Vergleich der Darstellung von Glomerula pripro-ET-1-LacZ-transgener
Tiere mit L-NAME-Behandlung ménnlichen (links) und weiblichen (rechts) Geschlechts.

Die histologische Auswertung der GefidBe zeigt nach Abbildung 27 mit p >0,05 keine signifikan-
ten Unterschiede in der Verteilung der Prézipitate in Abhingigkeit vom Geschlecht oder der Be-
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handlung mit L-NAME. Dies wird auch in den Beispielen der histologischen Gefd3anschnitte
der einzelnen Kategorien in Abbildung 28 deutlich.
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Abbildung 27: Diagramm der Auswertung der blauen Farbkristalle in den GefifBlen der
Niere von pripro-ET-1-LacZ-transgenen L-NAME-Miusen und von pripro-ET-1-LacZ-

transgenen unbehandelten Miusen.
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Abbildung 28: Vergleich der Darstellung von Prizipitaten in GefiBen weiblicher pripro-
ET-1-LacZ-transgener Tiere mit L-NAME-Behandlung (links oben) und ohne Behandlung

(rechts oben) sowie minnlicher pripro-ET-1-LacZ-transgener Tiere mit L-NAME-

Behandlung (links unten) und ohne Behandlung (rechts unten).

4.4.2 Modifizierte Expression des pripro-ET-1-Promotors durch L-NAME

Die L-NAME-Behandlung der transgenen Miuse fiihrt zu der in diesem Kapitel fiir die einzel-
nen Nierenstrukturen dargestellten Verdnderung der Dichte der durch die Bluo-Gal-Firbung
markierten priapro-ET-1-Promotoraktivitit in den Organstrukturen der priapro-ET-1-LacZ-

transgenen Nieren.

In der Ubersicht iiber die L-NAME-abhiingige Prizipitatzunahme in Abbildung 29 zeigt sich die

hochste Zunahme der Promotoraktivitdt in den Tubuli der Nieren. Die Zunahme der préipro-
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ET-1-Promotoraktivitit nimmt zu den glomeruldren Zellen hin ab und erreicht in den Gefdfen

der Miuseniere die geringste Zunahme der Promotoraktivitét.

150% A

100% A

der Farbkristalle

50% A

Zunahme der Anzahl

0% -

Tubuluseptihel glomeruldreZellen
p= 0,001 p= 0,046
GefaBendothel
p= 0,245

n= 12 in jeder Gruppe

Abbildung 29: Zunahme der Anzahl der Bluo-Gal-Prizipitate durch L-NAME-

Behandlung in den verschiedenen Organstrukturen der pripro-ET-1-LacZ-transgenen

Maiuseniere.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit werden die molekularbiologischen Grundlagen des ET-1-Systems an pripro-
ET-1-LacZ-transgenen Miusen untersucht. Die Untersuchungen erlauben Einblicke in den ET-1-
cGMP-NO-Regelkreis an der Méuseniere und beleuchten die Regulation des arteriellen Blut-
drucks der Tiere in vivo. Dariiber hinaus werden anhand des ins Genom integrierten humanen
prapro-ET-1-Promotors Einblicke in die Lokalisation der Expression von ET-1 in der Niere ge-

geben. Im Folgenden werden die Untersuchungen kritisch betrachtet.

5.1 Evaluation des pripro-ET-1-LacZ-transgenen Miusemodells

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der histologischen Firbung und die Schlussfolgerungen

daraus im Bezug auf die Funktion des transgenen Tiermodells diskutiert.

5.1.1 Evaluation der Bluo-Gal-Fiarbung

Dieser Abschnitt des Kapitels klirt, ob sich bei prapro-ET-1-LacZ-transgenen Miusen die Akti-
vitidt des in das Médusegenom integrierten prapro-ET-1-Promotors im Nierengewebe histologisch
darstellen lidsst. Zur Lokalisation des humanen ET-1-Promotors in der ET-1-LacZ-transgenen
Miuseniere wird die enzymatische Aktivitit des mit dem Promotor verkniipften LacZ-

Reportergens mit Hilfe des chromogenen Substrates Bluo-Gal histologisch sichtbar gemacht.

Die Bluo-Gal-Firbung erzeugt in dquatorialen Schnitten der Nieren ET-1-LacZ-transgener Mau-
se eine Blaufdrbung der Organe. Histologische Schnitte dieser Organe zeigen intrazelluldre blaue
Prizipitate im Nierengewebe. Die Nieren nicht transgener Wildtypmiuse hingegen zeigen weder
im Organanschnitt noch im histologischen Nierenschnittpraparat die fiir die Bluo-Gal-Firbung

charakteristischen blauen Prizipitate.

Das Fehlen der blauen Prizipitate in den Nierenschnitten der nicht transgenen Wildtypmiuse
sowie die intrazelluldre Lokalisation der blauen Prizipitate in den Organschnitten der transgenen
Mausenieren legen einen Zusammenhang zwischen der intrazellularen Transkription des ET-1-
Transgens und dem Vorhandensein der blauen Prizipitate nahe. Das komplette Fehlen der blau-
en Prizipitate in den gefarbten Nieren der Wildtypmaéuse schlie3t gleichzeitig eine unspezifische

B-Galaktosidaseaktivitdt im nicht transgenen Gewebe aus.

73



Bei der von Aguzzi entwickelten Bluo-Gal-Fiarbung konnen durch eine unterschiedliche Diffusi-
on des Farbstoffes ins Nierengewebe Inhomogenititen auftreten [Aguzzi et al., 1994]. Um sol-
che Effekte zu neutralisieren, erfolgt in dieser Arbeit eine standardisierte, gleichmidBige Anord-
nung der mikroskopischen Gesichtsfelder innerhalb der Organschnitte. Um die Lage der Schnitt-
ebene in den verschiedenen Organen vergleichen zu kinnen, werden nur in Aquatorniihe gewon-
nene Organschnitte zur Auswertung herangezogen. So werden die Organschnitte vergleichbar

erfasst.

Um  Inhomogenititen der Fiarbung in  weiterfiihrenden = Untersuchungen  am
prapro-ET-1-LacZ-transgenen Méusemodell zu vermeiden, bietet sich in Zukunft die Optimie-
rung der Farbemethode an. Mdglicherweise ergibt sich daraus eine weitere Intensivierung des
Farbsignals. Ein dhnlicher Effekt hat Aguzzi zur Anwendung der Bluo-Gal-Firbung anstelle der
X-Gal-Fiarbung veranlasst [Aguzzi et al., 1994].

Da die Vergleichbarkeit der Farbbalance und des Kontrasts der Organblockbilder von der Ent-
wicklung im Fotolabor und von der Farbtreue der digitalen Bildaufnahme und -wiedergabe ab-
hingig ist, werden alle Fotos unter standardisierten Einstellungsparametern mit dem gleichen
Film bzw. der gleichen Digitalkamera aufgenommen und im gleichen Fotolabor unter standardi-

sierten Bedingungen entwickelt.

5.1.2 Korrelation von ET-1-Konzentration und Prizipitaten

Im Folgenden wird diskutiert, ob der humane priapro-ET-1-Promotor durch seine Chromogenitiit

die Expression von ET-1 im Nierengewebe reprisentativ darstellt.

Die iiber die Konzentration der Prizipitate bestimmte pripro-ET-1-Promotoraktivitit korreliert
mit der durch ELISA bestimmten ET-1-Gewebekonzentration in ET-1-LacZ-transgenen Méuse-
nieren. Da der humane préapro-ET-1-Promotor zwar wie das Méause-ET-1-Gen stimuliert wird,
selbst jedoch kein ET-1 exprimiert, entsprechen die blauen Prizipitate in den Nierenschnitten der
Aktivitdat des ins Genom integrierten humanen priapro-ET-1-Promotors und zeigen gleichzeitig

die Aktivitiat des Mause-ET-1-Gens.

Die Korrelation beweist, dass die durch die blauen Prizipitate gezeigte Promotoraktivitit der
ET-1-Expression im Nierengewebe der ET-1-LacZ-transgenen Tiere entspricht. Diese Korrelati-
on zwischen Prézipitaten und ET-1-Konzentration belegt, dass das ET-1-LacZ-transgene Tier-

modell funktioniert. Zur Erhdrtung des Nachweises wird zusitzlich die Expression von ET-1
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stimuliert. Dies geschieht durch die pharmakologische Blockade von NO durch L-NAME. Die

Zunahme der ET-1-Konzentration im Gewebe entspricht der Zunahme der LacZ-Prizipitate.

5.2 Betrachtung des Phinotyps der pripro-ET-1-LacZ-transgenen Maus

Nachdem in dieser Arbeit nachgewiesen wird, das mit Hilfe des pripro-ET-1-LacZ- transgenen
Miusemodells die prapro-ET-1-Promotoraktivitit in den Nieren dieser Tiere anhand von blauen
Prézipitaten sichtbar gemacht werden kann, stellt sich nun die Frage, ob dieses transgene Modell

den Phénotyp der Méuse verédndert.

Hierzu werden die ET-1-LacZ- transgenen unbehandelten Méuse mit gleichaltrigen nichttrans-
genen Wildtypméausen des gleichen genetischen NMRI-Backgrounds verglichen. Der gleiche
genetische Background der verwendeten Miuse stellt die Vergleichbarkeit der jeweiligen Phéno-
typen sicher, wie in der Literatur belegt wird [Sibilia et Wagner, 1995]. Die Ergebnisse dieser

Arbeit belegen diese Aussage fiir die hier verwendeten Tiere.

Die Literatur belegt bereits, dass die Insertion eines LacZ-Gens die Expression des restlichen
Genoms nicht beeinflusst. Die Insertion des LacZ-Gens in das Exon-1 des humanen prépro-
ET-1-Gens verhindert dessen Transskription, so dass das Einfiigen des humanen pripro-ET-1-
Gens keinen Einfluss auf die Konzentration von ET-1 nimmt. Die Galaktosidase-Farbreaktion

zeigt jedoch gleichzeitig die Aktivitit des Gens an [Theuring et al., 1995].

Um den Phinotyp der Méuse dariiber hinaus zu vergleichen, wird in dieser Arbeit das Gewicht
der Nieren, der arterielle Blutdruck und Laborparameter wie Blutbild, Elektrolyte und Nierenre-

tentionsparameter sowie die Histologie der Nieren betrachtet.

Im Vergleich zwischen transgenen Méiusen und Wildtypméausen beeinflusst die Insertion der
humanen ET-1-LacZ-DNA in das Mausegenom keinen der untersuchten Parameter. Bei dem
verwendeten priapro-ET-1-LacZ-transgenen Méiusemodell bleibt der Phanotyp der Méuse also in

Bezug auf die untersuchten Parameter unverindert.

Da die Insertion der humanen ET-1-LacZ-DNA in das Mausegenom offensichtlich im beobach-
teten Rahmen keinen Einfluss auf weitere Gene der Maus ausiibt, eignet sich dieses transgene
Maiusemodell fiir weitere Untersuchungen des ET-1-Systems in vivo. Es bleibt jedoch in Zukunft
zu klédren, ob das pripro-ET-1-LacZ-transgene Modell Verdnderungen des Phédnotyps an anderen
Organsystemen der Maus auller der Niere hervorruft, da ET-1 auch in anderen Organen expri-

miert wird. In dieser Arbeit werden beispielhaft einige Parameter des Phénotyps von transgenen
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Tieren und Wildtypméusen herausgegriffen. Hier bietet sich eine intensivere Untersuchung wei-
terer Parameter an, um die Verwendbarkeit des prapro-ET-1-LacZ-transgenen Modells auch fiir

die Betrachtung anderer Organsysteme zu belegen.

Die Auswertung der Nierenhistologie der zehn Monate alten Miause zeigt keine Unterschiede
zwischen den ET-1-LacZ-transgenen Mausen und den Wildtypméusen. Bei dieser Auswertung
wird beriicksichtigt, dass histologische Veridnderungen bei zehn Monate alten Méusen in einem
gewissen Rahmen physiologisch vorkommen. Diese mit dem Alter zunehmende Glomeruloskle-
rose und Nephrosklerose bei Wildtypméusen wird in der Literatur beschrieben [Lichtig et al.,
1987]. Die Glomerulosklerose und interstitielle Fibrose sind bei beiden hier untersuchten Miu-
segruppen vergleichbar. Perivaskuldre Infiltrate und perivaskuldre Fibrosezeichen kommen e-
benfalls gleichmifig bei beiden Gruppen vor. Nicht transgene NMRI-Méuse entwickeln dariiber
hinaus auch eine geringe Anzahl von kleinen Nierenzysten in Abhingigkeit vom Lebensalter
[Thone-Reineke, 1997]. Diese wurden jedoch in dieser Arbeit bei keiner der beiden Gruppen

gefunden.

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass eine altersentsprechende Nierenhistologie zehn
Monate alter Méuse bei beiden Gruppen vorliegt. Da die Klassifizierung der Schweregrade der
Glomerulosklerose und der interstitiellen Fibrose jedoch untersucherabhédngig ist, konnen in zu-
kiinftigen Auswertungen der Nierenhistologie objektivere Messmethoden oder eine automatisier-

te Erhebung von Parametern noch zielfiihrender sein.

5.3 In-vivo-Nachweis des ET-1-cGMP-NO-Regelkreises

Um der Frage nachzugehen ob sich im Nierengewebe der priapro-ET-1-LacZ-transgenen Maus
histologisch die Interaktion von ET-1 und NO darstellen lédsst, wird mittels mikroskopischer
Auswertung die humane ET-1-Promotoraktivitit der transgenen Miuse mit und ohne intraperito-
nealer L-NAME-Gabe durch Auszidhlung der blauen Prizipitate in den jeweiligen Nierenschnit-
ten quantifiziert. Zusétzlich wird zur Untermauerung der Aussage, dass es sich bei der histologi-
schen Darstellung der Bluo-Gal-Prizipitate tatsdchlich um den Ort der ET-1-Expression handelt,
neben der histologischen Untersuchung die immunhistochemische ET-1-
Konzentrationsbestimmung mittels ELISA ohne und unter dem Einfluss von L-NAME durchge-

fiihrt.

Die prapro-ET-1-LacZ-transgenen Tiere mit vorheriger einmaliger L-NAME-Gabe weisen in der

Niere eine signifikant hohere ET-1-Promotoraktivitit und ET-1-Konzentration als die transgenen
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unbehandelten Tiere auf. Da in dieser Arbeit L-NAME zu einer Steigerung sowohl der ET-1-
Konzentration als auch zu einer Zunahme der Bluo-Gal-Prizipitate in der Méuseniere fiihrt, kann
von einem Zusammenhang der gesteigerten humanen ET-1-Promotoraktivitidt und der gesteiger-

ten Expression von ET-1 ausgegangen werden.

Da bei der Blockade der NO-Synthasen durch L-NAME das in geringerer Konzentration vor-
handene NO die ET-1-Synthese weniger inhibiert, erwartet man in diesem Versuch eine gestei-
gerte ET-1-Expression. Diese vermehrte ET-1-Expression spiegelt sich bei den pripro-
ET-1-LacZ- transgenen mit L-NAME behandelten Miusen sowohl in einer Aktivititszunahme
des ET-1-Promotors in der Niere als auch in einer Zunahme der immunhistochemisch gemesse-

nen ET-1-Konzentration im Nierengewebe wieder.

Die Regelmechanismen der Interaktion zwischen NO und ET-1 werden nicht nur im Tierexperi-
ment belegt, sondern lassen sich auch beim Menschen zeigen. Die Arbeit von Wagner untersucht
beispielsweise die Modulation des ET-1-Plasmaspiegels durch inhalative NO-Therapie bei Pati-
enten mit endgradiger Kardiomyopathie im Verlauf der Implantation eines linksventrikulidren
Assist-Systems. Die Untersuchung belegt den Riickgang eines krankheitsbedingt initial stark
erhohten ET-1-Plasmaspiegels um fast 50% innerhalb von 72 Stunden nach dem Eingriff durch
die Verabreichung von NO iiber die Atemluft [Wagner et al., 2003].

Die Einzelschritte des Regelmechanismus zwischen ET-1 und NO werden in der Literatur einge-
hend beschrieben und belegt [Alonso et al., 2003; Yanagisawa et al., 2000, 1988; Miwa et al.,
1999; Verhaar et al., 1998; Golikorsky et al., 1994; Hirata et al., 1993]. Diese Arbeit kon-
zentriert sich deshalb auf die histologische und histochemische Darstellung des Resultats der
Faktorenkette, ohne die Einzelfaktoren weiter auszudifferenzieren. Natiirlich kann jedoch die

differenziertere Analyse der Faktorenkette selbst weitere Erkenntnisse bringen.

5.3.1 Einfluss von L-NAME auf den arteriellen Blutdruck der transgenen Maus

Diese Arbeit geht des Weiteren der Frage nach, ob sich die Beteiligung des NO-Systems an der

Blutdruckregulation auch bei prapro-ET-1-LacZ-transgenen Miusen darstellen lésst.

Zur Beantwortung der Frage erhilt ein Teil der pripro-ET-1-LacZ-transgenen Méuse L-NAME
zur Blockung der NO-Synthasen. Aufgrund dieser NO-Blockade zeigen die pripro-
ET-1-LacZ-transgenen Mause einen signifikant hoheren mittleren arteriellen Blutdruck als vor

der L-NAME-Gabe. Der Effekt der Blockade der NO-Synthasen durch L-NAME belegt eine
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Beteiligung des NO-Systems an der Blutdruckregulation auch bei priapro-ET-1-LacZ-transgenen

Miusen.

Die Tatsache, dass die Blockade des NO-Systems mit L-NAME einen dosisabhingigen Anstieg
des mittleren arteriellen Blutdrucks bewirkt, wird auch von Filep und Ruschitzka unabhingig
voneinander beschrieben [Ruschitzka et al., 2000; Filep et al., 1997]. Ebenso beschreiben Qiu
und Banting, dass die Ausschaltung des stirksten endogenen Vasodilatators NO die Wirkung
endogener Vasokonstriktoren, insbesondere des ET-1, verstarkt [Banting et al., 1996; Qiu et al.,

1995; Hirata et al., 1993].

Die Literatur differenziert dariiber hinaus auch die chronische L-NAME-Gabe von der in dieser
Arbeit beschriebenen akuten Verabreichung. Moreau zeigt, dass eine chronische L-NAME-Gabe
bei der Ratte zu einer Zunahme der ET-1-Konzentration in der thorakalen Aorta bei unverinder-
ter ET-1-Konzentration im Kortex der Niere und in den Arterien des Mesenteriums fiihrt. Die
chronische L-NAME-Behandlung fiihrt somit zu erhohter ET-1-Konzentration in groen Geféa-
Ben, jedoch nicht in den kleinen arteriellen Widerstandsgefid3en [Moreau et al., 2000]. Dagegen
zeigt diese Arbeit den Anstieg des arteriellen Blutdrucks sowie den Anstieg der ET-1-

Konzentration in der Niere unter akuter L-NAME-Gabe.

In der Literatur werden die verschiedenen ET-1-Rezeptoren weiter differenziert. Endogenes
ET-1 ist iiber ETs- und ETg-Rezeptoren an der Regulation des peripheren Blutflusses beteiligt.
Studien von Verhaar und Haynes mit Rezeptorantagonisten zeigen, dass die akute ET-induzierte
Vasokonstriktion auch beim Menschen iiberwiegend iiber ET s-Rezeptoren vermittelt wird [Ver-
haar et al., 1998; Haynes et al., 1996]. Krum und Clozel zeigen, daf} die chronische Gabe des
gemischten ETa/ETg-Rezeptorantagonisten Bosentan tiber 6 Wochen den Blutdruck bei Men-
schen mit essentieller Hypertonie senkt. Sie gehen daher von einer pathogenetischen Rolle von

ET bei der essentiellen Hypertonie des Menschen aus [Krum et al., 1998; Clozel et al., 1994].

Der Einfluss von ET-1 auf den Blutdruck beim Menschen zeigt jedoch zum Teil widerspriichli-
che Ergebnisse. Kohno konnte zwar hohere ET-1-Plasmakonzentrationen bei hypertensiven
Menschen feststellen, findet aber gleichzeitig keine Aktivierung des ET-1-Systems bei essentiel-
ler Hypertonie [Kohno et al., 1990]. Hierbei muss jedoch der schwierige Nachweis der niedri-
gen Plasmakonzentrationen von ET-1 bei dessen vornehmlich parakriner Wirkung in Betracht

gezogen werden, wie Goddard und Webb feststellen [Goddard et Webb, 2000].
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Zur Messung des Blutdrucks werden in dieser Arbeit zwei verschiedene Messmethoden verwen-
det. Bei der kritischen Uberpriifung dieser Methoden konnten diese zu Abweichungen fiihren.
Zum einen wird die invasive Messung des Blutdrucks mittels Implantation eines intravaskuldren
Katheters durchgefiihrt. Zum anderen wird der Blutdruck nichtinvasiv durch schwanzplethys-
mographische Messung bestimmt. Zur invasiven Messung erhalten die Méuse als Narkotikum
initial intravends Ketamin. Bei der Gabe von Ketamin kann es beim Menschen als unerwiinschte
Wirkung zu einem Blutdruckanstieg und zu einer Tachykardie kommen. Aus diesem Grund
muss hier kritisch erwihnt werden, dass die Gabe des Narkotikums auch bei den Mausen kreis-
laufwirksam sein kann und somit die Blutdruckmesswerte verfidlschen konnte. Die
schwanzplethysmographische Blutdruckmessung hingegen ermdglicht die nichtinvasive Ermitt-
lung des Blutdrucks jeweils vor und nach L-NAME-Gabe. Auch hier ist zu beachten, dass es bei
der verwendeten Methode trotz durchgefiihrter Reizabschirmung der Méuse bei der Blutdruck-

messung zu Stress und damit zu einem Blutdruckanstieg kommen kann.

Aufgrund der komplexen und zum Teil widerspriichlichen Aussagen iiber die ET-1-Wirkung auf
den Blutdruck empfehlen sich weitere Untersuchungen mit Hilfe von ET-1-transgenen Tieren.
Dies kann der vollstindigen Klidrung des Einflusses von ET-1 auf den Pathomechanismus bei

einer Fehlregulation des Blutdrucks dienen.

5.4 Lokalisation des priapro-ET-1-Promotors in der transgenen Miuseniere

Die prépro-ET-1-LacZ-transgene Maus eignet sich fiir Studien am renalen ET-1-System, wie
unter 4.1 gezeigt wird. In dieser Arbeit wird unter anderem auf die Frage eingegangen, in wel-
chen Gewebestrukturen und in welchem Ausmal} der prapro-ET-1-Promotor in der Méuseniere
exprimiert wird. Als Ergénzung der Experimente werden die Ergebnisse zusitzlich unter der

Blockade der NO-Synthese durch L-NAME betrachtet.

Die Aktivitit des prapro-ET-1-Promotors ist in Form von intrazelluldren blauen Préizipitaten im
Epithel der Tubuli, den Gefden und in glomeruldren Zellen der Niere der prépro-
ET-1-LacZ-transgenen Maus histologisch quantifizierbar. Nach der Blockade der NO-Synthese
durch L-NAME erfolgt eine Aktivititszunahme des priapro-ET-1-Promotors in den einzelnen
Strukturen der Niere. Die hochste Promotoraktivitdtszunahme ist im Epithel der Tubuli zu beo-
bachten, gefolgt von den glomeruldren Zellen. Eine unverdnderte Promotoraktivitit nach

L-NAME-Gabe ist im GefidBendothel zu verzeichnen.
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Die Zunahme der Aktivitit des priapro-ET-1-Promotors nach L-NAME-Gabe betrifft in dieser
Arbeit im Wesentlichen die Expression in den Tubuli der Maus. Auch beim Menschen wird die
hochste ET-1-Konzentration in den Tubuli nachgewiesen [Ujiie et al., 1992]. Warum die hochs-
te Reporter-Gen-Aktivitit in den Tubuli lokalisiert ist, bleibt jedoch auf molekularer Ebene wei-

terhin unbekannt und erfordert zur Kldarung weiterfithrende Experimente.

In den Glomerula zeigen die priapro-ET-1-LacZ-transgenen weiblichen mit L-NAME behandel-
ten Tiere eine signifikant hohere ET-1-Promotoraktivitit als die ménnlichen prépro-
ET-1-LacZ-transgenen mit L-NAME behandelten Mause und als die minnlichen transgenen
unbehandelten Tiere. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Expression des ET-1-Promotors
in den Glomerula der ET-1-LacZ-transgenen Miuseniere geschlechtsabhéngig ist. Ein stichhalti-

ger Beleg muss jedoch durch hohere Fallzahlen erbracht werden.

In den renalen GefidBBendothelien zeigt die Genaktivitit des prapro-ET-1-Promotors der Miause
mit und ohne L-NAME-Behandlung im Gegensatz zu den Tubuli und den Glomerula keine Un-
terschiede. Hier zeigt sich eine vergleichbare Verteilung der Bluo-Gal-Prizipitate in den unter-
schiedlichen Gruppen. Die eventuell vorhandenen geringen Unterschiede zwischen den Prizipi-
tatmengen in den einzelnen Gruppen sind mit der hier angewandten Methode moglicherweise
erst nachweisbar, wenn die basale Expression des priapro-ET-1-Promotors im Endothel der Ge-

fiaBe fiir die Differenzierung ausreichend ausgeprigt ist.

Die Aktivitdt des ET-1-Promotors nimmt in den betrachteten Nierenstrukturen unter L-NAME-
Gabe unterschiedlich stark zu. Dies spricht fiir eine Zellspezifitit der negativen Riickkopplung
von NO und seinem second messenger cGMP auf die ET-1-Promotoraktivitit. Die Zellspezifitit
dieser Riickkopplung wird auch in der Literatur gezeigt [Moridaira et al., 2003; Kahler et al.,
2000; Deng et Schiffrin, 1998].

Eine differenziertere Zuordnung der ET-1-Expression zu den einzelnen Strukturen des Nieren-
gewebes der priapro-ET-1-LacZ-transgenen Maus kann in Zukunft weitere Riickschliisse auf

Funktionen von ET-1 erlauben.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird anhand der Expression des humanen préapro-ET-1-Promotors bei pripro-
ET-1-LacZ-transgenen Miusen die Regulation der ET-1-Expression auf zelluldrer Ebene in vivo

in der Méuseniere analysiert.

Dazu stellen sich die Fragen, ob sich mit Hilfe dieses neuen transgenen Tiermodells der humane
prapro-ET-1-Promotor in der Méuseniere sichtbar machen lisst, und wenn ja, in welchen Gewe-
bestrukturen der Miuseniere der ET-1-Promotor exprimiert wird. In dem Zusammenhang muss
belegt werden, dass die Aktivitit des eingefiigten humanen pripro-ET-1-Promotors auch die
Expression des Hormons ET-1 in der Zelle anzeigt, ohne selbst auf die ET-1-Expression Einfluss
zu nehmen. SchlieBlich wird der Frage nachgegangen, ob sich mit Hilfe des transgenen Tiermo-
dells die Regulation von ET-1 durch NO iiber die Gabe des NO-Synthasen-Blockers L-NAME

auf zelluldarer Ebene in vivo darstellen lésst.

Die Lokalisationsbestimmung des ET-1-Promotors im Nierengewebe der transgenen Maus er-
folgt durch histologische Untersuchungen. Zum histologischen Nachweis des humanen ET-1-
Promotors im Nierengewebe der Maus wird humane ET-1-DNA durch Kopplung des pripro-
ET-1-Promotors an das chromogene LacZ-Gen molekulargenetisch markiert und in das Méuse-
genom inseriert. Die LacZ-Markierung fiihrt zu den gezeigten blauen Prézipitaten im transgenen
Nierengewebe nach Bluo-Gal-Farbung. Die Nachweisbarkeit einer genetischen Markierung
durch LacZ wird durch den histologischen Vergleich zwischen LacZ-positivem und LacZ-

negativem Nierengewebe der Miuse nach Bluo-Gal-Féarbung dargestellt.

Zum Beleg des Zusammenhangs zwischen der prapro-ET-1-LacZ-Transgenitidt und der ET-1-
Expression wird neben dem histologischen Nachweis des humanen priapro-ET-1-Promotors die
Konzentration von ET-1 im Nierengewebe immunhistochemisch bestimmt und mit den histolo-
gischen Ergebnissen verglichen. Zur Erhértung des Nachweises wird zusitzlich die Expression
von ET-1 durch die pharmakologische Blockade von NO stimuliert und die Zunahme der ET-1-
Konzentration im Gewebe mit der Zunahme der LacZ-Prizipitate verglichen. Die Stimulation

von ET-1 erfolgt durch die nichtselektive NO-Blockade durch L-NAME.

Physiologische und histologische Parameter der transgenen ohne L-NAME behandelten Tiere
werden kontrolliert und mit den Parametern von Wildtypmiusen verglichen, um iiber die Chro-

mogenitit des LacZ hinausgehende Effekte der Transgenitit auf den Phianotyp zu ermitteln.
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Als Ergebnis ist festzuhalten, dass das pridpro-ET-1-LacZ-transgene Tiermodell nicht nur die
Konzentrationsbestimmung der blauen LacZ-Prizipitate sondern durch diese auch die differen-
zierte Lokalisation des humanen pripro-ET-1-Promotors in der Niere der Maus gut moglich

macht.

Unter L-NAME-Gabe zeigt sich histologisch eine deutliche Aktivititszunahme der LacZ-
markierten humanen préapro-ET-1-Promotorregionen im Nierengewebe. Dies belegt den Zusam-
menhang zwischen dem LacZ-markierten humanen ET-1-Promotor und dem ET-1-Gen der
Maus und belegt gleichzeitig die Abhéangigkeit der ET-1-Expression im Nierengewebe von NO.
Der ET-1-cGMP-NO-Regelkreis war bis jetzt nur auf zellulirer Ebene bekannt. Diese Arbeit

zeigt zum ersten Mal dessen Bedeutung im Nierengewebe in vivo.

Die Korrelation zwischen der immunhistochemisch ermittelten ET-1-Gewebekonzentration und
der durch LacZ-Markierung histologisch ermittelten humanen ET-1-Promotoraktivitit ist signi-
fikant. Dies belegt, dass die dargestellte Farbverdnderung tatsichlich die Aktivitit des transge-
nen humanen pripro-ET-1-Promotors sowie dessen Kopplung an die Expression von ET-1 wi-
derspiegelt. Die prapro-ET-1-LacZ-Transgenitét ruft dabei am Phédnotyp der transgenen Miuse
keine Veridnderungen beziiglich der untersuchten physiologischen, laborchemischen und histolo-

gischen Parameter hervor.

Dadurch erlaubt das transgene Modell die exakte Lokalisation der ET-1-Expression im Nieren-
gewebe der Maus in vivo. Die gewebespezifische Lokalisation des pripro-ET-1-Promotors in der
Niere wird mit Hilfe des chromogenen LacZ-Gens sichtbar gemacht. Die entsprechenden Prézi-
pitate finden sich rein intrazelluldr. Sie lassen sich mikroskopisch eindeutig quantifizieren und in
absteigender Konzentration den Epithelzellen der Tubuli, den Glomerula und dem Gefil3en-
dothel der Niere zuordnen. Dariiber hinaus finden sich in den Glomerula Zeichen einer Ge-

schlechtsabhingigkeit der Expression des priapro-ET-1-Promotors.

6.1 Schlussfolgerung

Die histologische Markierung des aktiven humanen priapro-ET-1-Promotors in der pripro-
ET-1-LacZ-transgenen Miuseniere durch LacZ zeigt die Aktivitidt des ET-1-Gens an. Somit bie-
tet das Modell der priapro-ET-1-LacZ-transgenen Maus die Moglichkeit, die Regulation des hu-
manen prapro-ET-1-Promotors und somit die Regulation des ET-1-Systems auf zelluldrer Ebene

in vivo im Nierengewebe zu analysieren.
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Der Transgenstatus in diesem transgenen Tiermodell iibt im untersuchten Rahmen keinen Ein-
fluss auf den Phénotyp aus. Das priapro-ET-1-LacZ-transgene Modell eignet sich somit fiir die

Erforschung des ET-1-Systems in vivo.

Die Blockade der NO-Synthasen durch L-NAME fiihrt in der Niere in vivo zu einer Steigerung
der prapro-ET-1-Promotoraktivitit. Dadurch nimmt die ET-1-Konzentration in der Niere zu. Die
Korrelation zwischen der ET-1-Gewebekonzentration und der prédpro-ET-1-Promotoraktivitit
unter L-NAME-Gabe belegt in vivo die Interaktion des bisher nur auf zelluldrer Ebene bekann-

ten renalen ET-1-cGMP-NO-Regelkreises.
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